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DESCRIPCION

Anticuerpos que neutralizan RSV, MPV y PVM y usos de los mismos

ANTECEDENTES

El virus respiratorio sincitial (RSV), el metapneumovirus (MPV) y el virus de la neumonia del ratén (PVM) son
virus del resfriado comun pertenecientes a la familia de paramyxovirus que comparten poblaciéon diana y
representan un grave problema sanitario en recién nacidos y pacientes inmunocomprometidos.

El RSV es la causa principal de enfermedad aguda del tracto respiratorio en nifios y adultos en todo el
mundo. Entre un 0,5% y un 3,2% de los nifios infectados por RSV requieren hospitalizacion (Thompson, W.
W. et al., 2003, JAMA: The Journal of the American Medical Association 289: 179-186) y del 5% al 10% de los
nifios tienen infeccion grave prolongada, un factor considerado predisponente a sibilancia y sintomas de tipo
asmatico en la infancia posterior. La inmunidad al RSV parece ser de corta duracién, por lo que las
reinfecciones son frecuentes (Ogra, 2003, Paediatric Respiratory Reviews 5 Supl A: S119-126).

El MPV humano fue aislado por vez primera en 2001 y ahora se admite que es la segunda causa principal de
enfermedad aguda del tracto respiratorio en nifios y adultos; se estima que infecta a més del 50% de los
nifos de menos dos afios de edad y a casi todos los nifios de menos de cinco afios. El MPV es la causa de
aproximadamente el 5 al 15% de las enfermedades respiratorias en nifios pequefos hospitalizados (Alto,
2004, The Journal of the American Board of Family Practice / American Board of Family Practice 17: 466-469;
Williams et al., 2004, N Engl J Med 350: 443-450). La infeccidon por MPV es una importante carga de
morbilidad en bebés prematuros en situacidon de riesgo, enfermedad pulmonar crénica de prematuridad,
insuficiencia cardiaca congestiva e inmunodeficiencia (Martino et al., 2005, Biology of Blood and Marrow
Transplantation: Journal of the American Society for Blood and Marrow Transplantation 11: 781-796).

Las coinfecciones con MPV y RSV pueden ser comunes dada su prevalencia y la coincidencia parcial de sus
brotes epidémicos invernales. Aunque no esta claro si se puede producir una patologia sinérgica entre estos
dos virus, en algunos nifios coinfectados por MPV y RSV se han observado exacerbaciones que han
conducido a una enfermedad del tracto respiratorio particularmente grave (Greensill, 2003, Emerging
Infectious Diseases 9: 372).

El RSV, que pertenece al género Pneumovirus de la subfamilia Pneumoviriniae, y el MPV, que pertenece al
género Metapneumovirus de la subfamilia Pneumoviriniae, tienen algunas similitudes en su estructura
genética, aunque el MPV carece de los genes no estructurales NS1 y NS2 hallados en el RSV. Las
envolturas del RSV y el MPV contienen tres glicoproteinas de superficie transmembrana codificados por virus:
la proteina de unién principal G, la proteina de fusion F y la proteina hidréfoba pequefia SH. Aunque las
envolturas del RSV y el MPV contienen proteinas que son funcionalmente similares, es importante sefalar,
no obstante, que las proteinas F del RSV y del MPV solo comparten un 33% de identidad de secuencia de
aminoacidos. Ademas, los antisueros generados contra el RSV o el MPV no producen una neutralizacion
cruzada de ambos virus (Wyde et al., 2003, Antiviral Research 60: 51-59) y hasta ahora no se ha aislado
ningun anticuerpo monoclonal que sea capaz de una neutralizacion cruzada tanto del RSV como del MPV.

Las glicoproteinas F del RSV y del MPV dirigen la penetracion viral mediante fusiéon entre la envoltura del
virion y la membrana plasmatica de la célula huésped. Posteriormente en la infeccion, la proteina F
expresada sobre la superficie celular puede mediar la fusidon con células cercanas para formar sincitios
(Collins et al., 1984 PNAS 81: 7683-7687). En ambos casos, el extremo N de la subunidad F que se crea
mediante escision proteolitica y que contiene una extension hidréfoba de aminoacidos, denominada péptido
de fusion, se inserta directamente en la membrana diana para iniciar la fusion. Después de la unién con la
célula diana y la activacién subsiguiente, la proteina F prefusidn metaestable experimenta una serie de
reordenaciones estructurales que resultan en la insercion del péptido de fusién en la membrana de la célula
diana, seguida por la formacién de un haz helicoidal estable que se forma cuando las membranas virales y
celulares se yuxtaponen. Estos cambios estructurales conducen a la formacién de una proteina F postfusion
estable.

Actualmente no hay disponible ninguna vacuna para la infeccién por el RSV o por el MPV. Se comprobé que
una vacuna contra el RSV con adyuvante de alumbre e inactivada con formalina (FI-RSV) ensayada en la
década de 1960 predisponia a los nifios a un aumento de la enfermedad después de una infeccion por RSV
natural que conducia a fiebre alta y neumonia grave, resultando en altas tasas de hospitalizacion e incluso en
algunos fallecimientos (Fulginiti et al., 1969, American Journal of Epidemiology 89: 435-448; Kapikian et al.,
1969, American Journal of Epidemiology 89: 405-421; Kim et al., 1969, American Journal of Epidemiology 89:
422-434). De modo similar, algunas vacunas contra el MPV inactivadas con formalina mostraron un aumento
de la enfermedad mediado por el sistema inmune en macacos cangrejeros jovenes (de Swart et al., 2007,
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Vaccine 25: 8518-8528). Ademas, ciertas terapias antivirales tales como la ribavirina no han demostrado ser
eficaces en caso de infeccion por el RSV o el MPV.

De estudios epidemiolégicos y con animales han surgido pruebas del papel desempefado por los anticuerpos
séricos en la proteccion contra el virus RSV. En los nifios, los titulos de anticuerpos transmitidos por la madre
estan en correlacion con la resistencia a enfermedad grave (Glezen et al., 1981, The Journal of Pediatrics 98:
708-715) y la incidencia y gravedad en adultos de la implicaciéon del tracto respiratorio inferior disminuye en
presencia de altos niveles de anticuerpos séricos neutralizadores del RSV (Mclintosh et al., 1978, The Journal
of Infectious Diseases 138: 24-32). Existe un anticuerpo monoclonal, el palivizumab (Synagis), registrado
para la prevencién de la infeccion por el RSV en recién nacidos prematuros. Sin embargo, el palivizumab no
siempre es eficaz para prevenir la infeccién por RSV y no es terapéuticamente eficaz. Ademas, en animales,
después de una replicacion pulmonar prolongada del RSV en presencia de palivizumab aparecen cepas
viricas resistentes (Zhao y Sullender, 2005, Journal of Virology 79: 3962-3968). Actualmente no existen
anticuerpos monoclonales para el tratamiento o la prevencion de la infeccion por el MPV.

La falta de un modelo animal que funcione bien para las formas mas graves de infeccion por RSV esta
relacionada con el hecho de que el RSV y el MPV son patégenos Pneumovirus restringidos al huésped. El
desarrollo de nuevos farmacos para la terapia de infecciones por RSV y MPV se ha visto entorpecida por la
falta de un modelo animal capaz de reunir todos los sintomas y la gravedad de la enfermedad humana. De
hecho, el RSV y el MPV no son patdgenos naturales de los ratones y solo inducen una infeccion primaria
limitada, minimamente sintomatica y rapidamente anulada en respuesta a un inéculo masivo no fisioldgico del
virus. El virus de la neumonia del raton (PVM) es un patégeno Pneumovirus natural de roedores que
pertenece a la misma familia, subfamilia y género (Pneumovirus) que el RSV humano y bovino. La proteina F
del PVM solo comparte un 40% de identidad de aminoacidos con la proteina F del RSV humano, pero tiene la
misma organizacion genética excepto en el solapamiento M2-L, que esta presente en el RSV pero no lo esta
en el PVM. La infeccién por el patdgeno natural de ratones PVM reproduce muchos de los signos y sintomas
de las formas mas graves del RSV en nifios. La infeccion por el PVM se caracteriza por una rapida
replicacién del virus acompafada por una respuesta inflamatoria masiva que conduce a insuficiencia
respiratoria y muerte (Rosemberg y Domachowske, 2008, Immunology Letter 118: 6-12). Por tanto, la
infeccion por el PVM en ratones es considerada como el modelo animal mas relevante de infecciones graves
por el RSV y el MPV en humanos.

La WO 2010/149743 A2 describe un "antigeno preF" recombinante, habiendo sido modificado el polipéptido
FO para estabilizar la conformacion de prefusion de la proteina F. De este modo, los epitopos inmunégenos
predominantes de la proteina F se conservan, dado que son presentados por el virus RSV antes de unirse a
las células huésped y fusionarse con las mismas.

Magro et al., 2012, PNAS, 109: 8, p. 3089-3094, describen anticuerpos policlonales especificos de la forma
prefusion de la proteina F del RSV que generan la mayor parte de la actividad neutralizadora de un suero de
conejo producido contra un vaccinia virus recombinante que expresa hRSV_F, o de una preparacion de Ig
humana (Respigam). Ademas, Magro et al., 2012 describe una proteina F del RSV recombinante en la
conformacion prefusion.

La WO 2004/092207 A2 da a conocer péptidos adecuados para inducir una respuesta inmune frente al RSV.
Dichos péptidos se unen a moléculas MHC de clase | e inducen linfocitos T citotoxicos.

La US 2006/0228367 A1 da a conocer anticuerpos monoclonales que se unen a la proteina F del MPV y
neutralizan el MPV y anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con proteina F del MPV y proteina F del
RSV.

Ling y Pringle, 1989, J. gen. Virol. 70; 1427-1440, describen un antisuero policlonal murido y anticuerpos
monoclonales que se emplearon para identificar polipéptidos del PVM en células infectadas y para estudiar
modificaciones postraduccionales.

La falta de un tratamiento preventivo para la infeccion por MPV y de vacunas contra infecciones por RSV y
MPV, asi como la ineficacia terapéutica del palivizumab ponen de relieve la necesidad de nuevos agentes
preventivos y terapéuticos contra estos importantes patégenos humanos. Dada la gran prevalencia y la
posibilidad de coinfeccion, seria muy deseable disponer de un agente simple que sea capaz de prevenir y
tratar o atenuar tanto la infeccién por RSV como la infeccion por MPV, y disponer de un modelo animal en el
que ensayar dicho agente. Por tanto, existe una necesidad de anticuerpos neutralizadores ampliamente
reactivos en reacciones cruzadas que protejan contra una amplia gama de paramyxovirus, por ejemplo al
menos RSV y MPV, y preferiblemente RSV, MPV y PVM.

SUMARIO
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La invencion se basa, en parte, en el descubrimiento de anticuerpos ampliamente neutralizadores que
neutralizan la infeccion por RSV, MPV y PVM vy de polipéptidos a los que se unen los anticuerpos de la
invencién. Por consiguiente, en un aspecto de la invencién, ésta comprende un anticuerpo monoclonal, por
ejemplo un anticuerpo humano o un fragmento de unién de antigeno, que neutraliza de forma cruzada la
infeccion por RSV, MPV y PVM, uniéndose el anticuerpo o el fragmento de unién de antigeno a una region
conservada en la parte amino terminal de la proteina F del RSV, MPV o PVM que comprende la secuencia de
aminoacidos mostrada en cualquiera de las SEQ ID N°: 64-69.

En una realizacién de la invencion, la invencién comprende un anticuerpo aislado, o un fragmento de unién
de antigeno del mismo, que se une especificamente a proteina F prefusion del RSV y no a proteina F
postfusion del RSV. En otra realizacién, la invencién comprende un anticuerpo aislado, o un fragmento de
union de antigeno del mismo, que se une especificamente a la proteina F prefusiéon y no a la proteina F
postfusion del RSV y del MPV. En otra realizacién mas, la invencion comprende un anticuerpo aislado, o un
fragmento de unién de antigeno del mismo, que se une especificamente a la proteina F prefusién y no a la
proteina F postfusion de RSV, MPV y PVM.

En otra realizacion de la invencion, ésta comprende un anticuerpo, o un fragmento de unién de antigeno del
mismo, que comprende al menos una secuencia de region determinante de la complementariedad (CDR) que
tiene al menos un 95% de identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID N°: 1-6, 19-23, 35, 39-42 o
53-54, neutralizando el anticuerpo la infeccion por RSV, MPV y PVM.

En otra realizacion de la invencién, ésta comprende un anticuerpo, o un fragmento de unién de antigeno del
mismo, que incluye una cadena pesada CDR1 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 1 o SEQ ID
N°: 19; una cadena pesada CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 2, SEQ ID N°: 20 o SEQ
ID N°: 39; y una cadena pesada CDR3 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 3, SEQ ID N°: 21,
SEQ ID N° 40 o SEQ ID N°: 53, neutralizando el anticuerpo la infeccién por RSV, MPV y PVM. En otra
realizacién de la invencion, ésta comprende un anticuerpo, o un fragmento de unién de antigeno del mismo,
que incluye una cadena ligera CDR1 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 4; una cadena ligera
CDR2 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 5, SEQ ID N° 22 o SEQ ID N° 41; y una cadena
ligera CDR3 con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 6, SEQ ID N°: 23, SEQ ID N°: 35, SEQ ID Ne°:
42 o SEQ ID N°: 54, neutralizando el anticuerpo la infeccion por RSV, MPV y PVM.

En otra realizaciéon de la invencién, la invencion comprende un anticuerpo, o un fragmento de union de
antigeno del mismo, comprendiendo en anticuerpo: (i) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y
CDR3 tal como se muestran en las SEQ ID N° 1, SEQ ID N° 2 y SEQ ID N° 3, respectivamente, y las
secuencias de cadena ligera CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en las SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 5
y SEQ ID N°: 35, respectivamente; (ii) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se
muestran en las SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 2 y SEQ ID N°: 3, respectivamente, y las secuencias de cadena
ligera CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en las SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5y SEQ ID N°: 6,
respectivamente; (iii) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en las
SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 39 y SEQ ID N°: 40, respectivamente, y las secuencias de cadena ligera CDR1,
CDR2 y CDR3 tal como se muestran en las SEQ ID N°: 4, SEQ ID N° 41 y SEQ ID N°: 42, respectivamente;
(iv) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en las SEQ ID N°: 1, SEQ
ID N°: 39 y SEQ ID N°: 40, respectivamente, y las secuencias de cadena ligera CDR1, CDR2 y CDRS tal
como se muestran en las SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 5y SEQ ID N°: 6, respectivamente; (v) las secuencias de
cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en las SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 2 y SEQ ID N°:
3, respectivamente, y las secuencias de cadena ligera CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en las
SEQ ID N°: 4, SEQ ID N° 41 y SEQ ID N°: 42, respectivamente, y neutralizando el anticuerpo la infeccion por
RSV, MPV y PVM.

En otra realizacién mas de la invencion, la invencion comprende un anticuerpo, o un fragmento de union de
antigeno del mismo, comprendiendo el anticuerpo: (i) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y
CDR3 tal como se muestran en las SEQ ID N°: 19, SEQ ID N° 20 y SEQ ID N°: 21, respectivamente, y las
secuencias de cadena ligera CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en las SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 22
y SEQ ID N°: 23, respectivamente; (ii) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se
muestran en las SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 39 y SEQ ID N°: 53, respectivamente, y las secuencias de cadena
ligera CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en las SEQ ID N° 4, SEQ ID N°: 41 y SEQ ID N°: 54,
respectivamente; (iii) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en las
SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 39 y SEQ ID N°: 53, respectivamente, y las secuencias de cadena ligera CDR1,
CDR2 y CDR3 tal como se muestran en las SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 22 y SEQ ID N°: 23, respectivamente;
o (iv) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en las SEQ ID N°: 19,
SEQ ID N°: 20 y SEQ ID N°: 21, respectivamente, y las secuencias de cadena ligera CDR1, CDR2 y CDR3 tal
como se muestran en las SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 41 y SEQ ID N°: 54, respectivamente, y neutralizando el
anticuerpo la infecciéon por RSV, MPV y PVM.
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En otra realizacién mas de la invencion, la invencion comprende un anticuerpo, o un fragmento de unién de
antigeno del mismo, comprendiendo el anticuerpo una regién variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 17 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 37; o una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 13 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 14; o una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 17 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 14; o una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 49 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 50; o una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 49 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 14; o una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 17 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 50, y neutralizando el anticuerpo la infeccién por RSV, MPV y PVM.

En otra realizaciéon mas de la invencion, la invencion comprende un anticuerpo, o un fragmento de union de
antigeno del mismo, comprendiendo el anticuerpo una regién variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 29 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 30; o una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 33 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 30; o una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 59 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 60; o una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 59 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 30; o una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 33 y una region variable de cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 60, y neutralizando el anticuerpo la infeccién por RSV, MPV y PVM.

La invencion comprende ademas un anticuerpo, o un fragmento de unién de antigeno del mismo, descrito
aqui como HMB3210 (o 3210) o HMB2430 (o 2430). En otra realizacion, la invencion comprende un
anticuerpo, o un fragmento de unién de antigeno del mismo, que neutraliza la infeccion por RSV, MPV vy
PVM, siendo expresado el anticuerpo o fragmento del mismo por un clon de célula B inmortalizada que
produce HMB3210 o HMB2430.

En otro aspecto, la invencién comprende una molécula de acido nucleico que incluye un polinucleétido que
codifica el anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencién. En otro aspecto mas, la invencion
comprende un vector que incluye la molécula de acido nucleico de la invencién. La invenciéon también
comprende una célula que expresa el anticuerpo de la invencién o un fragmento de unién de antigeno del
mismo.

La invencion comprende ademas una composicion farmacéutica que incluye el anticuerpo de la invencién o
un fragmento de unién de antigeno del mismo, la molécula de acido nucleico de la invencion, el vector que
comprende una molécula de acido nucleico de la invencién o la célula que expresa un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo de la invencion, y un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. La
invencion también comprende una composicién farmacéutica que incluye un primer anticuerpo o un
fragmento de unién de antigeno del mismo y un segundo anticuerpo o un fragmento de unién de antigeno del
mismo, siendo el primer anticuerpo el anticuerpo de la invencion y siendo el segundo anticuerpo un
anticuerpo, o un fragmento de unién de antigeno del mismo, que neutraliza la infeccion por RSV o MPV, o
tanto por RSV como por MPV, o por los tres RSV, MPV y PVM.

Dentro del alcance de la invencion también se contempla el uso del anticuerpo de la invencién o de un
fragmento de unién de antigeno del mismo, del acido nucleico de la invencién, del vector que comprende un
acido nucleico de la invencion, de la célula que expresa un vector de la invencién o de la composicidon
farmacéutica de la invencion (i) en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la atenuacién de la
coinfeccion por RSV o MPV, o tanto por RSV como por MPV, (ii) en una vacuna, o (iii) en el diagnéstico de
infeccion por virus RSV y/o MPV. Ademas, dentro del alcance de la invencion también se contempla el uso
del anticuerpo de la invencion o de un fragmento de unién de antigeno del mismo para controlar la calidad de
una vacuna contra el RSV o el MPV, o tanto contra el RSV como contra el MPV, comprobando que el
antigeno de dicha vacuna contiene el epitopo especifico en la conformacion correcta.

En otro aspecto, la invencidon comprende el anticuerpo o un fragmento de unién de antigeno del anticuerpo de
la invencion para su uso en un método para tratar o atenuar la infeccion por RSV y MPV, que comprende la
administracion a un individuo que lo requiera de una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo o de un
fragmento de union de antigeno del anticuerpo de la invencion.
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muestra los resultados del rastreo de anticuerpos monoclonales producidos mediante células
B de memoria inmortalizadas por el EBV de 7 donantes (Don. 1 a 7) en cuanto a su
capacidad para neutralizar la infeccion por virus RSV o MPV in vitro.

muestra los resultados de la neutralizacion del RSV y del MPV mediante anticuerpos
monoclonales HMB2430, HMB3210, mAb 234 y palivizumab.

muestra la unién con proteina F del RSV o de toxina tetanica mediante anticuerpos
monoclonales motavizumab, mAb 234, HMB2430 y HMB3210, medida mediante ELISA.
muestra la unién de anticuerpos monoclonales marcados con células Hep-2 infectadas por el
RSV en presencia de un gran exceso de los anticuerpos no marcados indicados.

muestra la unidon de anticuerpos monoclonales HMB2430, HMB3210, mAb 234 vy
motavizumab con proteina F del RSV procedente de lisados de células Hep-2 infectadas con
RSV bajo condiciones reductoras o no reductoras, medida mediante analisis Western blot.
muestra la unién de anticuerpos monoclonales HMB3210 y mAb 234 con proteina F de MPV
procedente de lisados de células LLC-MK2 infectadas con MPV bajo condiciones reductoras
0 no reductoras, medida mediante analisis Western blot.

muestra los resultados de neutralizacion de la cepa Long de RSV y la cepa clinica PZ-
MARM6 mediante anticuerpos monoclonales HMB2430, HMB3210, mAb 234 y palivizumab.
muestra los resultados del analisis de HMB3210v2 en un gel SDS-PAGE reductor después de
incubacién en presencia (+) o ausencia (-) de N-glicosidasa PNG-asa F. El recuadro negro
resalta la fraccion menor de la cadena ligera HMB3210 que esta glicosilada.

muestra los resultados de neutralizacién del MPV I-PV 03/01-6621 y del RSV A2 mediante los
anticuerpos monoclonales HMB3210v2 y HMB3210v3.

muestra los resultados de neutralizacion de una serie de cepas de MPV y RSV mediante los
anticuerpos monoclonales HMB3210v2 y HMB3210v3.

muestra los resultados de neutralizacién del MPV |-PV 03/01-6621 y del RSV A2 mediante
variantes de linea germinal de anticuerpo monoclonal HMB3210 y HMB2430.

muestra los resultados del andlisis de cromatografia de exclusion por tamafio de la proteina
recombinante F postfusion del RSV coincubada o no con HMB3210 o palivizumab.

muestra los resultados del analisis de cromatografia de exclusion por tamafio de la proteina
recombinante F prefusion del RSV coincubada o no con HMB3210 o palivizumab.

muestra la union de HMB3210v3 o palivizumab (PVZ) con las proteinas F prefusion y
postfusion del RSV, media mediante resonancia en plasmén de superficie (SPR).

muestra la neutralizacion virica y la inhibiciéon de la propagacion viral mediante anticuerpos
monoclonales humanos HMB3210v3 y D25.

muestra la eficacia profilactica de HMB3210v3 y palivizumab en la infeccion por RSV o MPV.
muestra la eficacia terapéutica de HMB3210 en ratones con deficiencia de STAT1 infectados
por RSV.

muestra la eficacia profilactica y terapéutica de HMB3210 en ratones infectados con una
dosis letal de PVM.

muestra el bloqueo de los titulos virales pulmonares en ratones tratados con HMB3210v3 el
dia 3, 4 o 5 después de infeccion letal con PVM.

muestra la eficacia profilactica y terapéutica de variantes de HMB3210v3 que portan la Fc de
tipo silvestre o la mutacion LALA en ratones infectados con una dosis letal de PVM.

muestra una alineacion que pone de relieve la alta conservacion del péptido YLSALR
reconocido por HMB3210 en secuencias de RSV, BRSV, PVM y MPV en comparacién con el
virus de la parainfluenza 5 (PIV5).

modelo de la proteina F prefusion del RSV que muestra la localizacion del péptido YLSALR y
del sitio de palivizumab (PVZ) cercano, y diagramas de barras que ponen de relieve la
reordenacion de los sitios de PVZ y HMB3210v3 en la conformacion prefusion y postfusion de
la proteina F del RSV.

muestra el alto grado de conservacion del epitopo de nucleo HMB3210 en cepas 364 RSV,
162 MPV, 8 BRSV y 5 PVM.

muestra las secuencias de las diversas variantes de cadena pesada y ligera para HMB3210.
muestra las secuencias de las diversas variantes de cadena pesada y ligera para HMB2430.

DESCRIPCION DETALLADA

La invencion se basa, en parte, en el descubrimiento y aislamiento de anticuerpos que neutralizan de forma
cruzada el RSV, el MPV y el PVM, asi como epitopos a los que se unen los anticuerpos de la invencion.
Estos anticuerpos son deseables, ya que solo se requiere un anticuerpo para neutralizar RSV, MPV y PVM.
Ademas, los anticuerpos de neutralizacion cruzada se producen en altos titulos para reducir los costes de
produccién de medicamentos que comprenden los anticuerpos para el tratamiento de infecciones por RSV y/o
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MPV. Ademas, los epitopos reconocidos por estos anticuerpos pueden formar parte de una vacuna capaz de
inducir una amplia proteccion tanto contra RSV como contra MPV.

Aunque los anticuerpos de la invenciéon neutralizan RSV, MPV y PVM, en algunas realizaciones de la
invencion, por ejemplo las relacionadas con el tratamiento de enfermedades, desarrollo de vacunas, etc., la
presente descripcion se refiere Unicamente a RSV y MPV, ya que estos virus son patdégenos humanos,
mientras que el PVM es un patégeno del ratén. Tal como se utilizan aqui, las expresiones "tanto RSV como
MPV"y "RSV, MPV y PVM" se utilizan indistintamente en funcién del contexto.

Por consiguiente, en un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo monoclonal aislado y fragmentos de
union de antigeno del mismo que neutralizan RSV, MPV y PVM, uniéndose el anticuerpo o fragmento de
unién de antigeno a una regién conservada en la parte amino terminal de la proteina F del RSV, del MPV o
del PVM que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en cualquiera de las SEQ ID N°: 64-69. En
una realizacion, el RSV es un RSV humano. En otra realizacion, el RSV es un RSV bovino. Los anticuerpos
de la invencion neutralizan tanto RSV humano (hRSV) como RSV bovino (bRSV). En otra realizacion, el MPV
es un MPV humano.

En una realizacion, el anticuerpo aislado o un fragmento de unién de antigeno del mismo neutraliza la
infeccion por RSV tanto del grupo A como del grupo B. En otra realizacion, el anticuerpo aislado o un
fragmento de union de antigeno del mismo neutraliza la infeccion por MPV tanto del grupo A como del grupo
B. En otra realizacion mas, el anticuerpo aislado o un fragmento de unién de antigeno del mismo neutraliza la
infeccion por RSV tanto del grupo A como del grupo B, asi como por MPV tanto del grupo A como del grupo
B.

Tal como se ha descrito mas arriba, el RSV, el MPV y el PVM tienen algunas similitudes en su estructura
genética. Las secuencias de aminoacidos de las proteinas G y F se clasifican en los grupos A y B tanto en el
RSV como en el MPV; el MPV se divide ademas en 4 subgrupos: A1, A2, B1y B2. El PVM no se subdivide en
grupos o subgrupos. La proteina F del RSV, del MPV o del PVM es una proteina de superficie
transmembrana que tiene un péptido de sefial escindido en el extremo N y un anclaje de membrana cerca del
extremo C. Las proteinas F del RSV y del MPV se sintetizan como precursores FO inactivos que se retinen en
homotrimeros y se activan por escision. La proteina F esta formada por tres dominios (DI a DIIl), un péptido
de fusion (FP) y tres regiones de repeticion heptad (HR-A, -B y -C). Las glicoproteinas F del RSV y del MPV
dirigen la penetracion viral mediante fusion entre la envoltura del viridon y la membrana plasmatica de la célula
huésped. En ambos casos, el extremo N de la subunidad F, que se crea mediante escision proteolitica y
contiene el péptido de fusion, se inserta directamente en la membrana diana para iniciar la fusién. Después
de la unién a la célula diana y la activacién subsiguiente, la proteina F prefusion metaestable experimenta
una serie de reordenaciones estructurales que resultan en la inserciéon del péptido de fusién en la membrana
de la célula diana, seguida por la formacion de un haz helicoidal estable que se forma cuando las membranas
virales y celulares se yuxtaponen. Estos cambios estructurales conducen a la formacién de una proteina F
postfusion estable. Posteriormente en la infeccion, la proteina F expresada sobre la superficie celular de las
células infectadas puede mediar la fusidon con células no infectadas adyacentes para formar sincitios grandes.

Los epitopos para palivizumab y motavizumab han sido mapeados en el sitio antigénico Il de la proteina F
postfusion del RSV (también denominado sitio A) formado por los residuos 255-275. El MAB 19 y el 101F se
orientan al sitio antigénico IV de la proteina F postfusion del RSV (también denominado sitio C) del RSV
formado por los residuos 422-438. El MAB19 se ensayo en pruebas clinicas, pero no se logré que demostrara
una eficacia significativa (Johnson et al., 1999, The Journal of Infectious Diseases 180: 35-40; Meissner et al.,
1999, Antimicrobial Agents and Chemotherapy 43: 1183-1188).

Para ser eficaces, los anticuerpos deberian reconocer la proteina F prefusiéon, que es la conformacion
relevante para bloquear la entrada del virus, y preferiblemente evitar el reconocimiento de la abundante
proteina F postfusiéon que puede actuar como sefiuelo, consumiendo asi el anticuerpo y reduciendo su
eficacia. Hasta ahora no se ha aislado ninguin anticuerpo que reconozca la proteina F prefusién del RSV pero
no la proteina F postfusion del RSV.

En una realizacion de la invencion, el anticuerpo aislado o un fragmento de unién de antigeno del mismo se
une especificamente a la proteina F prefusion del RSV y no a la proteina F postfusiéon del RSV. En otra
realizacion, el anticuerpo aislado o un fragmento de union de antigeno del mismo se une especificamente a la
proteina F prefusion y no a la proteina F postfusion de RSV y MPV. En otra realizacion, los anticuerpos se
unen especificamente a la proteina F prefusion pero no a la proteina F postfusion de RSV, MPV y PVM.

La invencion proporciona anticuerpos que se unen a la proteina F de RSV, MPV y PVM. A pesar del hecho de
que solo existe una identidad de secuencia de aminoacidos de aproximadamente un 33% y un 40% entre las
proteinas F del RSV y MPV o del RSV y PVM, respectivamente, los anticuerpos de la invencion reconocen un
epitopo compartido presente en las proteinas F de RSV, MPV y PVM. Este epitopo es diferente a todos los
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reconocidos por los anticuerpos conocidos hasta la fecha, tales como palivizumab, motavizumab, mAb 101F,
etc. Por ejemplo, los anticuerpos de la invencidon no se unen al sitio antigénico Il (reconocido por el
motavizumab y el palivizumab), ni al sitio antigénico IV (reconocido por el mAb 101F), ni al sitio antigénico |
(unido por el mAb 131-2A). Los epitopos reconocidos por los anticuerpos de la invencion en la proteina F del
RSV son también diferentes a los reconocidos por mAb D25, un anticuerpo especifico Unicamente para RSV.
Ademas, los epitopos reconocidos por los anticuerpos de la invencion en la proteina F del MPV son
diferentes a los reconocidos por el mAb 234 (que reconoce un epitopo en la proteina F del MPV que
corresponde al sitio antigénico Il en la proteina F del RSV). En general, los anticuerpos de la invencion
reconocen un epitopo conformacional. En una realizacién, el epitopo conformacional esta presente
Unicamente bajo condiciones no reductoras. En otra realizacion, el epitopo conformacional depende de la
presencia de enlaces disulfuro entre residuos aminoacidos en la proteina F.

Tal como se muestra aqui, los anticuerpos o fragmentos de uniéon de antigeno de la invenciéon se unen
especificamente a diversas cepas diferentes tanto de RSV como de MPV y neutralizan tanto RSV como MPV.
Ademas, los anticuerpos o fragmentos de unién de antigeno de la invencion se unen especificamente al RSV
tanto del grupo A como del grupo B, asi como al MPV tanto del grupo A como del grupo B, incluyendo todos
los subgrupos del MPV correspondientes (es decir, A1, A2, B1 y B2), y los neutralizan de forma cruzada.

El anticuerpo y el fragmento de unién de antigeno de la invencién tienen una alta potencia de neutralizacion.
La concentracion del anticuerpo de la invencion requerida para un 50% de neutralizacion de RSV, MPV y
PVM es, por ejemplo, de aproximadamente 500 ng/ml o inferior. En una realizacién, la concentracion del
anticuerpo de la invenciéon requerida para un 50% de neutralizacion de RSV, MPV y PVM es de
aproximadamente 500, 450, 400, 350, 300, 250, 200, 175, 150, 125, 100, 90, 80, 70, 60 o aproximadamente
50 ng/ml o inferior. Esto significa que, para lograr un 50% de neutralizacion de RSV, MPV y PVM, solo se
requieren bajas concentraciones de anticuerpo. La especificidad y la potencia se pueden medir utilizando
ensayos estandar conocidos por los expertos en la técnica.

Los anticuerpos de la invencidon son anticuerpos monoclonales y pueden ser anticuerpos humanos,
recombinantes o purificados. La invencion también proporciona fragmentos de los anticuerpos de la invencion
que conservan la actividad de unién de antigeno de los anticuerpos. Estos fragmentos incluyen, de forma no
exclusiva, anticuerpos de cadena simple, Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv o scFv. Aunque la especificacion, incluyendo
las reivindicaciones, se puede referir en algunos lugares explicitamente a fragmento(s) de unién de antigeno,
fragmento(s) de anticuerpo, variante(s) y/o derivado(s) de anticuerpos, se entiende que la expresion
"anticuerpo" o "anticuerpo de la invencion" incluye todas las categorias de anticuerpos, en concreto
fragmento(s) de unién de antigeno, fragmento(s) de anticuerpo, variante(s) y/o derivado(s) de anticuerpos.

Se han determinado las secuencias de las cadenas pesadas y cadenas ligeras de diversos anticuerpos de la
invencién, que comprenden cada una tres CDR en la cadena pesada y tres CDR en la cadena ligera. La
posicion de los aminoacidos de CDR se define de acuerdo con el sistema de numeracién IMGT. Las
secuencias de las CDR, cadenas pesadas, cadenas ligeras, asi como las secuencias de las moléculas de
acido nucleico que codifican las CDR, cadenas pesadas, cadenas ligeras de los anticuerpos de la invencion
se dan a conocer en el listado de secuencias. Las CDR de las cadenas pesadas de anticuerpo se denominan
CDRH1 (0o HCDR1), CDRH2 (0 HCDR2) y CDRH3 (0o HCDR3), respectivamente. Similarmente, las CDR de
las cadenas ligeras de anticuerpo se denominan CDRL1 (o LCDR1), CDRL2 (o LCDR2) y CDRL3 (o LCDR3),
respectivamente. La Tabla 1 proporciona los nimeros SEQ ID de las secuencias de aminoacidos de las seis
CDR de las cadenas pesadas y ligeras, respectivamente, de los ejemplos de anticuerpos de la invencion.

Tabla 1. Numeros SEQ ID de polipéptidos CDR de anticuerpos que neutralizan RSV, MPV y PVM
SEQ ID N° para polipéptidos CDR
CDRH1 CDRH2 CDRH3 CDRL1 CDRL2 CDRL3
3210 variante 1 1 2 3 4 5 6
3210 variante 2 1 2 3 4 5 6
3210 variante 3 1 2 3 4 5 35
3210 variante 4 1 39 40 4 41 42
3210 variante 5 1 39 40 4 5 6
3210 variante 6 1 2 3 4 41 42
2430 variante 1 19 20 21 4 22 23
2430 variante 2 19 20 21 4 22 23
2430 variante 3 1 39 53 4 41 54
2430 variante 4 1 39 53 4 22 23
2430 variante 5 19 20 21 4 41 54

En una realizacién, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion comprende al menos un CDR
con una secuencia que tiene una identidad de secuencia de al menos un 95% con una cualquiera de las SEQ
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ID N°: 1-6, 19-23, 35, 39-42, 0 53-54. Las CDR de las variantes del anticuerpo 3210 y el anticuerpo 2430 se
proporcionan en las Figuras 24 y 25, respectivamente (las CDR estan destacadas en negrita).

En ofra realizacion, la invencion proporciona un anticuerpo o fragmento de unién de antigeno que comprende
una cadena pesada que incluye una o mas (es decir, una, dos o las tres) CDR de cadena pesada de 3210
variante 1, 3210 variante 2, 3210 variante 3, 3210 variante 4, 3210 variante 5, 3210 variante 6, 2430 variante
1, 2430 variante 2, 2430 variante 3, 2430 variante 4 o 2430 variante 5.

En otra realizacién mas, el anticuerpo o fragmento de unién de antigeno de la invencion comprende una
CDR1 de cadena pesada con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 1 o SEQ ID N°: 19; una CDR2 de
cadena pesada con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 2, SEQ ID N° 20 o SEQ ID N°: 39; y una
CDR3 de cadena pesada con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 3, SEQ ID N°: 21, SEQ ID N°: 40 o
SEQ ID N° 53. En determinadas realizaciones, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo tal como se
proporciona aqui comprende una cadena pesada que incluye la secuencia de aminoacidos de (i) SEQ ID N°:
1 para CDRH1, SEQ ID N°: 2 para CDRH2 y SEQ ID N°: 3 para CDRH3, (ii) SEQ ID N°: 1 para CDRH1, SEQ
ID N°: 39 para CDRH2 y SEQ ID N°: 40 para CDRHS3, (iii)) SEQ ID N°: 19 para CDRH1, SEQ ID N°; 20 para
CDRH2 y SEQ ID N°: 21 para CDRH3, o (iv) SEQ ID N°: 1 para CDRH1, SEQ ID N°: 39 para CDRH2 y SEQ
ID N°: 53 para CDRH3.

También se proporciona un anticuerpo o fragmento de uniéon de antigeno que comprende una cadena ligera
que incluye una o mas (es decir, una, dos o las tres) CDR de cadena ligera de 3210 variante 1, 3210 variante
2, 3210 variante 3, 3210 variante 4, 3210 variante 5, 3210 variante 6, 2430 variante 1, 2430 variante 2, 2430
variante 3, 2430 variante 4 o 2430 variante 5. En una realizacion, el anticuerpo o fragmento de unién de
antigeno de la invencién comprende una CDR1 de cadena ligera con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
N°: 4; una CDR2 de cadena ligera con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 5, SEQ ID N°: 22 o SEQ
ID N°: 41; y una CDR3 de cadena ligera con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 6, SEQ ID N°: 23,
SEQ ID N°: 35, SEQ ID N°: 42 0 SEQ ID N°: 54. En determinadas realizaciones, un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo tal como se proporciona aqui comprende una cadena ligera que incluye la secuencia de
aminoacidos de (i) SEQ ID N°: 4 para CDRL1, SEQ ID N°: 5 para CDRL2 y SEQ ID N°: 6 para CDRL3; (ii)
SEQ ID N°: 4 para CDRL1, SEQ ID N°: 5 para CDRL2 y SEQ ID N°: 35 para CDRL3; (iii) SEQ ID N°: 4 para
CDRL1, SEQ ID N°: 41 para CDRL2 y SEQ ID N°: 42 para CDRL3; (iv) SEQ ID N°: 4 para CDRL1, SEQ ID
N°; 22 para CDRL2 y SEQ ID N°: 23 para CDRL3; o (v) SEQ ID N°: 4 para CDRL1, SEQ ID N°: 41 para
CDRL2 y SEQ ID N°: 54 para CDRL3.

En una realizaciéon, un anticuerpo de la invenciéon, o un fragmento de unién de antigeno del mismo,
comprende todas las CDR de anticuerpo 3210 variante 1 enumeradas en la Tabla 1 y neutraliza la infeccion
por RSV, MPV y PVM. En otra realizacion, un anticuerpo de la invencién, o un fragmento de unién de
antigeno del mismo, comprende todas las CDR de anticuerpo 3210 variante 2 enumeradas en la Tabla 1y
neutraliza la infeccion por RSV, MPV y PVM. En oftra realizacion, un anticuerpo de la invencion, o un
fragmento de union de antigeno del mismo, comprende todas las CDR de anticuerpo 3210 variante 3
enumeradas en la Tabla 1 y neutraliza la infeccion por RSV, MPV y PVM. En otra realizacion, un anticuerpo
de la invencién, o un fragmento de unién de antigeno del mismo, comprende todas las CDR de anticuerpo
3210 variante 4 enumeradas en la Tabla 1 y neutraliza la infecciéon por RSV, MPV y PVM. En otra realizacion,
un anticuerpo de la invencién, o un fragmento de union de antigeno del mismo, comprende todas las CDR de
anticuerpo 3210 variante 5 enumeradas en la Tabla 1 y neutraliza la infeccién por RSV, MPV y PVM. En otra
realizacioén, un anticuerpo de la invencién, o un fragmento de unién de antigeno del mismo, comprende todas
las CDR de anticuerpo 3210 variante 6 enumeradas en la Tabla 1 y neutraliza la infeccion por RSV, MPV y
PVM.

En otra realizacién mas, un anticuerpo de la invencién, o un fragmento de unién de antigeno del mismo,
comprende todas las CDR de anticuerpo 2430 variante 1 enumeradas en la Tabla 1 y neutraliza la infeccion
por RSV, MPV y PVM. En otra realizacion, un anticuerpo de la invencion, o un fragmento de union de
antigeno del mismo, comprende todas las CDR de anticuerpo 2430 variante 2 enumeradas en la Tabla 1y
neutraliza la infeccion por RSV, MPV y PVM. En otra realizacién, un anticuerpo de la invencién, o un
fragmento de unién de antigeno del mismo, comprende todas las CDR de anticuerpo 2430 variante 3
enumeradas en la Tabla 1 y neutraliza la infeccién por RSV, MPV y PVM. En otra realizacién, un anticuerpo
de la invencion, o un fragmento de union de antigeno del mismo, comprende todas las CDR de anticuerpo
2430 variante 4 enumeradas en la Tabla 1 y neutraliza la infeccion por RSV, MPV y PVM. En otra realizacion,
un anticuerpo de la invencion, o un fragmento de unioén de antigeno del mismo, comprende todas las CDR de
anticuerpo 2430 variante 5 enumeradas en la Tabla 1 y neutraliza la infeccién por RSV, MPV y PVM.

En la Tabla 2 estan enumerados los numeros SEQ ID de las secuencias de aminoacidos de la region variable
de cadena pesada (VH) y la region variable de cadena ligera (VL) de ejemplos de anticuerpos de la invencion,
asi como los numeros SEQ ID de las secuencias de acidos nucleicos que los codifican.
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Tabla 2 Numeros SEQ ID de residuos de aminoacidos y acidos nucleicos V4 y Vi para anticuerpos que
neutralizan RSV, MPV y PVM.

SEQ ID N° de residuos de aminoacidos y acidos nucleicos
VH Yy V|_
Vy cadena |V, cadena| V4 aminoacido | V. aminoacido | Vjy acido V. acido
nucleico nucleico
3210 variante 1 VH.1 VL 13 14 15 16
3210 variante 2 VH.2 VL 17 14 18 16
3210 variante 3 VH.2 VL.3 17 37 18 38
3210 variante 4 VH.3 VL.4 49 50 51 52
3210 variante 5 VH.3 VL 49 14 51 16
3210 variante 6 VH.2 VL.4 17 50 18 52
2430 variante 1 VH.1 VL 29 30 31 32
2430 variante 2 VH.2 VL 33 30 34 32
2430 variante 3 VH.3 VL.2 59 60 61 62
2430 variante 4 VH.3 VL 59 30 61 32
2430 variante 5 VH.2 VL.2 33 60 34 62

En una realizacion, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion comprende una region variable
de cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos que es aproximadamente un 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a la secuencia mostrada en cualquiera de las SEQ ID N°:
13, 17, 29, 33, 49 o 59. En ofra realizacién, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion
comprende una regién variable de cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que es
aproximadamente un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a la secuencia
mostrada en las SEQ ID N°: 14, 30, 37, 50 o 60. En otra realizacion mas, un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de la invencidon comprende una region variable de cadena pesada o una region variable de cadena
ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que es aproximadamente un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a las secuencias mostradas en las Figuras 24 y 25.

En otra realizaciéon de la invencion, la invencion comprende un anticuerpo, o un fragmento de union de
antigeno del mismo, que neutraliza la infeccion por RSV, MPV y PVM y comprende una region variable de
cadena pesada que incluye la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 13 y una regién variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 14; o una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 13 y una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 37; o una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 13 y una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 50; o una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 17 y una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 14; o una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 17 y una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 37; o una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 49 y una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 50; o una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 49 y una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 14; o una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 49 y una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 37; o una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 17 y una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 50.

En otra realizacién mas de la invencion, la invencion comprende un anticuerpo, o un fragmento de unién de
antigeno del mismo, que neutraliza la infeccion por RSV, MPV y PVM y comprende una region variable de
cadena pesada que incluye la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 29 y una regién variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 30; o una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 29 y una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 60; o una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 33 y una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 30; o una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 59 y una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 60; o una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 59 y una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 30; o una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 33 y una region variable de cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 60.
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Ejemplos de anticuerpos de la invencion incluyen, de forma no exclusiva, HMB3210 variante 1, HMB3210
variante 2, HMB3210 variante 3, HMB3210 variante 4, HMB3210 variante 5, HMB3210 variante 6, HMB2430
variante 1, HMB2430 variante 2, HMB2430 variante 3, HMB2430 variante 4 o HMB2430 variante 5.

Como se puede ver en las Tablas 1 y 2, las CDR, las cadenas pesadas y las cadenas ligeras de los
anticuerpos dados a conocer se pueden intercambiar para obtener nuevos anticuerpos que conservan sus
capacidades de unién y neutralizacién. Por tanto, los anticuerpos de la invencién incluyen anticuerpos y
fragmentos de unién de antigeno que comprenden cualquier combinacion de las CDR mostradas en la Tabla
1 o de las cadenas pesadas y ligeras mostradas en la Tabla 2.

Los anticuerpos de la invencion también incluyen moléculas de anticuerpos hibridos que comprenden una o
mas CDR de un anticuerpo de la invencion y una o mas CDR de otro anticuerpo para el mismo epitopo. En
una realizacién, dichos anticuerpos hibridos comprenden tres CDR de un anticuerpo de la invencioén y tres
CDR de otro anticuerpo para el mismo epitopo. Ejemplos de anticuerpos hibridos comprenden (i) las tres
CDR de cadena ligera de un anticuerpo de la invencion y las tres CDR de cadena pesada de otro anticuerpo
para el mismo epitopo, o (ii) las tres CDR de cadena pesada de un anticuerpo de la invencioén y las tres CDR
de cadena ligera de otro anticuerpo para el mismo epitopo.

El alcance de la invenciéon también incluye variantes de anticuerpos. Por tanto, dentro del alcance de la
descripcién también estan incluidas variantes de las secuencias mostradas en la solicitud. Dichas variantes
incluyen variantes naturales generadas por mutacion somatica in vivo durante la respuesta inmune o in vitro
después del cultivo de clones de células B inmortalizados. Alternativamente, las variantes pueden surgir a
causa de la degeneracion del cédigo genético o se pueden producir debido a errores de transcripcién o
traduccion.

Otras variantes de las secuencias de anticuerpos que tienen mejor afinidad y/o potencia se pueden obtener
utilizando métodos conocidos en la técnica y estan incluidas dentro del alcance de la descripcion. Por
ejemplo, se pueden utilizar sustituciones de aminoacidos para obtener anticuerpos con una afinidad mejorada
adicionalmente. Alternativamente se puede utilizar una optimizacion de codones de la secuencia de
nucledtidos para mejorar la eficiencia de traducciéon en sistemas de expresién para la produccion del
anticuerpo. Ademas, el alcance de la invencién también incluye polinucleétidos que comprenden una
secuencia optimizada para especificidad de anticuerpos o actividad neutralizadora mediante la aplicacion de
un método de evolucion dirigida a cualquiera de las secuencias de acidos nucleicos de la invencion.

En una realizacion, las variantes de secuencias de anticuerpos pueden compartir un 70% o mas (es decir, un
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o mas) de identidad de secuencia de aminoacidos con las
secuencias mostradas en la solicitud. En algunas realizaciones, dicha identidad de secuencia se calcula con
respecto a la longitud total de la secuencia de referencia (es decir, la secuencia mostrada en la solicitud). En
otras realizaciones, el porcentaje de identidad, tal como se menciona aqui, es tal como se determina
utilizando BLAST version 2.1.3 utilizando los parametros por defecto especificados por el NCBI (el National
Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nim.nih.gov/) [Blosum 62 matrix; gap open penalty=11
and gap extension penalty=1].

En otro aspecto, la invencién también incluye secuencias de acidos nucleicos que codifican los anticuerpos
de la presente invencion o un fragmento de unidon de antigeno de los mismos. Aqui se proporcionan
secuencias de acidos nucleicos que codifican parte de las cadenas ligeras y pesadas y CDR, o todas ellas,
de ejemplos de anticuerpos de la invencién. La Tabla 2 muestra los numeros de SEQ ID de las secuencias de
acidos nucleicos que codifican las regiones variables de cadena pesada y cadena ligera de algunos ejemplos
de anticuerpos de la invencion. La Tabla 3 muestra los nimeros de SEQ ID de las secuencias de acidos
nucleicos que codifican las CDR de los ejemplos de anticuerpos de la invencién. Debido a la redundancia del
codigo genético, existiran variantes de estas secuencias de acidos nucleicos que codifiquen las mismas
secuencias de aminoécidos.

Tabla 3 Numeros SEQ ID de polinucledtidos CDR de anticuerpos que neutralizan RSV, MPV y PVM.

SEQ ID N° de polinucleétidos CDR
CDRH1 CDRH2 CDRH3 CDRL1 CDRL2 CDRL3
3210 variante 1 7 8 9 10 11 12
3210 variante 2 7 8 9 10 11 12
3210 variante 3 7 8 9 10 11 36
3210 variante 4 43 44 45 46 47 48
3210 variante 5 43 44 45 10 11 12
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SEQ ID N° de polinucleétidos CDR
CDRH1 CDRH2 CDRH3 CDRL1 CDRL2 CDRL3
3210 variante 6 7 8 9 46 47 48
2430 variante 1 24 25 26 10 27 28
2430 variante 2 24 25 26 10 27 28
2430 variante 3 55 44 56 57 47 58
2430 variante 4 55 44 56 10 27 28
2430 variante 5 24 25 26 57 47 58

En una realizaciéon de la presente descripcion que comprende la invencién, las secuencias de acidos
nucleicos incluyen secuencias de acidos nucleicos que tienen al menos un 70%, al menos un 75%, al menos
un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98% o al menos un 99% de
identidad con el acido nucleico que codifica una cadena pesada o ligera de un anticuerpo de la invencién. En
otra realizacién de la presente descripcion que comprende la invencion, una secuencia de acidos nucleicos
tiene la secuencia de un acido nucleico que codifica una CDR de cadena pesada o ligera de un anticuerpo de
la invencion. Por ejemplo, una secuencia de acidos nucleicos comprende una secuencia que es al menos un
75%, al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98% o al menos
un 99% idéntica a las secuencias de acidos nucleicos de las SEQ ID N°: 7-12, 15, 16, 18, 24-28, 31-32, 34,
36, 38, 43-48, 51-52, 55-58 0 61-62.

En otra realizacion mas de la presente descripcion que comprende la invencion, las secuencias de acidos
nucleicos incluyen secuencias de acidos nucleicos que tienen al menos un 70%, al menos un 75%, al menos
un 80%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98% o al menos un 99% de
identidad con el acido nucleico que codifica una cadena pesada o ligera de un anticuerpo de la invencion tal
como se muestra en las Figuras 24 y 25.

El alcance de la invencion también incluye vectores, por ejemplo vectores de expresion, que comprenden una
secuencia de acidos nucleicos de acuerdo con la invencién. Las células transformadas con dichos vectores
también estan incluidas dentro del alcance de la invencién. Ejemplos de estas células incluyen, de forma no
exclusiva, células eucariotas, por ejemplo células de levadura, células animales o células vegetales. En una
realizacioén, las células son células de mamifero, por ejemplo humanas, CHO, HEK293T, PER.C6, NSO, de
mieloma o de hibridoma.

Los anticuerpos monoclonales y recombinantes son particularmente utiles en la identificacion y purificacion de
los polipéptidos individuales u otros antigenos contra los que son dirigidos. Los anticuerpos de la invencion
tienen la utilidad adicional de que pueden ser empleados como reactivos en inmunoensayos,
radioinmunoensayos (RIA) o ensayos de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA). En estas aplicaciones, los
anticuerpos se pueden marcar con un reactivo detectable analiticamente, tal como un radiois6topo, una
molécula fluorescente o una enzima. Los anticuerpos también pueden emplearse para la identificacion y
caracterizacion molecular (mapeo de epitopos) de antigenos.

Los anticuerpos de la invencion se pueden acoplar con un farmaco para su administracién en un sitio de
tratamiento o con un marcador detectable para facilitar la formacion de imagenes de un sitio que comprende
células de interés, tales como células infectadas por RSV o MPV, o tanto por RSV como por MPV. En la
técnica se conocen bien los métodos para acoplar anticuerpos con farmacos y marcadores detectables, al
igual que métodos para la formacion de imagenes utilizando marcadores detectables. Los anticuerpos
marcados se pueden utilizar en una gran variedad de ensayos, empleado una gran variedad de marcadores.
La deteccion de la formacion de un complejo anticuerpo-antigeno entre un anticuerpo de la invencién y un
epitopo de interés (un epitopo o RSV o MPV o ambos) se puede facilitar uniendo al anticuerpo una sustancia
detectable. Los medios de deteccion adecuados incluyen el uso de marcadores tales como radionuclidos,
enzimas, coenzimas, sustancias fluorescentes, sustancias quimioluminiscentes, cromogenos, sustratos o
cofactores enzimaticos, inhibidores enzimaticos, complejos de grupos prostéticos, radicales libres, particulas,
colorantes y similares. Ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano, fosfatasa alcalina, f3-
galactosidasa o acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupos prostéticos adecuados incluyen
estreptavidina/biotina y avidina/biotina; ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen
umbelliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro
de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de material luminiscente es luminol; ejemplos de materiales
bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y aequorina; y ejemplos de materiales radiactivos adecuados
incluyen 1251, 1311, 35S o 3H. Estos reactivos marcados pueden ser utilizados en una variedad de ensayos
bien conocidos, tales como radioinmunoensayos, inmunoensayos enzimaticos, por ejemplo ELISA,
inmunoensayos fluorescentes y similares. (Véanse los documentos US 3.766.162; US 3.791.932; US
3.817.837; y US 4.233.402, por ejemplo.)

Un anticuerpo de acuerdo con la invenciéon se puede conjugar con una fraccién terapéutica tal como una
citoxina, un agente terapéutico o un ion metdlico radioactivo o radiois6topo. Ejemplos de radioisétopos
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incluyen, de forma no exclusiva, 1-131, 1-123, 1-125, Y-90, Re-188, Re-186, At-211, Cu-67, Bi-212, Bi-213, Pd-
109, Tc-99, In-111 y similares. Dichos conjugados de anticuerpo pueden emplearse para modificar una
respuesta bioldgica dada; la fraccion de farmaco no debe ser interpretada como limitada a agentes
terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo, la fracciéon de farmaco puede ser una proteina o polipéptido que
posea una actividad biolégica deseada. Dichas proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina tal como
abrina, ricino A, exotoxina de pseudomonas o toxina de difteria.

Las técnicas para conjugar dicha fraccion terapéutica con anticuerpos son bien conocidas. Véase, por
ejemplo, Arnon et al. (1985) "Monoclonal Antibodies for Immunotargeting of Drugs in Cancer Therapy," en
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, ed. Reisfeld et al. (Alan R. Liss, Inc.), pp. 243-256; ed. Hellstrom
et al. (1987) "Antibodies for Drug Delivery," en Controlled Drug Delivery, ed. Robinson et al. (22 ed; Marcel
Dekker, Inc.), pp. 623-653; Thorpe (1985) "Antibody Carriers of Cytotoxic Agents in Cancer Therapy: A
Review," en Monoclonal Antibodies '84: Biological and Clinical Applications, ed. Pinchera et al. pp. 475-506
(Editrice Kurtis, Milano, Italy, 1985); "Analysis, Results, and Future Prospective of the Therapeutic Use of
Radiolabeled Antibody in Cancer Therapy," en Monoclonal Antibodies for Cancer Detection and Therapy, ed.
Baldwin et al. (Academic Press, New York, 1985), pp. 303-316; y Thorpe et al. (1982) Immunol. Rev. 62:119-
158.

Alternativamente, un anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo del mismo, puede conjugarse con un segundo
anticuerpo, o fragmento de anticuerpo del mismo, para formar un heteroconjugado de anticuerpos tal como se
describe en el documento US 4.676.980. Ademas se pueden utilizar enlazadores entre los marcadores y los
anticuerpos de la invencion (por ejemplo US 4.831.175). Los anticuerpos o fragmentos de unién de antigeno
de los mismos se pueden marcar directamente con yodo radiactivo, indio, itrio u otra particula radiactiva
conocida en la técnica (por ejemplo US 5.595.721). El tratamiento puede consistir en una combinacién de
tratamiento con anticuerpos conjugados y no conjugados administrados de forma simultanea o secuencial
(por ejemplo WO00/52031; WO00/52473).

También es posible unir los anticuerpos de la invencion a un soporte solido. Adicionalmente, los anticuerpos
de la invencion, o fragmentos de anticuerpos funcionales de los mismos, se pueden modificar quimicamente
mediante conjugacion covalente con un polimero, por ejemplo para aumentar su vida media en circulacion.
En los documentos US 4.766.106, US 4.179.337, US 4.495.285 y US 4.609.546 se indican ejemplos de
polimeros y métodos de unién a péptidos. En algunas realizaciones, los polimeros se pueden seleccionar
entre polioles polioxietilados y polietilenglicol (PEG) ElI PEG es soluble en agua a temperatura ambiente y
tiene la formula general: R(O-CH2-CH3),O-R, donde R puede ser hidrégeno o un grupo protector tal como un
grupo alquilo o alcanol. En una realizacién, el grupo protector puede tener entre 1 y 8 carbonos. En otra
realizacion, el grupo protector es metilo. El simbolo n es un nimero entero positivo. En una realizacién, n
tiene un valor entre 1 y 1.000. En otra realizacion, n tiene un valor entre 2 y 500. En una realizacion, el PEG
tiene un peso molecular medio entre 1.000 y 40.000. En otra realizacion, el PEG tiene un peso molecular
medio entre 2.000 y 20.000. En otra realizacion mas, el PEG tiene un peso molecular medio entre 3.000 y
12.000. En una realizacion, el PEG tiene al menos un grupo hidroxilo. En otra realizacion, el PEG tiene un
grupo hidroxilo terminal. En otra realizacidon mas, se trata de un grupo hidroxilo terminal que se activa para
reaccionar con un grupo amino libre en el inhibidor. No obstante, se entendera que el tipo y la cantidad de
grupos reactivos puede variar para obtener un PEG/anticuerpo conjugado covalente de la presente invencion.

En la presente invencion también son Utiles polioles polioxietilados solubles en agua. Estos incluyen sorbitol
polioxietilado, glucosa polioxietilada, glicerol polioxietilado (POG) y similares. En una realizacion se utiliza
POG. Sin establecer una vinculacion con ninguna teoria en concreto, dado que la cadena principal glicerol del
glicerol polioxietilado es la misma cadena principal que esta presente naturalmente por ejemplo en mono-, di-
y triglicéridos animales y humanos, esta ramificacion no tendria que ser considerada necesariamente como
un agente extrafio en el cuerpo. En algunas realizaciones, el POG tiene un peso molecular en el mismo
intervalo que el PEG. Otro sistema de administracion de farmacos que puede emplearse para aumentar la
vida media en circulacion es el liposoma. Los expertos en la técnica conocen métodos para preparar sistemas
de administracion por liposoma. En la técnica se conocen otros sistemas de administracién de farmacos, que
se describen, por ejemplo, las referencias de en Poznansky et al. (1980) y Poznansky (1984).

Los anticuerpos de la invencion se pueden preparar en forma purificada. Normalmente, el anticuerpo estara
presente en una composicién que esta esencialmente libre de otros polipéptidos, por ejemplo donde menos
de un 90% (en peso), habitualmente menos de un 60% y de forma mas habitual menos de un 50% de la
composicion esta formada por otros polipéptidos.

Los anticuerpos de la invencidon pueden ser inmunégenos en huéspedes no humanos (o heterélogos), por
ejemplo en ratones. En particular, los anticuerpos pueden tener un ideotipo que sea inmundgeno en
huéspedes no humanos, pero que no lo sea en huéspedes humanos. Los anticuerpos de la invencion para
uso humano incluyen aquellos que no se pueden aislar facilmente de huéspedes tales como ratones, cabras,
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conejos, ratas, mamiferos no primates, etc., y que generalmente no se pueden obtener mediante
humanizacion de xeno-ratones.

Los anticuerpos de la invencion pueden ser de cualquier isotipo (por ejemplo IgA, 1gG, IgM, es decir, una
cadena pesada a, y 0 u), pero generalmente sera IgG. Dentro del isotipo 1gG, los anticuerpos pueden ser de
la subclase 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4. Los anticuerpos de la invencion pueden tener una cadena ligera k o una
cadena ligera A.

Producciéon de anticuerpos

Los anticuerpos de la invencién se pueden preparar mediante cualquier método conocido en la técnica. Por
ejemplo, la metodologia general para producir anticuerpos monoclonales utilizando tecnologia de hibridoma
es bien conocida (Kohler, G. y Milstein, C,. 1975; Kozbar et al. 1983). En una realizacion se utiliza el método
alternativo de inmortalizacion por EBV descrito en el documento W02004/076677.

Utilizando el método descrito en el documento WO 2004/076677, las células B que producen el anticuerpo de
la invenciéon se pueden transformar con EBV y un activador de células B policlonal. Durante la etapa de
transformacion se pueden afiadir opcionalmente estimulantes adicionales de crecimiento y diferenciaciéon
celular para aumentar todavia mas la eficiencia. Estos estimulantes pueden ser citoquinas tales como IL-2 e
IL-5. En un aspecto, durante la etapa de inmortalizacion se afiade IL-2 para mejorar adicionalmente la
eficiencia de la inmortalizacion, pero su uso no es esencial. Las células B inmortalizadas producidas
utilizando estos métodos se pueden cultivar después utilizando métodos conocidos en la técnica y
anticuerpos aislados de las mismas.

Utilizando el método descrito en el documento WO 2010/0467752 se pueden cultivar células plasmaticas en
cantidades limitadas, o como células plasmaticas individuales en placas de cultivo en micropocillos. Luego se
pueden aislar anticuerpos de los cultivos de células plasmaticas. Ademas, a partir de los cultivos de células
plasmaticas se puede extraer ARN y se puede realizar PCR utilizando métodos conocidos en la técnica. Las
regiones VH y VL de los anticuerpos se pueden amplificar mediante RT-PCR, secuenciar y clonar en un
vector de expresion, que después se transfecta en células HEK293T u otras células huésped. La clonacion de
acido nucleico en vectores de expresion, la transfeccion de células huésped, el cultivo de las células huésped
transfectadas y el aislamiento del anticuerpo producido se pueden realizar utilizando cualquier método
conocido por los expertos.

Los anticuerpos se pueden purificar adicionalmente, si asi se desea, utilizando filtracién, centrifugacion y
diversos métodos cromatograficos, como HPLC o cromatografia de afinidad. En este campo se conocen
técnicas para la purificacion de anticuerpos, por ejemplo anticuerpos monoclonales, incluyendo técnicas para
producir anticuerpos de calidad farmacéutica.

Se pueden obtener fragmentos de los anticuerpos de la invencién a partir de los anticuerpos mediante
métodos que incluyen digestion con enzimas como pepsina o papaina y/o mediante escisién de enlaces
disulfuro por reducciéon quimica. Alternativamente, se pueden obtener fragmentos de anticuerpos mediante
clonacion y expresion de parte de las secuencias de las cadenas pesadas o ligeras. Los "fragmentos" de
anticuerpos incluyen fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2 y Fv. La invencién también abarca fragmentos Fv de
cadena simple (scFv) derivados de las cadenas pesadas y ligeras de un anticuerpo de la invencién. Por
ejemplo, la invencion incluye un scFv que comprende las CDR de un anticuerpo de la invencion. También
estan incluidos monémeros y dimeros de cadena pesada o ligera, anticuerpos de cadena pesada de dominio
simple, anticuerpos de cadena ligera de dominio simple, asi como anticuerpos de cadena simple, por ejemplo
Fv de cadena simple en el que los dominios variables de cadena pesada y ligera estan unidos por un
enlazador peptidico.

Los fragmentos de anticuerpos de la invencion pueden impartir interacciones monovalentes o multivalentes y
pueden estar contenidos en una variedad de estructuras tal como se describe mas arriba. Por ejemplo, se
pueden sintetizar moléculas de scFv para crear un "triacuerpo” trivalente o un "tetracuerpo” tetravalente. Las
moléculas de scFv pueden incluir un dominio de la regiéon Fc que resulta en minicuerpos bivalentes. Ademas,
las secuencias de la invencién pueden ser un componente de moléculas multiespecificas en las que las
secuencias de la invencion estan dirigidas a los epitopos de la invencién y otras regiones de la molécula se
unen a otras dianas. Ejemplos de moléculas incluyen, de forma no exclusiva, Fab2 biespecifico, Fab3
triespecifico, scFv biespecifico, y diacuerpos (Holliger y Hudson, 2005, Nature Biotechnology 9: 1126-1136).

Para preparar secuencias de ADN que codifican los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de la presente
invenciéon se pueden utilizar técnicas estandar de biologia molecular. Las secuencias de ADN deseadas se
pueden sintetizar por completo o parcialmente utilizando técnicas de sintesis de oligonucleétidos. Es posible
utilizar técnicas de mutagénesis dirigida y de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), segun proceda.
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Para la expresion de las secuencias de ADN que codifican las moléculas de anticuerpo de la presente
invencion o fragmentos de las mismas se puede utilizar cualquier sistema célula huésped/vector adecuado.
Es posible utilizar, en parte, sistemas bacterianos, por ejemplo E. coli y otros sistemas microbianos para la
expresion de fragmentos de anticuerpos, tales como fragmentos Fab y F(ab')2, y en especial fragmentos Fv,
y fragmentos de anticuerpos de cadena simple, por ejemplo Fvs de cadena simple. Para la producciéon de
moléculas de anticuerpo mas grandes, incluyendo moléculas de anticuerpo completas, se pueden utilizar
sistemas de expresion de células huésped eucariotas, por ejemplo de mamifero. Células huésped de
mamifero adecuadas incluyen, de forma no exclusiva, células CHO, HEK293T, PER.C6, NSO, de mieloma o
de hibridoma.

La presente solicitud también describe un proceso para la produccidon de una molécula de anticuerpo de
acuerdo con la presente invencion, que comprende cultivar una célula huésped que incluye un vector que
codifica un acido nucleico de la presente invencion bajo condiciones adecuadas para la expresion de proteina
de ADN que codifica la molécula de anticuerpo de la presente invencién, y aislar la molécula de anticuerpo.

La molécula de anticuerpo puede comprender un Unico polipéptido de cadena pesada o ligera, en cuyo caso
solo es necesario utilizar una secuencia codificadora de polipéptido de cadena pesada o de cadena ligera
para transfectar las células huésped. Para obtener productos que comprenden tanto cadenas pesadas como
cadenas ligeras, la linea celular se puede transfectar con dos vectores, un primer vector que codifica un
polipéptido de cadena ligera y un segundo vector que codifica un polipéptido de cadena pesada.
Alternativamente se puede utilizar un solo vector, incluyendo el vector secuencias que codifican polipéptidos
de cadena ligera y de cadena pesada.

Alternativamente, se pueden producir anticuerpos de acuerdo con la invencion (i) expresando una secuencia
de acidos nucleicos de acuerdo con la invencion en una célula huésped y (ii) aislando el producto de
anticuerpo expresado. Adicionalmente, el método puede incluir (iii) la purificaciéon del anticuerpo aislado.

Las células B transformadas y las células plasmaticas cultivadas pueden ser sometidas a cribado para
seleccionar aquellas que producen anticuerpos con la especificidad o funcién deseada.

La etapa de cirbado se puede llevar a cabo mediante cualquier inmunoensayo, por ejemplo ELISA, mediante
tincion de tejidos o células (incluyendo células transfectadas), mediante ensayo de neutralizacion o mediante
diversos métodos conocidos en la técnica para identificar una especificidad o funcién deseada. El ensayo se
puede elegir en base a un reconocimiento simple de uno o mas antigenos, o ademas en base a una funcién
deseada, por ejemplo seleccionar anticuerpos neutralizadores mas que solo anticuerpos de union a antigeno,
seleccionar anticuerpos que pueden cambiar caracteristicas de células diana, tales como sus cascadas de
sefializacion, su forma, su tasa de crecimiento, su capacidad de influir en otras células, su respuesta a la
influencia de otras células o de otros reactivos o de un cambio de las condiciones, su estado de
diferenciacion, etc.

Después se pueden producir clones de células B transformadas individuales a partir del cultivo de células B
transformadas positivas. La etapa de clonaciéon para separar clones individuales de la mezcla de células
positivas se puede llevar a cabo utilizando dilucién limitativa, micromanipulacion, deposicion de células
simples mediante clasificacién celular u otro método conocido en la técnica.

El acido nucleico de las células plasmaticas cultivadas se puede aislar, clonar y expresar en células HEK293T
u otras células huésped conocidas utilizando métodos conocidos en la técnica.

Los clones de células B inmortalizadas o las células huésped transfectadas de la invencion pueden
emplearse de diversos modos, por ejemplo como fuente de anticuerpos monoclonales, como fuente de acido
nucleico (ADN o ARNm) codificador de un anticuerpo monoclonal de interés, para investigacion, etc.

La invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende células de memoria B inmortalizadas
o células huésped transfectadas que producen anticuerpos que neutralizan la infeccion por RSV, MPV y
PVM, y un diluyente o vehiculo.

El clon de célula B inmortalizada o las células plasmaticas cultivadas de la invencion también pueden
utilizarse como fuente de acido nucleico para la clonacién de genes de anticuerpos para una posterior
expresion recombinante. La expresion de fuentes recombinantes es mas comun para fines farmacéuticos que
la expresion de células B o hibridomas, por ejemplo por motivos de estabilidad, reproducibilidad, facilidad de
cultivo, etc.

Por tanto, la presente descripcién proporciona un método para preparar una célula recombinante, que

comprende las etapas de: (i) obtener uno o méas &cidos nucleicos (por ejemplo ARNm de cadena pesada y/o
ligera) a partir del clon de célula B o las células plasmaticas cultivadas que codifican el anticuerpo de interés;
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(ii) insertar el acido nucleico en un vector de expresion; y (iii) transfectar el vector en una célula huésped con
el fin de permitir la expresion del anticuerpo de interés en dicha célula huésped.

De modo similar, la presente descripcion proporciona un método para preparar una célula recombinante, que
comprende las etapas de: (i) secuenciar uno o mas acidos nucleicos a partir del clon de célula B o las células
plasmaticas cultivadas que codifican el anticuerpo de interés; y (ii) utilizar la informacién de secuencia de la
etapa (i) para preparar uno o0 mas acidos nucleicos para su insercion en una célula huésped con el fin de
permitir la expresion del anticuerpo de interés en dicha célula huésped. El acido nucleico puede, pero no
necesita, ser manipulado entre las etapas (i) y (ii) para introducir sitios de restriccion, para cambiar el uso de
codones y/o para optimizar secuencias reguladoras de transcripcion y/o traduccion.

La presente descripcion también proporciona un método para preparar una célula huésped transfectada, que
comprende la etapa de transfectar una célula huésped con uno o mas acidos nucleicos que codifican un
anticuerpo de interés, siendo los acidos nucleicos acidos nucleicos que han sido derivados de un clon de
célula B inmortalizada o de una célula plasmatica cultivada de la invencion. Por tanto, los procedimientos
para preparar primero el o los acidos nucleicos y después utilizar éstos para transfectar una célula huésped
pueden llevarse a cabo en tiempos diferentes, por personas diferentes, en lugares diferentes (por ejemplo en
paises diferentes).

Estas células recombinantes de la invencion pueden emplearse después con fines de expresion y cultivo. Son
particularmente Utiles para la expresion de anticuerpos en la produccién farmacéutica a gran escala. También
pueden ser utilizadas como ingredientes activos de una composicion farmacéutica. Se puede utilizar cualquier
técnica de cultivo adecuada, incluyendo, de forma no exclusiva, cultivo estatico, cultivo en frascos sobre
rodillos, liquido ascitico, cartucho de biorreactor de tipo fibra hueca, minifermentador modular, depdsito
agitado, cultivo en microportadores, perfusion de nicleo ceramico, etc.

Los métodos para obtener y secuenciar genes de inmunoglobulina a partir de células B o células plasmaticas
son bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, el capitulo 4 de Kuby Immunology, 42 edicién, 2000).

La célula huésped transfectada puede ser una célula eucariota, incluyendo células de levadura y animales, en
particular células de mamifero (por ejemplo células CHO, células NSO, células humanas tales como PER.C6
o células HKB-11, células de mieloma), asi como células vegetales. Los huéspedes de expresion preferentes
pueden glicosilar el anticuerpo de la invencioén, en particular con estructuras carbohidrato que no son por si
mismas inmunégenas en humanos. En una realizacion, la célula huésped transfectada puede ser capaz de
crecer en medios libres de suero. En otra realizacion, la célula huésped transfectada puede ser capaz de
crecer en cultivo en ausencia de productos derivados de animales. La célula huésped transfectada también
puede ser cultivada para obtener una linea celular.

La presente descripcion también proporciona un método para preparar una o mas moléculas de &acido
nucleico (por ejemplo genes de cadena pesada y ligera) que codifican un anticuerpo de interés, que
comprende las etapas de: (i) preparar un clon de célula B inmortalizada o cultivar células plasmaticas de
acuerdo con la invencion; (ii) obtener a partir del clon de célula B o de las células plasmaticas cultivadas un
acido nucleico que codifica el anticuerpo de interés. Ademas, la presente descripcién proporciona un método
para obtener una secuencia de acidos nucleicos que codifica un anticuerpo de interés, que comprende las
etapas de: (i) preparar un clon de célula B inmortalizada o cultivar células plasmaticas de acuerdo con la
invencion; (ii) secuenciar acido nucleico a partir del clon de célula B o de las células plasmaticas cultivadas,
que codifica el anticuerpo de interés.

La presente descripcion también proporciona un método para preparar una o mas moléculas de &acido
nucleico que codifican un anticuerpo de interés, que comprende la etapa de obtener el acido nucleico que ha
sido obtenido a partir de un clon de célula B transformada o de células plasmaticas cultivadas de la invencion.
Por tanto, los procedimientos para obtener primero el clon de célula B o la célula plasmatica cultivada y
obtener después uno o mas acidos nucleicos a partir del clon de célula B o de las células plasmaticas
cultivadas pueden llevarse a cabo en tiempos diferentes, por personas diferentes, en lugares diferentes (por
ejemplo en paises diferentes).

La presente descripcion proporciona un método para preparar un anticuerpo (por ejemplo para uso
farmacéutico), que comprende las etapas de: (i) obtener y/o secuenciar uno o mas acidos nucleicos (por
ejemplo genes de cadena pesada y ligera) a partir del clon de célula B o de las células plasmaticas
cultivadas, que expresan el anticuerpo de interés; (ii) insertar el o los acidos nucleicos en un vector de
expresion o utilizar la o las secuencias de acidos nucleicos para preparar un vector de expresion; (iii)
transfectar una célula huésped que puede expresar el anticuerpo de interés; (iv) cultivar o subcultivar las
células huésped transfectadas bajo condiciones en las que se produce la expresion del anticuerpo de interés;
y, opcionalmente, (v) purificar el anticuerpo de interés.
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La presente descripcion también proporciona un método para preparar un anticuerpo que comprende las
etapas de: cultivar o subcultivar una poblacion de células huésped transfectadas bajo condiciones en las que
se produce la expresion del anticuerpo de interés y, opcionalmente, purificar el anticuerpo de interés,
habiendo sido preparada dicha poblacién de células huésped transfectadas mediante (i) preparacion de uno o
mas acidos nucleicos que codifican un anticuerpo seleccionado de interés que es producido por un clon de
célula B o células plasmaticas cultivadas preparadas tal como se describe mas arriba; (ii) insercion del o de
los &cidos nucleicos en un vector de expresion; (iii) transfeccion del vector en una célula huésped que puede
expresar el anticuerpo de interés; y (iv) cultivo o subcultivo de la célula huésped transfectada que comprende
los acidos nucleicos insertados para producir el anticuerpo de interés. Por tanto, los procedimientos para
preparar primero la célula huésped recombinante y después cultivarla para expresar un anticuerpo pueden
llevarse a cabo en tiempos muy diferentes, por personas diferentes, en lugares diferentes (por ejemplo en
paises diferentes).

Epitopos

Tal como se menciona mas arriba, los anticuerpos de la invencion pueden utilizarse para mapear los epitopos
a los que se unen. Los inventores han descubierto que los anticuerpos neutralizadores de la invencién estan
dirigidos a epitopos que se encuentran en la proteina F prefusion, pero no en la proteina F postfusiéon. En una
realizacion, los anticuerpos, o los fragmentos de uniéon de antigeno de los mismos, se unen a proteina F
prefusion del RSV y no a proteina F postfusion del RSV. En otra realizacion, los anticuerpos, o los fragmentos
de unién de antigeno de los mismos, se unen a la proteina F prefusion y no a la proteina F postfusion del
RSV y el MPV. En ofra realizacion mas, los anticuerpos, o los fragmentos de unién de antigeno de los
mismos, se unen a la proteina F prefusién pero no a la proteina F postfusion del RSV, el MPV y el PVM.

Los epitopos a los que se unen los anticuerpos de la invencidon pueden ser lineales (continuos) o
conformacionales (discontinuos). En una realizacion, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de la
invencién se unen con un epitopo conformacional. En otra realizacion, el epitopo conformacional solo esta
presente bajo condiciones no reductoras. Sin establecer una vinculacidon a ninguna teoria en concreto, el
epitopo conformacional unido por los anticuerpos de la invencion depende de la presencia de enlaces
disulfuro entre residuos aminoacidos en la proteina F.

El epitopo al que se unen los anticuerpos de la invencién es diferente de un sitio antigénico |, un sitio
antigénico Il, un sitio antigénico IV tal como se define en la proteina F postfusion del RSV y sitios
correspondientes en la proteina F del MPV. En otra realizacién mas, los anticuerpos y los fragmentos de
union de antigeno de la invencidn no entran en competencia cruzada con palivizumab, motavizumab, mAb
101F, mAb 131-2A o mAb D25 por la unién con la proteina F del RSV, ni entran en competencia cruzada con
mAb 234 por la union con la proteina F del MPV.

En otra realizacion, la regién a la que se unen los anticuerpos de la invencién comprende un polipéptido
situado en la parte N-terminal de la proteina F del RSV, abarcando los residuos
SAVSKGYLSALRTGWYTSVIT (SEQ ID N°: 63). La parte de nucleo de este polipéptido esta formada por los
residuos Y(x1)S(x2)LRTGW, que estan altamente conservados entre RSV, MPV y PVM, y donde el
aminoacido en la posicion (x1) puede ser, de forma no exclusiva, L, F, o K, y donde el aminoacido en la
posicion (x2) puede ser, de forma no exclusiva, A o V. El anticuerpo de la invencion o el fragmento de unién
de antigeno del mismo se unen a una region conservada en la parte amino terminal de la proteina F del
RSDV, del MPV o del PVM que comprende la secuencia de aminoacidos segun cualquiera de YLSALRTGW
(SEQ ID N°: 64), YLSVLRTGW (SEQ ID N°: 65), YFSALRTGW (SEQ ID N°: 66), YFSVLRTGW (SEQ ID N°:
67), YKSALRTGW (SEQ ID N°: 68), e YKSVLRTGW (SEQ ID N°: 69).

Los polipéptidos que se unen a los anticuerpos de la presente invencion pueden tener diversos usos. Los
polipéptidos y variantes de polipéptido de los mismos en forma purificada o sintética pueden utilizarse para
provocar respuestas inmunes (es decir, como vacunas, o para la produccion de anticuerpos para otros usos)
o para cribar sueros para anticuerpos que reaccionan de forma inmune con el epitopo o mimétopos del
mismo. En una realizacién, dichos polipéptidos o variantes de polipéptido, o antigeno que comprende dichos
polipéptidos o variantes de polipéptido, pueden ser utilizados como vacuna para provocar una respuesta
inmune que comprende anticuerpos de la misma calidad que los descritos en la presente invencién. Los
anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de la invencién pueden ser utilizados también en un método de
control de calidad de vacunas. En particular, los anticuerpos pueden ser utilizados para comprobar que el
antigeno en una vacuna contiene el epitopo inmundgeno correcto en la conformacién correcta. El uso de un
anticuerpo de la invencion, o de un fragmento de unién de antigeno del mismo, para controlar la calidad de
una vacuna contra RSV o MPV, o tanto contra RSV como contra MPV, por ejemplo comprobando que el
antigeno de dicha vacuna contiene el epitopo especifico en la conformacion correcta, también se considera
dentro del alcance de la invencion.
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Los polipéptidos que se unen a los anticuerpos de la presente invencion pueden ser utiles también en el
cribado de ligandos que se unen a dichos polipéptidos. Dichos ligandos, incluyendo, de forma no exclusiva,
anticuerpos, incluyendo aquellos de camello, tiburdn y otras especies, fragmentos de anticuerpos, péptidos,
productos de tecnologia de presentacion sobre fagos, aptameros, adnectinas o fragmentos de otras proteinas
virales o celulares, pueden bloquear el epitopo y prevenir asi la infeccion.

Composiciones farmacéuticas

La invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende uno o mas de los siguientes
componentes: los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos de la invencion; acidos nucleicos que codifican
dichos anticuerpos o fragmentos; o vectores que codifican los acidos nucleicos. La composiciéon farmacéutica
también contiene un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Aunque el vehiculo o excipiente
puede facilitar la administracién, no debe inducir por si mismo la produccion de anticuerpos nocivos para el
individuo que recibe la composicion. Tampoco debe ser téxico. Los vehiculos adecuados pueden ser
macromoléculas grandes, de metabolizacién lenta, tales como proteinas, polipéptidos, liposomas,
polisacaridos, acidos polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos
y particulas virales inactivas.

Es posible utilizar sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo sales de acidos inorganicos, tales como
clorhidratos, bromhidratos, fosfatos y sulfatos, o sales de acidos organicos, tales como acetatos, propionatos,
malonatos y benzoatos.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables en composiciones terapéuticas pueden contener adicionalmente
liquidos tales como agua, solucidn salina, glicerol y etanol. Adicionalmente, dichas composiciones pueden
incluir sustancias auxiliares, como humectantes o emulsionantes, o sustancias tampén de pH. Dichos
vehiculos permiten formular las composiciones farmacéuticas como comprimidos, pildoras, grageas,
capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones espesas y suspensiones, para su ingestion por el individuo.

El alcance de la invencion incluye composiciones presentes en diversas formas de administracion. Estas
formas incluyen, de forma no exclusiva, formas adecuadas para la administracion parenteral, por ejemplo por
inyeccion o infusién, por ejemplo mediante inyeccion de bolo o infusion continua. Cuando el producto esta
previsto para inyeccion o infusién, puede adoptar la forma de una suspensién, solucién o emulsién en un
vehiculo oleoso o acuoso, y puede contener agentes de formulacion tales como agentes de suspension,
conservantes, estabilizadores y/o dispersantes. Alternativamente, la molécula de anticuerpo puede estar en
forma seca para reconstituirla antes de su uso con un liquido estéril apropiado.

Una vez formuladas, las composiciones de la invencion pueden ser administradas directamente al individuo.
En una realizacion, las composiciones estan adaptadas para su administracién a un mamifero, por ejemplo a
seres humanos.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden ser administradas por cualquier nimero de vias,
incluyendo, de forma no exclusiva, las vias oral, intravenosa, intramuscular, intra-arterial, intramedular,
intraperitoneal, intratecal, intraventricular, transdérmica, transcutanea, topica, subcutanea, intranasal, enteral,
sublingual, intravaginal o rectal. También es posible utilizar hipo-esprais para administrar las composiciones
farmacéuticas de la invencion. Normalmente, las composiciones terapéuticas se pueden preparar como
inyectables, bien como soluciones liquidas, bien como suspensiones liquidas. También se pueden preparar
formas solidas adecuadas para solucién o suspension en vehiculos liquidos antes de la inyeccion.

La administracion directa de las composiciones se realizara generalmente por inyeccién, via subcutanea,
intraperitoneal, intravenosa o intramuscular, o0 mediante administracion al espacio intersticial en un tejido. Las
composiciones también pueden ser administradas en una lesién. El tratamiento de dosificacion puede
consistir en un programa de dosis simple o en un programa multi-dosis. Algunos productos farmacéuticos
conocidos basados en anticuerpos proporcionan una guia en relacién con la frecuencia de administracion, por
ejemplo si un producto farmacéutico debe administrarse diaria, semanal, mensualmente, etc. La frecuencia y
la dosificacion también pueden depender de la gravedad de los sintomas.

Las composiciones de la invencion se pueden preparar de diversas formas. Por ejemplo, las composiciones
se pueden preparar como inyectables, bien como soluciones liquidas, bien como suspensiones liquidas.
También se pueden preparar formas sélidas adecuadas para solucién o suspension en vehiculos_liquidos
antes de la inyeccién (por ejemplo una composicion liofilizada, como Synagis™ y Herceptin'™, para
reconstitucion con agua estéril que contiene un conservante). La composicion se puede preparar para la
administracion tépica, por ejemplo como un ungliento, crema o polvo. La composicion se puede preparar para
la administracion oral, por ejemplo como un comprimido o capsula, como un espray, como un jarabe
(opcionalmente aromatizado). La composicion se puede preparar para la administracién pulmonar, por
ejemplo como un inhalador, utilizando un polvo fino o un espray. La composicion se puede preparar como un
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supositorio o pesario. La composicion se puede preparar para la administracion nasal, auricular u ocular, por
ejemplo en forma de gotas. La composicidon puede estar en forma de un kit disefiado de modo que una
composicidon combinada se reconstituye justo antes de la administracién a un individuo. Por ejemplo, se
puede proporcionar un anticuerpo liofilizado en forma de kit con agua estéril o un tampén estéril.

Se ha de entender que el ingrediente activo en la composicién sera una molécula de anticuerpo, un
fragmento de anticuerpo o variantes y derivados de los mismos. Como tal, sera susceptible de degradacién
en el tracto gastrointestinal. Por tanto, si la composicién esta prevista para ser administrada por una via que
emplea el tracto gastrointestinal, no sera necesario que la composicién contenga agentes que protejan el
anticuerpo frente a la degradacion, sino que liberen el anticuerpo una vez que éste ha sido absorbido desde
el tracto gastrointestinal.

En Gennaro (2000) Remington: The Science and Practice of Pharmacy, edicién 20, ISBN: 0683306472 esta
disponible un debate exhaustivo sobre vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién tienen generalmente un pH entre 5,5 y 8,5, en algunas
realizaciones puede estar entre 6 y 8, y en otras puede ser de aproximadamente 7. El pH se puede mantener
mediante el uso de un tampon. La composicion puede ser estéril y/o estar libre de pirégenos. La composicion
puede ser isotdnica con respecto a los humanos. En una realizacion, las composiciones farmacéuticas de la
invencion se suministran en recipientes cerrados herméticamente.

Las composiciones farmacéuticas incluiran una cantidad eficaz de uno o mas anticuerpos de la invencion y/o
un polipéptido que comprende un epitopo que se une a un anticuerpo de la invencién, es decir, una cantidad
suficiente para tratar, mejorar, atenuar o prevenir una enfermedad o estado deseado, o para mostrar un
efecto terapéutico detectable. Los efectos terapéuticos también incluyen la reduccion o atenuacién de la
potencia patdgena o los sintomas fisicos. La cantidad eficaz precisa para un individuo particular dependera
del tamano, el peso y la salud de éste, la naturaleza y extension de dicho estado, y la terapéutica o
combinacién de terapéuticas seleccionada para la administracion. La cantidad eficaz para un estado dado se
determina mediante experimentacion rutinaria y entra dentro del criterio del médico. Para los fines de la
presente invencién, una dosis eficaz oscilara en general entre aproximadamente 0,01 mg/kg vy
aproximadamente 50 mg/kg, o entre aproximadamente 0,05 mg/kg y aproximadamente 10 mg/kg de las
composiciones de la presente invencion en el individuo al que es administrada. Algunos productos
farmacéuticos conocidos basados en anticuerpos proporcionan orientacion a este respecto, por ejemplo el
HerceptinT'vI se administra por infusion intravenosa de una solucién de 21 mg/ml, con una dosis de carga
inicial de 4 mg/kg de peso corporal y una dosis de mantenimiento semanal de 2 mg/kg de peso corporal; el
Rituxan™ se administra semanalmente en una dosis de 375 mg/mz; etc.

En una realizacion, las composiciones pueden incluir mas de un (por ejemplo 2, 3, etc.) anticuerpo de la
invencion para proporcionar un efecto terapéutico aditivo o sinérgico. En otra realizacién, la composicion
puede comprender uno o mas (por ejemplo 2, 3, etc.) anticuerpos de la invencion y uno o mas (por ejemplo 2,
3, etc.) anticuerpos adicionales contra el RSV o el MPV, o contra ambos, el RSV y el MPV. Ademas, la
administracion de anticuerpos de la invencién junto con anticuerpos especificos para otros patégenos, por
ejemplo el virus de la gripe A o de la gripe B, también entra dentro del alcance de la invencion. Los
anticuerpos de la invencion pueden ser administrados de forma combinada/simultanea o en momentos
independientes con respecto a anticuerpos especificos para patéogenos diferentes a RSV y MPV.

En otra realizacion, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende dos o mas
anticuerpos, siendo el primer anticuerpo un anticuerpo de la invencion tal como se describe aqui y siendo el
segundo anticuerpo especifico para RSV o MPV o para ambos, RSV y MPV, o para un patégeno diferente
que puede haber coinfectado al individuo al que se le esta administrando la composicién farmacéutica.

Ejemplos de anticuerpos de la invencion especificos para RSV, MPV y PVM, y que neutralizan los mismos,
incluyen, de forma no exclusiva, HMB3210 variante 3, HMB3210 variante 1, HMB3210 variante 2, HMB3210
variante 4, HMB3210 variante 5, HMB3210 variante 6, HMB2430 variante 1, HMB2430 variante 2, HMB2430
variante 3, HMB2430 variante 4 o HMB2430 variante 5.

En una realizaciéon, la invenciéon proporciona una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo
HMB3210 variante 1 o un fragmento de unién de antigeno del mismo y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En otra realizacion, la invencion proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende el
anticuerpo HMB3210 variante 2 o un fragmento de unién de antigeno del mismo y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En otra realizacién, la invenciéon proporciona una composicion farmacéutica
que comprende el anticuerpo HMB3210 variante 3 o un fragmento de unién de antigeno del mismo y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra realizacion, la invencidén proporciona una composicion
farmacéutica que comprende el anticuerpo HMB3210 variante 4 o un fragmento de union de antigeno del
mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra realizacion, la invencién proporciona una

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2657470 T3

composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo HMB3210 variante 5 o un fragmento de unién de
antigeno del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra realizacion, la invenciéon proporciona
una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo HMB3210 variante 6 o un fragmento de unién de
antigeno del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En ofra realizacién mas, la invenciéon proporciona una composicién farmacéutica que comprende el
anticuerpo HMB2430 variante 1 o un fragmento de unién de antigeno del mismo y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En otra realizacién, la invenciéon proporciona una composicion farmacéutica
que comprende el anticuerpo HMB2430 variante 2 o un fragmento de unién de antigeno del mismo y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra realizacion, la invencién proporciona una composicion
farmacéutica que comprende el anticuerpo HMB2430 variante 3 o un fragmento de unién de antigeno del
mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra realizacion, la invencién proporciona una
composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo HMB2430 variante 4 o un fragmento de unién de
antigeno del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra realizacion, la invenciéon proporciona
una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo HMB2430 variante 5 o un fragmento de unién de
antigeno del mismo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los anticuerpos de la invencién pueden ser administrados (de forma combinada o por separado) con otras
terapias, por ejemplo con compuestos quimioterapéuticos, con radioterapia, etc. En una realizacion, los
compuestos terapéuticos incluyen compuestos antivirales tales como Tamiflu™. Esta terapia de combinacién
proporciona una mejora aditiva o sinérgica de la eficacia terapéutica en relacién con los agentes terapéuticos
individuales cuando son administrados solos. El término "sinergia" se utiliza para describir un efecto
combinado de dos o mas agentes activos que es mayor que la suma de los efectos individuales de cada
agente activo respectivo. Por tanto, cuando el efecto combinado de dos o mas agentes conduce a una
"inhibicion sinérgica" de una actividad o proceso, esto significa que la inhibiciéon de la actividad o proceso es
mayor que la suma de los efectos inhibidores de cada agente activo respectivo. La expresion "efecto
terapéutico sinérgico" se refiere a un efecto terapéutico observado con una combinacién de dos o mas
terapias, siendo el efecto terapéutico (medido mediante cualquiera de una serie de parametros) superior a la
suma de los efectos terapéuticos individuales observados con las respectivas terapias individuales.

Los anticuerpos pueden ser administrados a aquellos individuos que previamente no han mostrado ninguna
respuesta, es decir, que han mostrado ser refractarios al tratamiento de la infeccién por RSV o MPV. Dicho
tratamiento puede incluir tratamiento previo con un agente antiviral. Esto se puede deber, por ejemplo, a una
infeccion con una cepa del RSV, del MPV o tanto del RSV como del MPV, resistente a los antivirales.

En una realizacion, una composicién de la invencion puede incluir anticuerpos de la invencion, pudiendo
corresponder los anticuerpos al menos a un 50% en peso (por ejemplo un 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98%, 99% o mas) e la proteina total en la composicién. En una composicioén de este tipo, los
anticuerpos estan en forma purificada.

La presente descripcién proporciona un método para preparar una composicién farmacéutica que comprende
las etapas de: (i) preparar un anticuerpo de la invencion; y (ii) mezclar el anticuerpo purificado con uno o mas
vehiculos farmacéuticamente aceptables.

En otra realizacién, un método para preparar una composiciéon farmacéutica comprende la etapade: mezclar
un anticuerpo con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, siendo el anticuerpo un anticuerpo
monoclonal obtenido a partir de una célula B transformada o una célula plasmatica cultivada de la invencion.
Por tanto, los procedimientos para obtener primero el anticuerpo monoclonal y después preparar el producto
farmacéutico pueden llevarse a cabo en tiempos muy diferentes, por personas diferentes, en lugares
diferentes (por ejemplo en paises diferentes).

Como una alternativa para administrar anticuerpos o células B con fines terapéuticos, es posible administrar a
un individuo un acido nucleico (normalmente ADN) que codifica el anticuerpo monoclonal (o fragmento activo
del mismo) de interés derivado de la célula B o las células plasmaticas cultivadas, de modo que el acido
nucleico puede ser expresado en el individuo in situ para proporcionar un efecto terapéutico deseado. En la
técnica se conocen terapias génicas y vectores de administracion de acido nucleico adecuados.

Las composiciones de la descripcidon pueden ser composiciones inmundégenas, y en algunas realizaciones
pueden ser composiciones de vacuna que comprenden un antigeno que incluye un epitopo reconocido por un
anticuerpo de la invencion o un fragmento de unién de antigeno del mismo. Las vacunas de acuerdo con la
descripcién pueden ser profilacticas (es decir, que previenen la infeccion) o terapéuticas (es decir, que tratan
0 mejoran la infeccion).

Las composiciones pueden incluir un agente antimicrobiano, en particular si estan envasadas en un formato
multi-dosis. Pueden comprender un detergente, por ejemplo Tween (polisorbato), tal como Tween 80. Los
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detergentes estan presentes normalmente en niveles bajos, por ejemplo inferiores al 0,01%. Las
composiciones también pueden incluir sales de sodio (por ejemplo cloruro de sodio) para otorgar tonicidad.
Una concentracion de 10 = 2 mg/ml de NaCl es una concentracion habitual.

Ademas, las composiciones pueden comprender un alcohol de azucar (por ejemplo manitol) o un disacarido
(por ejemplo sacarosa o trehalosa), por ejemplo en una cantidad de aproximadamente 15-30 mg/ml (por
ejemplo 25 mg/ml), en particular si deben ser liofilizadas o si incluyen material que ha sido reconstituido a
partir de material liofilizado. El pH de una composicién para liofilizacion se puede ajustar entre 5y 8, o entre
5,5y 7, o aproximadamente en 6,1, antes de la liofilizacion.

Las composiciones de la descripcion pueden incluir también uno o mas agentes inmunorreguladores. En una
realizacion, uno o mas de los agentes inmunorreguladores incluyen un adyuvante.

Las composiciones de epitopo de la descripcion pueden provocar tanto una respuesta inmune con mediacion
celular como una respuesta inmune humoral para abordar eficazmente la infecciéon por RSV y MPV. Esta
respuesta inmune puede inducir anticuerpos de larga duracioén (por ejemplo neutralizadores) y una inmunidad
con mediacién celular que puede responder rapidamente a la exposicién al RSV o al MPV o tanto al RSV
como al MPV.

Tratamientos médicos y usos

Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos de la invencién, o derivados y variantes de los mismos, pueden
ser utilizados para el tratamiento de la infecciéon por RSV o MPV o tanto por RSV como por MPV; o para el
diagndstico de infeccion por RSV o MPV.

Los métodos de diagnédstico pueden incluir la puesta en contacto de un anticuerpo o de un fragmento de
anticuerpo con una muestra. Estas muestras pueden consistir en muestras de tejido tomadas, por ejemplo, de
fosas nasales, cavidades de senos, glandulas salivares, pulmén, higado, pancreas, rifién, oreja, ojo, placenta,
tracto alimentario, corazén, ovarios, hipofisis, glandulas suprarrenales, tiroides, cerebro o piel. Los métodos
de diagndstico también pueden incluir la deteccion de un complejo antigeno/anticuerpo.

Por consiguiente, la presente descripcion que comprende la presente invencion proporciona (i) un anticuerpo,
un fragmento de anticuerpo o variantes y derivados de los mismos de acuerdo con la invencion, (ii) un clon de
célula B inmortalizada de acuerdo con la invencion, (iii) un epitopo que se puede unir a un anticuerpo de la
invencion, o (iv) un ligando, preferiblemente un anticuerpo, que se puede unir a un epitopo que se une a un
anticuerpo de la invencion para su uso en terapia.

La invencion también proporciona un método para tratar a un individuo, que comprende la administracion a
dicho individuo de un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo de acuerdo con la invenciéon. En una
realizacién, el método resulta en una reduccién de la infeccion por RSV o MPV en el individuo. En otra
realizacion, el método previene, reduce el riesgo o retrasa la infeccion por RSV o MPV en el individuo.

La invencion también proporciona el uso de un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo o variantes y
derivados de los mismos de acuerdo con la invencion, un clon de célula B inmortalizada de acuerdo con la
invencién, o una composicion farmacéutica de la invencién para (i) la producciéon de un medicamento para el
tratamiento o la atenuacién de la infeccién por RSV o MPV o tanto por RSV como por MPV, (ii) una vacuna, o
(iii) el diagndstico de la infeccion por RSV y MPV.

La invencion proporciona una composicion de la invencidon para su uso como medicamento para la
prevencion o el tratamiento de la infeccién por RSV o MPV. También proporciona el uso de un anticuerpo de
la invencion y/o de una proteina que comprende un epitopo con el que se une un anticuerpo en la produccion
de un medicamento para el tratamiento y/o el diagndstico en un individuo. También proporciona un método
para tratar a un individuo, que comprende la etapa de administrar al individuo una composicion de la
invencion. En algunas realizaciones, el individuo puede ser un humano. Un modo de comprobar la eficacia
del tratamiento terapéutico implica el control de los sintomas de la enfermedad después de la administracion
de la composicion de la invencién. El tratamiento puede consistir en un programa de dosis simple o en un
programa multi-dosis.

En una realizaciéon se administra un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, clon de célula B inmortalizada,
epitopo o composicion de acuerdo con la invencion a un individuo que necesita este tratamiento. Dicho
individuo puede ser, de forma no exclusiva, un individuo con riesgo o susceptibilidad particular a infeccion por
RSV o MPV, incluyendo, por ejemplo, un individuo inmunocomprometido. El anticuerpo o el fragmento de
anticuerpo de la invencion también pueden emplearse en la inmunizacién pasiva o la vacunacion activa.

Los anticuerpos y fragmentos de los mismos tal como se describen en la presente invencidén también pueden
ser utilizados en un kit para el diagnostico de la infeccion por RSV o MPV. Ademas se pueden utilizar
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epitopos que se pueden unir a un anticuerpo de la invencién en un kit para controlar la eficacia de los
procedimientos de vacunacion mediante la deteccidn de la presencia de anticuerpos protectores anti-RSV o
anti-MPV. Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos o variantes y derivados de los mismos tal como se
describen en la presente invencién también pueden ser utilizados en un kit para controlar la produccién de
vacunas con la inmunogenicidad deseada.

La presente descripcidon también proporciona un epitopo que se une especificamente a un anticuerpo de la
invencion o a un fragmento de unién de antigeno del mismo para su uso (i) en terapia, (ii) en la produccién de
un medicamento para el tratamiento o la atenuacion de la infeccién por RSV o MPV o tanto por RSV como
por MPV, (iii) como una vacuna, o (iv) en el rastreo de ligandos que pueden neutralizar la infeccién por RSV o
MPV o tanto por RSV como por MPV.

La presente descripcidon también proporciona un método para preparar un producto farmacéutico, que
comprende la etapa de mezclar un anticuerpo monoclonal con uno o mas vehiculos farmacéuticamente
aceptables, siendo el anticuerpo monoclonal un anticuerpo monoclonal obtenido a partir de una célula
huésped transfectada de la invencion. Por consiguiente, los procedimientos para obtener primero el
anticuerpo monoclonal (por ejemplo expresando y/o purificando el mismo) y mezclarlo después con el o los
vehiculos farmacéuticos pueden ser llevados a cabo en tiempos muy diferentes, por personas diferentes, en
lugares diferentes (por ejemplo en paises diferentes).

A partir de una célula B transformada o una célula plasmatica cultivada de la invencion se pueden llevar a
cabo diversas etapas de cultivo, subcultivo, clonacién, subclonacién, secuenciacién, preparacion de acido
nucleico, etc. con el fin de perpetuar el anticuerpo expresado por la célula B transformada o la célula
plasmatica cultivada, con optimizacion opcional en cada etapa. En una realizacion, los métodos arriba
indicados comprenden ademas técnicas de optimizacién (por ejemplo maduracién u optimizacién por
afinidad) aplicadas a los acidos nucleicos que codifican el anticuerpo.

En todos estos métodos, el acido nucleico utilizado en el huésped de expresion puede ser manipulado para la
insercion, delecién o alteracion de determinadas secuencias de acidos nucleicos. Los cambios de dicha
manipulacion incluyen, de forma no exclusiva, cambios para introducir sitios de restriccion, para corregir el
uso de codones, para afadir u optimizar secuencias reguladoras de transcripcion y/o traduccion, etc.
También es posible cambiar el acido nucleico para alterar los aminoacidos codificados. Por ejemplo, puede
resultar util introducir una o mas (por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, etc.) sustituciones, deleciones y/o
inserciones de aminoacidos en la secuencia de aminoacidos del anticuerpo. Estas mutaciones puntuales
pueden modificar funciones de efector, afinidad de uniéon de antigeno, modificaciones postraduccion,
inmunogenicidad, etc., pueden introducir aminoacidos para la unién de grupos covalentes (por ejemplo
marcadores) o pueden introducir marcas (por ejemplo, con fines de purificacion). Las mutaciones se pueden
introducir en sitios especificos o se pueden introducir de forma aleatoria, seguidas de seleccién (por ejemplo,
evolucion molecular). Por ejemplo, uno o mas acidos nucleicos codificadores de cualquiera de las regiones
CDR, regiones variables de cadena pesada o regiones variables de cadena ligera de anticuerpos de la
invencion se pueden someter a mutacion aleatoria o direccional para introducir diferentes propiedades en los
aminoacidos codificados. Estos cambios pueden ser resultado de un proceso iterativo en el que se conservan
cambios iniciales y se introducen nuevos cambios en otras posiciones de nucledtido. Ademas se pueden
combinar cambios obtenidos en etapas independientes. Las diferentes propiedades introducidas en los
aminoacidos codificados pueden incluir, de forma no exclusiva, una mayor afinidad.

General

Tal como se utilizan aqui, las expresiones "fragmento de unién de antigeno”, "fragmento" y "fragmento de
anticuerpo" se utilizan indistintamente para hacer referencia a cualquier fragmento de un anticuerpo de la
invencion que conserve la actividad de unién de antigeno del anticuerpo. Ejemplos de fragmentos de
anticuerpo incluyen, de forma no exclusiva, un anticuerpo de cadena simple, Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv o scFv.
Ademas, el término "anticuerpo” tal como se utiliza aqui incluye tanto anticuerpos como fragmentos de unién
de antigeno de los mismos.

Tal como se utiliza aqui, un "anticuerpo neutralizador" es un anticuerpo que puede neutralizar, es decir,
prevenir, inhibir, reducir, impedir o interferir con la capacidad de un patégeno para iniciar y/o perpetuar una
infeccion en un huésped. Las expresiones "anticuerpo neutralizador" y "un anticuerpo que neutraliza" o
"anticuerpos que neutralizan" se utilizan aqui indistintamente. Estos anticuerpos se pueden utilizar solos o en
combinacién, como agentes profilacticos o terapéuticos en una formulacion apropiada, en asociacion con una
vacunacioén activa, como una herramienta de diagnostico, o como una herramienta de produccién tal como se
describe aqui.
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La expresion "que comprende" abarca "que incluye" asi como "que consiste en", por ejemplo una
composicion "que comprende" X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por
ejemplo X +Y.

La palabra "esencialmente" no excluye "completamente", por ejemplo una composicion que esta
"esencialmente libre" de Y puede estar completamente libre de Y. En caso necesario, la palabra
"esencialmente" se puede omitir de la definicién de la invencion.

El término "aproximadamente” en relacion con un valor numérico x significa, por ejemplo, x + 5%, o X £ 7%, o
X+ 10%, 0 X+ 12%, 0 X + 15%, 0 X £ 20%.

El término "enfermedad" tal como se utiliza aqui es generalmente sinénimo y se utiliza indistintamente con los
términos "afeccion" y "estado" (como un estado de salud), ya que todos estos términos reflejan un estado
andmalo del cuerpo humano o animal o de una de sus partes que afecta al funcionamiento normal, se
manifiestan normalmente por signos y sintomas distintivos, y provocan una reduccion de la duracion o la
calidad de vida del humano o animal.

Tal como se utiliza aqui, la referencia a un "tratamiento" de un individuo o paciente incluye la prevencion,
profilaxis, atenuacion, mejoria y terapia. Los términos "individuo" o "paciente" se utilizan aqui indistintamente
para hacer referencia a todos los mamiferos, incluyendo humanos. Los ejemplos de individuos incluyen
humanos, vacas, perros, gatos, caballos, cabras, ovejas, cerdos y conejos. En una realizacion, el paciente es
un humano.

Ejemplos
En los siguientes ejemplos se proporcionan ejemplos de realizacién de la presente invencion.

Ejemplo 1. Aislamiento y caracterizacion de anticuerpos monoclonales a partir de células B de
memoria humanas que pueden neutralizar de forma cruzada tanto RSV como MPV

A partir de un conjunto de 125 donantes de sangre se seleccionaron 7 donantes que mostraban titulos altos
de anticuerpos séricos contra el RSV y el MPV. A partir de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) criopreservadas se clasificaron células CD22 + IgG + B, que se inmortalizaron a razén de 3 a 5
células/pocillo utilizando el virus Epstein Barr (EBV) y CpG oligodesoxinucleétido 2006 y PBMC alogénicas
irradiadas como células alimentadoras. Después de 14 dias se recogieron sobrenadantes de cultivo, que se
analizaron en cuanto a la presencia de anticuerpos neutralizadores utilizando un ensayo de
microneutralizacién basado en la infeccion de células Hep-2 por el RSV cepa A2 o de células LLC-MK2 por el
MPV cepa A1 I-PV-03/01-6621. Los sobrenadantes puros se incubaron con 50-100 TCIDsg de virus durante 1
hora a temperatura ambiente antes de la adicidon de células diana Hep-2 o LLC-MK2, que se incubaron
durante 6 y 8 dias, respectivamente. Después se detectaron células viables con un espectrofotémetro
afadiendo a los cultivos el reactivo WST-1 (Roche) durante 3 a 4 horas.

De tres experimentos independientes se aislaron 36 anticuerpos monoclonales (mAb) que neutralizaban el
MPV (Figura 1, serie izquierda); y de cinco experimentos independientes se aislaron 136 mAb que
neutralizaban el RSV (Figura 1, serie derecha). Después se llevd a cabo un rastreo secundario para analizar
si los mAb aislados podian neutralizar tanto MPV como RSV. Utilizando esta estrategia se comprobd que dos
mAb aislados del mismo donante (Don. 5) neutralizaban de forma cruzada tanto RSV como MPV: (i)
HMB2430, que se selecciond inicialmente sobre la base de la neutralizacion del RSV, y (i) HMB3210, que se
selecciond inicialmente sobre la base de la neutralizacion del MPV.

Los genes VH y VL del HMB2430 y el HMB3210 se clonaron en vectores de expresion de IgG1 y se
produjeron mAb recombinantes mediante transfeccion transitoria de células 293 Freestyle (293F). Después
de 10 dias de cultivo se recogieron sobrenadantes de células transfectadas y se purificaron IgG por afinidad
mediante cromatografia de proteina A. Los dos mAb compartian la mayor parte de los fragmentos génicos V
y J (IGHV3-21*01, IGHJ4*02, IGLV1-40*01 e IGLJ1*01), de acuerdo con el andlisis de homologia realizado
utilizando la base de datos IMGT, pero se diferenciaban en las regiones N en el uso de IGHD (D3-10*01 y
D5-24*01 para el HMB2430 y el HMB3210, respectivamente) y en el patron de mutaciones somaticas y, por
tanto, no se consideraron relacionados de forma clonica.

La concentracién que producia la mitad de la inhibicion maxima (IC50) del HMB2430 y el HMB3210 se
determiné utilizando el ensayo de microneutralizacion arriba descrito con 100 dosis infecciosas en cultivo
celular 50 (TCID50) de virus. Los valores IC50 se calcularon por interpolacién de curvas de neutralizaciéon
dotadas de una regresion no lineal de 4 parametros con una pendiente variable. Los resultados de los analisis
se muestran en la Figura 2 y en la Tabla 4.
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Tabla 4
mAb IC50 (ng/ml)
Virus (grupo) HMB2430 HMB3210 Palivizumab 234
RSV A2 (A) 146 86 524 >20.000
MPV 1-PV 03/01-6621 (A1) 393 52 >20.000 7

Ejemplo 2. Amplitud de reactividad a todos los grupos y subgrupos de RSV y MPV

Con el fin de evaluar la amplitud de reactividad del HMB2430 y el HMB3210, se analizaron mAb purificados
mediante FACS en cuanto a la union con células Hep-2 infectadas por RSV o con células LLC-MK2
infectadas por MPV utilizando las siguientes cepas de RSV y MPV: RSV A2 (A, 1961 Australia; A/A2/61),
RSV Long (A, Maryland EE.UU., 1956; A/Long/56), RSV Randall (A, Chicago EE.UU., 1958; A/Randall/58),
RSV 9320 (B, Massachusetts EE.UU., 1977; B/9320/77), WV/14617/85 (B, Huntington West Virginia, 1985;
B/14617/85), 18537 (B, Washington District of Columbia EE.UU., 1962; B/18537/62), MPV 1-PV-03/01-6621
(A1, Pavia IT, 2001; A1/6621/01), MPV I-PV-02/06-8938 (A2, Pavia IT, 2006; A2/8938/06), |-PV-03/04-4702
(B1, Pavia IT, 2004; B1/4702/04) e I-PV-02/04-3817 (B2, Pavia IT, 2004; B2/3817/04). Paralelamente se
analizaron tres mAb previamente descritos: (i) motavizumab, especifico del RSV; (ii) mAb 234, especifico del
MPV; vy (iii) FO32, especifico de la influenza A (utilizado como control negativo). Todos los mAb se analizaron
en cuanto a la unién con células infectadas o no infectadas a razén de 10 pg/ml. EI HMB2430 y el HMB3210
reaccionaron con las 6 cepas del RSV y las 4 cepas del MPV analizadas, representativas de los grupos y
subgrupos conocidos del RSV y el MPV (Tabla 5). En cambio, el motavizumab reaccioné con las 6 cepas del
RSV analizadas, pero no reaccioné con ninguna de las 4 cepas del MPV analizadas. Por el contrario, el mAb
234 reaccion6 con las cuatro cepas del MPV analizadas pero no reaccion6 con ninguna de las 6 cepas del
RSV analizadas.

Tabla 5 Tincidn de células Hep-2 o LLC-MK2 infectadas con diferentes cepas del RSV o el MPV,
respectivamente, mediante FO32 (control negativo), motavizumab, 234, HMB 2430 y HMB3210, segun
medida por citometria de flujo.

Anticuerpo monoclonal (10 ug/ml)

FO32 Motavizumab mAb 234 HMB2430 HMB3210
RSV A/A2/61 - + - + +
RSV A/Long/56 - + - + +
RSV A/Randall/58 - + - + +
RSV B/18537/62 - + - + +
RSV B/14617/85 - + - + +
RSV B/9320/77 - + - + +
MPV A1/6621/01 - - + + +
MPV A2/8938/06 - - + + +
MPV B1/4702/04 - - + + +
MPV B2/3817/04 - - + + +
Mock LLC-MK2 - - - - -
Mock Hep-2 - - - - -
(-) <5% de células tenidas; (+) > 50% de células tefiidas

Ejemplo 3. Unién de proteina F recombinante de RSV y MPV mediante ELISA y mediante tincién de
células transfectadas

Con el fin de identificar el antigeno diana reconocido por HMB2430 y HMB3210 en virus RSV y MPV, los dos
mAb se analizaron, en paralelo con motavizumab y mAb 234, en cuanto a su capacidad para unirse a
proteina F soluble homotrimera del RSV (cepa A2) producida a partir de células 293F transfectadas
transitoriamente. Tal como se muestra en la Figura 3, tanto HMB2430 como HMB3210 reaccionaron
especificamente con proteina F del RSV mediante ELISA y mostraron un perfil de unién distinto en
comparacién con el motavizumab. Ademas, el HM2430 y el HMB3210 produjeron una tincién intracelular de
células 293F transfectadas transitoriamente con vectores de expresién de mamifero que codifican la longitud
completa de la proteina F bien del RSV (cepa A2), bien del MPV (cepa NL/1/99 B1) (Tabla 6), lo que indica
que el HMB2430 y el HMB3210 reconocen un epitopo compartido presente en proteinas F tanto de RSV
como de MPV. Este descubrimiento es particularmente llamativo teniendo en cuenta que las proteinas F de
RSV y MPV solo tienen un 33-35% de identidad de la secuencia de aminoacidos. Como era de esperar, el
palivizumab y el motavizumab se unen a células que expresan la proteina F de RSV, pero no a aquellas que
expresan la proteina F de MPV (Tabla 6). Por lo contrario, el mAb 234 se une a células que expresan la
proteina F de MPV, pero no a células que expresan la proteina F de RSV (Tabla 6).

Tabla 6 Tincion de células 293F no transfectadas o de células 293F transfectadas con proteina F de RSV o
MPV, segun medida por citometria de flujo
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Anticuerpo 293F + 293F + 293F

(10 yg/ml) RSV F (A/A2/61; A) MPV F (NL/1/99; B1) no transfectadas
HMB3210 + + -
HMB2410 + + -
Palivizumab + - -
Motavizumab + - -

234 - + -

(-) <5% de células tefiidas; (+) > 50% de células tefiidas

Ejemplo 4. Mapeo de epitopos utilizando un ensayo de unién de inhibicion en células infectadas por
RSV

Con el fin de comprender mejor el epitopo de proteina F reconocido por el HMB2430 y el HMB3210, se
establecié una inhibiciéon del ensayo de union utilizando células Hep-2 infectadas por RSV cepa A2. El
siguiente conjunto de mAb especificos de proteina F de RSV se compraron o produjeron mediante sintesis
génica: (i) motavizumab, especifico para el sitio antigénico ll; (ii) 101F, especifico para el sitio antigénico 1V;
(iii) D25 de especificidad indefinida; (iv) 131-2a, especifico para el sitio antigénico |. Los mAb se marcaron
con biotina y se analizaron en cuanto a la unidon con células Hep-2 infectadas para determinar la
concentracion optima de mAb requerida para alcanzar un 70-80% de unién maxima. Después, los mAb
marcados con biotina se utilizaron como sondas para evaluar si su union (medida utilizando estreptavidina
conjugada con fluoréforo) se inhibia mediante la preincubacion de células infectadas por RSV A2 con un
factor 50 de exceso de mAb no marcados homodlogos u heterdlogos. Como era de esperar, la union de
HMB2430 marcado con biotina se bloqued mediante la preincubacion de las células con HMB2430 no
marcado, pero también se bloqued parcialmente mediante HMB3210 no marcado (Figura 4). En cambio, la
unién de todos los demas mAb marcados con biotina analizados no se impidié mediante la preincubacion con
HMB2430 o con HMB3210 (Figura 4). En conjunto, estos resultados indican que el HMB2430 y el HMB3210
reconocen epitopos parcialmente solapados en la proteina F compartidos en RSV y MPV, y que estos
epitopos son diferentes a los epitopos en el sitio antigénico Il de la proteina F (reconocido por motavizumab y
palivizumab), el sitio antigénico IV (reconocido por mAb 101F), y el sitio antigénico | (reconocido por mAb
131-2A). Ademas, los epitopos reconocidos por los mAb HMB2430 y HMB3210 en la proteina F de RSV son
diferentes al epitopo desconocido reconocido por el mAb D25.

Ejemplo 5. Reactividad de anticuerpos monoclonales con las proteinas F de RSV y de MPV bajo
condiciones reductoras y no reductoras

Con el fin de confirmar adicionalmente el descubrimiento de que el HMB2430 y el HMB3210 reconocen la
proteina F tanto de RSV como de MPV, los dos mAb se analizaron en cuanto a su capacidad para tefir
proteinas F de RSV y MPV en Western blot. Unas células Hep-2 se infectaron con RSV y unas células LLC-
MK2 se infectaron con MPV, se sometieron a lisis con un detergente suave y se pasaron sobre gel SDS-
PAGE bajo condiciones reductoras y no reductoras. Las proteinas se transfirieron después sobre una
membrana de PVDF, que luego se incub6é con HMB2430, HMB3210, motavizumab o mAb 234. La union de
mAb se detectdé con un anticuerpo conjugado de HRP antihumano en combinacién con el reactivo de
deteccion Western Blot ECL. EI HMB2430 y el HMB3210 se unieron a proteina F derivada de células
infectadas por el RSV (Figura 5) y células infectadas por MPV (Figura 6) bajo condiciones no reductoras. El
mAb 234 especifico de MPV (que reconoce un epitopo en la proteina F de MPV que corresponde al sitio
antigénico Il en proteina F de RSV) se unié a la proteina F de MPV bajo condiciones no reductoras, pero no
se unio a la proteina F de RSV. En cambio, el mAb especifico del RSV motavizumab se uni6 a la proteina F
de RSV tato bajo condiciones reductoras como bajo condiciones no reductoras, confirmando el
reconocimiento de un epitopo lineal en gran medida. Estos resultados sugieren que, a diferencia del
motavizumab y el palivizumab, el HMB2430 y el HMB3210 reconocen epitopos conformacionales que
también dependen de la presencia de enlaces de disulfuro entre residuos de aminoacidos en las proteinas F
de RSV y de MPV.

Ejemplo 6. Neutralizacion de todos los grupos y subgrupos de RSV y MPV mediante HMB2430 y
HMB3210

Se analizaron mAb HMB2430 y HMB3210 purificados en cuanto a su capacidad para neutralizar la infeccion
por RSV o MPV de células Hep-2 o LLC-MK2, respectivamente. Se analizaron las siguientes cepas del RSV y
el MPV: RSV A2 (A, 1961 Australia; A/A2/61), RSV Long (A, Maryland EE.UU., 1956; A/Long/56), RSV
Randall (A, Chicago EE.UU., 1958; A/Randall/58), RSV 9320 (B, Massachusetts EE.UU., 1977; B/9320/77),
WV/14617/85 (B, Huntington West Virginia, 1985; B/14617/85), 18537 (B, Washington District of Columbia
EE.UU., 1962; B/18537/62), RSV 9727/2009 (B, Pavia IT, 2009; B/9727/09), RSV 9736/2009 (B, Pavia IT,
2009; B/9736/09), RSV 9847/2009 (B, Pavia IT, 2009; B/9847/09), MPV I-PV-03/01-6621 (A1, Pavia IT, 2001;
A1/6621/01), MPV 1-PV-02/06-8938 (A2, Pavia IT, 2006; A2/8938/06), |-PV-02/06-8908 (A2, Pavia IT, 2006;
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A2/8908/06), I-PV-02/06-8909 (A2, Pavia IT, 2006; A2/8909/06), I-PV-03/04-4702 (B1, Pavia IT, 2004,
B1/4702/04) e 1-PV-02/04-3817 (B2, Pavia IT, 2004; B2/3817/04).

En el mismo experimento, el HMB2430 y el HMB3210 se compararon con palivizumab (especifico de RSV) y
mAb 234 (especifico de MPV). EI HMB3210 neutralizé las 11 cepas de RSV y las 6 cepas de MPV
analizadas, representativas de los grupos y subgrupos conocidos del RSV y el MPV (Tabla 7). El HMB2430
neutralizé las 11 cepas de RSV analizadas y todas las cepas de MPV A1 y A2 analizadas, pero no las cepas
de MPV B1 o B2 analizadas. Como era de esperar, el palivizumab neutralizé las 11 cepas de RSV
analizadas, pero ninguna de las 6 cepas de MPV analizadas, mientras que el mAb 234 neutralizé las 6 cepas
de MPV analizadas, pero ninguna de las 11 cepas de RSV analizadas.

El HMB3210 y el HMB2430 neutralizaron potentemente las 11 cepas de RSV analizadas (valores IC50
medios, 0,070 y 0,133 ug/ml, respectivamente). Estos valores eran de promedio 5,4 y 2,6 veces mayores que
el valor IC50 del palivizumab (0,284 pg/ml). EIl HMB3210 neutralizé6 potentemente las 6 cepas de MPV
analizadas (valor IC50 medio 0,113 pg/ml), que es de promedio 1,7 veces menor que el valor IC50 del 234
(0,046 pg/ml).

Tabla 7 Neutralizaciéon de cepas de RSV y MPV

Neutralizacién IC50 (ug/ml)
Virus Palivizumab mAb 234 HMB2430 HMB3210
RSV A/A2/61 0,617 - 0,350 0,184
RSV A/Long/56 0,599 - 0,361 0,187
RSV A/Randall/58 0,440 - 0,179 0,116
RSV A/9846/09 0,283 - 0,123 0,06
RSV A/9835/09 0,284 - 0,076 0,063
RSV B/18537/62 0,143 - 0,094 0,034
RSV B/14617/85 0,129 - 0,096 0,038
RSV B/9727/09 0,275 - 0,084 0,051
RSV B/9320/77 0,069 - 0,021 0,012
RSV B/9736/09 0,092 - 0,027 0,007
RSV B/9847/09 0,209 - 0,053 0,026
MPV A1/6621/01 - 0,040 0,744 0,071
MPV A2/8938/06 - 0,044 1,049 0,045
MPV A2/8908/06 - 0,057 2,795 0,066
MPV A2/8909/06 - 0,012 0,161 0,007
MPV B1/4702/04 - 0,019 - 0,029
MPV B2/3817/04 - 0,106 - 0,465

Ejemplo 7. Falta de seleccion de mutantes de escape virales de RSV y MPV

Se analizaron el HMB3210, el palivizumab y el mAb 234 en cuanto a su capacidad para seleccionar mutantes
resistentes a anticuerpos monoclonales (MARM) de RSV y de MPV in vitro. A pesar de varios intentos, el
HMB3210 no logrd seleccionar ninguno de los MARM de RSV o de MPV cuando se analiz6 contra 32x10e6
RSV A/Long/58 TCID50 y contra 16x10e6 MPV A1/6621/01 TCID50. Por lo contrario, el palivizumab
selecciond6 MARM con alta frecuencia (se aislaron en total 85 MARM de palivizumab independientes a partir
de una entrada de 16x-10e6 RSV A/Long/58 TCID50, que correspondian a una frecuencia de 1 en 185.000
TCID50). Bajo las mismas condiciones experimentales, el mAb 234 no selecciond ningin MARM del MPV. La
dificultad para aislar MARM de mAb 234 es coherente con el informe de Ulbrandt et al. (J General Virol 2008),
que mostraba que se requeria un alto nivel de virus para aislar una pequefa cantidad de MARM. Los virus
escapados se mapearon en una mutacién K242N utilizando la cepa clinica NL/1/99 MPV B1. Se recogieron
MARM de palivizumab (PZ-MARM) independientes y se secuencidé por completo la proteina F de 10 de ellos
(Tabla 8). PZ-MARM2, PZ-MARM3, PZ-MARM4, PZ-MARMS5, PZ-MARM6, PZ-MARM8 y PZ-MARM10
compartian las mismas dos mutaciones de aminoacidos (P101S/K272T); el PZ-MARM1 también tenia dos
mutaciones de aminoacidos en la misma posicidon, pero con un cambio de aminoacidos diferentes
(P101S/K272Q); el PZ-MARM?Y tenia una mutacion de aminoacidos simple (K272N), de nuevo en la posicion
272; por ultimo, el PZ-MARMS9 tenia una mutacién en comun con otros PZ-MARM y una sola mutacién en la
posicion 262 (P101S/N262Y). Ya se habian descrito mutaciones puntuales en esta regiéon (posiciones de
nucleotido 827 y 828) (Zhao et al. Virology 2004), que resultaban en dos cambios de aminoacidos diferentes
en la posicion 272 (K272Q y K272M). La primera mutacién (es decir K272Q) también estaba presente en el
PZ-MARM1 aqui descrito. Los virus que portaban estas mutaciones puntuales eran completamente
resistentes a los efectos profilacticos del palivizumab en ratas algodoneras (Zhao et al. Virology 2004), y ya
se habian descrito las mismas mutaciones junto con otras en ratas algodoneras inmunosuprimidas infectadas
por el RSV vy tratadas profilacticamente con palivizumab.
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Después se analizaron el HMB3210, el HMB2430 y el palivizumab en cuanto a su capacidad para neutralizar
la infeccidon por PZ-MARMS6 de células Hep-2. Mientras que el palivizumab no neutralizaba el PZ-MARMBG, el
HMB3210 y el HMB2430 neutralizaban potencialmente este virus hasta niveles comparables a los
observados con el virus correspondiente de tipo silvestre (Figura 7).

En conjunto, estos resultados demuestran que el HMB3210 y el HMB2430 no seleccionaban MARM de RSV
o MPV in vitro. Estos resultados son coherentes con la nocién de que los epitopos diana reconocidos por el
HMB3210 y el HMB2430 estan extremadamente conservados y que las mutaciones que anulan la unién de
anticuerpos son extremadamente raras o pueden estar asociadas con una pérdida de capacidad de
replicacion viral.

Tabla 8 Variaciones de aminoacidos en MARM de RSV seleccionados con palivizumab

Posicién de aa (posicion de nucleétido)
101 (314) 262 (797) 272 (827) 272 (828) 272 (829)
RSV A/Long/56 P N K K K
PZ-MARM1 S(CaT) Q(AaQC)
PZ-MARM2 S(CaT) T(AaQ)
PZ-MARM3 S(CaT) T(AaC)
PZ-MARM4 S(CaT) T(AaC)
PZ-MARM5 S(CaT) T(AaC
PZ-MARM®6 S(CaT) T(AaQ)
PZ-MARM7 P N(GaT)
PZ-MARM8 S(CaT) T(AaC)
PZ-MARM9 S(CaT) Y(AaT)
PZ-MARM10 S(CaT) T(AaQC)

Ejemplo 8. La supresién de un sitio de glicosilacion en la LCDR3 no afecta a la actividad del HMB3210

Una cadena ligera variable del HMB3210 tiene un motivo de N-glicosilacion (NxS/T, donde x puede ser
cualquier aminoacido excepto prolina) en la LCDR3 de la posicion 113 (numeracion IMGT). La asparagina en
la posicion 113 (N113) sustituye a una serina presente en la secuencia de la linea germinal. La presencia de
motivos de glicosilacion en la region variable puede tener un impacto positivo o negativo en la actividad de
anticuerpos y se reconoce como una causa de heterogeneidad de anticuerpos. La presencia de un glicano en
la cadena ligera del HMB3210 se evalu6 en un gel SDS-PAGE reductor después de una incubacién en
presencia o ausencia de la N-glicosidasa PNG-asa F (Figura 8). Este andlisis indicaba que de hecho una
parte minoritaria de la cadena ligera esta glicosilada. Después se suprimio el residuo N113 y se restauro el
residuo de serina codificado de linea germinal correspondiente. En paralelo, también se suprimid otra
mutacion somatica en la region de marco -1 de la cadena ligera (P7T) para restaurar el residuo de prolina
codificado de linea germinal en la posiciéon 7 (numeracion IMGT en el gen IGLV1 -40*02 g correspondiente).
Después se produjo una nueva variante del HMB3210 (denominada HMB3210v3) formada por una cadena
pesada de HMB3210 VH.2 (SEQ ID 17) y una cadena ligera de HMB3210 VL.3, que se analizé en cuanto a
su actividad neutralizadora contra cepas RSV A2 y MPV [-PV 03/01-6621 en paralelo con el HMB3210v2
(formado por una cadena pesada de HMB3210 VH.2 (SEQ ID N°: 17) y una cadena ligera VL SEQ ID N°: 14).
Esta variante (HMB3210v3) mostraba una neutralizacion ligeramente mejorada tanto contra las cepas de
RSV como contra las cepas de MPV analizadas (Figura 9), demostrando de este modo que la supresion del
sitio de glicosilacion de cadena ligera no afecta a la unidn con epitopos diana del RSV y MPV. Después, las
dos variantes de anticuerpo se analizaron en paralelo contra un conjunto de virus RSV y MPV y demostraron
tener actividades comparables contra todos los virus analizados (Figura 10). En conclusién, el HMB3210v3 no
esta glicosilado en la cadena ligera variable y en general esta poco mutado en comparacién con los genes de
cadena pesada y ligera de la linea germinal que solo tienen 8 mutaciones somaticas de aminoacidos en la
cadena pesada y 4 en la cadena ligera: S58A (HCDR2), 165S (HCDR2), Y66D (HFR3), V71A (HFR3), N85T
(HFR3), Y88F (HFR3), V101l (HFR3), Y103F (HFR3), G56D (LCDR2), S65N (LCDR2), G78A (LFR3) y
S109R (LCDR3) (todas las posiciones se indican de acuerdo con la numeracion IMGT).

Ejemplo 9. La reactividad cruzada del HMB3210 y el HMB2430 con MPV depende de mutaciones
somaticas

Con el fin de comprender mejor el papel de mutaciones somaticas en la reactividad cruzada del HMB2430 y
el HMB3210 contra RSV y MPV, se sintetizaron las versiones de linea germinal de los dos mAb y se
analizaron en cuanto a su capacidad para neutralizar las cepas RSV A2 y MPV |-PV 03/01-6621. Los dos
mADb de linea germinal del HMB2430 y del HMB3210 (HMB2430-GL y HMB3210- GL, respectivamente) se
produjeron de VH.3 y VL.2 en el caso del HMB2430-GL y de VH.3 y VL.4 en el caso del HMB3210-GL. Las
dos formas de linea germinal de los mAb neutralizaron eficientemente el RSV hasta niveles comparables a
los observados con el HMB3210 y el HMB2430 mutados somaticamente originales (Figura 11). Sin embargo,
el HMB3210-GL y el HMB2430-GL no neutralizaron el MPV, lo que indica que para la neutralizacion del MPV
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son indispensables mutaciones somaticas. Para entender ademas si tanto las mutaciones somaticas de
cadena pesada como las de cadena ligera son responsables de la neutralizacién del MPV, se produjeron
anticuerpos que portaban bien la cadena pesada, bien la cadena ligera, en la configuracion de linea germinal:
HMB2430-VHGL-VLSM formado por VH.3 y VL; HMB2430- VHSM-VLGL formado por VH.2 y VL.2;
HMB3210-VHGL-VLSM formado por VH.3 y VL; HMB3210-VHSM-VLGL formado por VH.2 y VL4. La
supresion de mutaciones somaticas en la cadena pesada del HMB3210 no afectd a la neutralizacion de virus
RSV o MPV, mientras que la supresién de mutaciones somaticas en la cadena pesada del HMB2430 afecto a
la neutralizacion del MPV, aunque manteniendo la neutralizacion del RSV. La supresién de mutaciones
somaticas en la cadena ligera tanto del HMB2430 como del HMB3210 anuld la neutralizacion del MPV,
mientras que no afectaron a la neutralizacion del RSV (Figura 11). En conjunto, estos resultados indican que
el HMB3210 y el HMB2430 fueron seleccionados inicialmente por el RSV y posteriormente desarrollaron, a
través de la acumulaciéon de mutaciones somaticas, reactividad cruzada contra el MPV. En total solo 3
mutaciones somaticas en las CDR de cadena ligera responde de la adquisicion de reactividad cruzada contra
el MPV en un anticuerpo de linea germinal especifico del RSV. Se ha de sefialar que el HMB2430 y el
HMB3210 (no relacionados de forma clonica) comparten la misma mutacion somatica en las LCDR3 S a R en
la posicion 109.

Ejemplo 10. Reconocimiento de HMB3210 de conformaciones de proteina F prefusion y postfusion

Un constructo de ADN codificador de residuos F del RSV 26-136 y 147-512 (correspondiente al ectodominio
F sin el péptido de fusion de la cepa A2 del RSV) con una marca de histidina C-terminal se optimizé en
codones y se sintetizd. Se expresé F recombinante utilizando un vector de expresién de baculovirus en
células Sf21 y se purificé a partir del sobrenadante mediante afinidad de niquel y cromatografia de exclusion
por tamafio (SEC). Una construccion similar ya habia sido utilizada por otros (Swanson et al. PNAS 2011 y
McLellan et al. J Virol 2011) para resolver la estructura cristalina de la proteina F postfusion. La proteina se
analizé bajo condiciones no reductoras sobre un gel SDS-PAGE y dio como resultado una banda a ~ 65-70
kDa y, cuando se analiz6 mediante SEC en una columna S200, la proteina F del RSV "postfusion” se eluyo
como un pico simétrico con un peso molecular aparente de ~ 150 kDa, que corresponde al peso molecular de
la proteina F trimérica y se solapa con el volumen de elucion de anticuerpos de IgG1 humana. La proteina F
"postfusion” se incubé bien con HMB3210, bien con palivizumab, y las dos mezclas se pasaron por una
columna S200. La incubacion de la proteina F "postfusién" con palivizumab cambié el pico de elucién a un
volumen de elucién menor (correspondiente a un peso molecular aparente de ~ 300 kDa) en comparacion
con la proteina F sola, lo que indica que el palivizumab se uni6 a la proteina F "postfusion”, tal como ya se ha
indicado. Se ha de sefialar que la incubaciéon del HMB3210 con proteina F "postfusién" no produjo ningun
cambio del volumen de elucién (Figura 12). El hecho de que el HMB3210 y la proteina F "postfusion" se
eluyan como moléculas independientes indican que el HMB3210, a diferencia del palivizumab, no se une a la
proteina F "postfusion”.

Después se sintetizd una forma estabilizada de la proteina F del RSV prefusion de longitud completa
siguiendo la estrategia adoptada por Magro et al. PNAS 2012 mediante sustitucion de los 4 residuos de
aminoacidos (L481, D489, S509 y D510) con cisteinas y sustitucion de los 9 residuos de aminoacidos basicos
(R106, R108, R109, K131, K132, R133, K134, R135 y R136) en los dos sitios de escision de la proteina F con
residuos N para cortar los sitios de escision de furina. La secuencia de la proteina F se modifico
adicionalmente mediante la insercion de un sitio de escision TEV detras de la regién transmembrana, seguido
de GFP y marca 6-His en el extremo C para facilitar la purificacién. Las 4 cisteinas introducidas se
posicionaron, de acuerdo con la estructura F prefusion PIV-5, de un modo que la formacién de enlaces de
disulfuro intermonomeéricos solo era posible cuando la proteina F estaba en la conformacion prefusion, pero
no cuando estaba plegada en la estructura postfusion, posibilitando asi la estabilizaciéon de la proteina F
prefusiéon. La proteina F prefusion estabilizada fue descrita por Magro et al. como heterogénea, ya que
también contiene una proporcion de moléculas en las que los residuos de cisteina adicionales no
presentaban enlaces de disulfuro. La construccion de proteina F aqui descrita se produjo utilizando un vector
de expresion baculovirus en células Sf21, solubilizado a partir de membranas celulares con un detergente
suave y purificado mediante afinidad de niquel y cromatografia de exclusién por tamafio. La proteina F
prefusion purificada se analizé mediante SEC en una columna S200 y se eluyd como un pico simétrico de un
peso molecular aparente de ~ 150 kDa que corresponde al peso molecular de la proteina F trimérica y se
solapa con el volumen de eluciéon de la IgG1 humana. La incubacién de la proteina F prefusion con
palivizumab cambié el pico de elucién a un volumen de elucién menor (correspondiente a un peso molecular
aparente de ~ 300 kDa) en comparacion con la proteina F sola y también indujo la formacién de un complejo
de alto peso molecular que se eluy6 en el volumen vacio de la columna que podria estar relacionado con la
formacion de agregados mas grandes. También se observd un cambio similar en el volumen de elucién
cuando el HMB3210v2 se incubd con la proteina prefusion (Figura 13). Estos resultados indican que el
palivizumab se une tanto a la forma prefusion como a la forma postfusion de la proteina F, mientras que el
HMB3210 reconoce selectivamente la forma prefusion de la proteina F. Las dos proteinas F (formas prefusion
y postfusion) también se analizaron mediante resonancia en plasmon de superficie (SPR). El palivizumab se
union tanto a la proteina prefusién como a la proteina postfusion con afinidades similares, mientras que el
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HMB3210v3 se unié selectivamente a la proteina F prefusion con alta afinidad (constante Kd de 0,1 nM en
comparacion con la Kd del palivizumab de 2 nM) (Figura 14).

Ejemplo 11. ElI HMB3210v3 neutraliza de forma cruzada dos paramixovirus animales, el virus
respiratorio sincitial bovino (BRSV) y el virus de la neumonia del ratén (PVM)

La amplitud de la reactividad del HMB3210 se evalué también en otros dos paramixovirus animales: BRSV y
PVM, dos virus que comparten con el RSV un 81% y un 40% de identidad de aminoacidos en la proteina F,
respectivamente. El HMB3210 se analizé en cuanto a su capacidad para neutralizar la cepa 15 del PVM y la
cepa RB94 del BRSV y demostré ser eficaz contra estos virus con valores IC50 de 100 ng/ml y 10 ng/ml,
respectivamente. Estos resultados indican que, ademas de los paramixovirus humanos RSV y MPV, el
HMB3210 es también eficaz contra otros dos virus de la familia paramyxoviridae.

Ejemplo 12. Inhibicion de la propagacién viral por HMB3210

También se midié la capacidad del HMB3210 y del anticuerpo D25 especifico del RSV para prevenir la
propagacion viral célula a célula, que habia sido descrita como una propiedad distinta de anticuerpos anti-
RSV independiente de la actividad neutralizadora. Se infectaron células Hep-2 con cepas A o B de RSV.
Veinte horas después se afiadieron diferentes concentraciones de anticuerpos y el dia 3 se examind la
formacion de sincitios para determinar el 50% de concentraciéon de anticuerpos que inhibe la propagacion
viral, definida aqui como IS50. Los dos anticuerpos fueron capaces de inhibir la propagacion viral, pero en
concentraciones mas altas. De manera interesante, en este ensayo el HMB3210 mostré una 1IS50 comparable
a la del anticuerpo neutralizador mas potente D25 (Figura 15).

Ejemplo 13. Eficacia profilactica y terapéutica del HMB3210 contra RSV, MPV y PVM

En los modelos de RSV en ratones, el HMB3210 fue de promedio de cinco a diez veces mas potente que el
palivizumab en la reduccién de los titulos de RSV en pulmoén y fue eficaz en concentraciones tan bajas como
0,12 mg/kg (Figura 16a). En el modelo de MPV en ratones, el HMB3210 tuvo una eficacia comparable (Figura
16b). Con el fin de analizar el potencial terapéutico del HMB3210, a unos ratones con deficiencia de STAT1
se les infectd con RSV y se les administr6 HMB3210 el dia 1, 2 o 3 después de la infecciéon. A pesar de la
limitacion de este modelo, debido a la mala replicacion del virus, el HMB3210 mostré eficacia terapéutica en
todos los momentos y redujo los titulos virales y las citoquinas inflamatorias en los pulmones (Figura 17).

Con el fin de analizar el HMB3210 en un modelo animal mas pertinente de infeccion aguda del tracto
respiratorio inferior, se aprovechd su reactividad cruzada con el PVM, un virus que causa una enfermedad
letal en ratones después de un indculo muy bajo y resume las caracteristicas de la infeccidon grave por el RSV
y el MPV en humanos. En una entorno profilactico, el HMB3210 proporciond una proteccion completa de los
ratones contra la letalidad en una dosis de 0,12 mg/kg y contra la pérdida de peso en una dosis de 0,6 mg/kg
(Figura 18a). Ademas, en un entorno terapéutico, el HMB3210 proporcioné una proteccion completa contra la
letalidad al ser administrado hasta 3 dias después de la infeccion, tanto en una dosis de 30 mg/kg como en
una dosis de 5 mg/kg, y confirié una proteccion significativa al ser administrado el dia 4 o 5 en una dosis de
30 mg/kg (Figuras 18b-d). En este sistema, la ribavirina, que es el Unico patron de atencion aprobado para
terapia en humanos, tal como se ha descrito anteriormente (Bonville et al., 2004, Journal of Virology 78: 7984-
7989), fue ineficaz. De forma importante, la administracion terapéutica de HMB3210 bloqued eficientemente
el aumento del ARN viral en el pulmén (Figura 19). Para evaluar la funcidon de mecanismos de efector in vivo,
se comparé el HMB3210 de IgG1 con un mutante que carece de complemento y de union de receptor de Fc
(HMB3210-LALA). Los dos anticuerpos se compararon en cuanto a la actividad neutralizadora in vitro y
demostraron ser equivalentes. Cuando se administré en cantidades limitativas en un entorno profilactico (0,12
mg/kg), el HMB3210-LALA mostré una eficacia muy reducida (Figura 20a). En cambio, cuando se utilizé en
un entorno terapéutico, el HMB3210-LALA fue tan eficaz como el HMB3210 en todas las dosis analizadas
(Figura 20b). La eficacia terapéutica del HMB3210 en el modelo de infeccion por PVM, en el que la ribavirina
no es eficaz, se puede deber a una combinaciéon de factores, tales como la potente actividad de
neutralizacion e inhibicién de la propagacion, el reconocimiento selectivo de la proteina de fusién que evita el
consumo del anticuerpo por las abundantes proteinas postfusién que actian como sefiuelos, y el fallo en la
seleccidon de mutantes de escape. Sorprendentemente, la eficacia terapéutica del HMB3210 en el modelo de
PVM en ratones no requiere funciones de efector, lo que sugiere que la actividad de anticuerpo in vivo
depende principalmente de la neutralizacion viral y de la inhibicién de la propagacion viral.

Ejemplo 14. El HMB3210 se une a una cadena beta altamente conservada en la proteina F prefusion,
que no es accesible en la proteina F postfusion.

Para identificar el epitopo reconocido por el HMB3210, se rastre6 una biblioteca de 7.095 péptidos

estructurados que cubre la secuencia completa de la proteina F de RSV humano. Los experimentos
presentados en el ejemplo 5 mostraron que el HMB3210 reaccionaba en Western blot con proteinas F de
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RSV y MPV bajo condiciones no reductoras, sugiriendo que el HMB3210 se dirige a un epitopo cuya
conformacion es estable en presencia del detergente aniénico SDS (Figuras 5 y 6). La estrategia de rastreo
de biblioteca condujo a la identificacion de un epitopo de HMB3210 putativo en la regidon N-terminal de F2,
que abarca los residuos SAVSKGYLSALRTGWYTSVIT (SEQ ID N°: 63). La secuencia de nucleo en esta
region, YLSALRTGW (SEQ ID N°: 64), esta altamente conservada entre RSV, MPV, BRSV y PVM (Figura
21), donde las variantes YLSVLRTGW (SEQ ID N°: 65), YF- SALRTGW (SEQ ID N°: 66), YFSVLRTGW (SEQ
ID N°: 67), YKSALRTGW (SEQ ID N°: 68) e YKSVLRTGW (SEQ ID N°: 69) también son reconocidas por el
HMB3210. Esta secuencia no esta expuesta sobre la superficie de la proteina F postfusion del RSV, pero, en
un modelo de la proteina F prefusion del RSV construido alrededor de la estructura de proteina F del PIV5
(Yin, et al., 2006, Nature 439: 38-44), se espera que se situe en una cadena beta expuesta cerca de la region
de bucle a la que se dirige el palivizumab (Figura 22). Este mapeo es coherente con la especificidad del
HMB3210 para la proteina F prefusién mostrada en el ejemplo 10. Este epitopo es cercano, pero diferente al
reconocido por el palivizumab, y esta centrado alrededor de la secuencia YLSVLRTGW, que esta altamente
conservada entre 551 cepas viricas, incluyendo las cepas 364 HRSV, 162 HMPV, 8 BRSV y 5 PVM (Figura
23).

Tabla de secuencias y nimeros de SEQ

SEQ —, |
ID ) Descripcién Secuencia
N° Description | Sequence
NO
l CDRH]1 aa GFTFSSYS
2 CDRH2 aa ISASSSYS
3 CDRH3 aa ARARATGYSSITPYFDI
4 CDRL1 aa SSNIGAGYD
5 CDRL?2 aa DNN
6 CDRL3 aa QSYDRNLSGV
7 CDRH1 nuc ggattcaccttcaglagtzatagc
8 CDRH2 nuc | attagtgcaagtagcagttacage
9 CDRH3 nuc gegagagetegggeaactggetacagticcattacceeetactitgacatt
10 CDRLI1 nuc | agctccaacatcggggcaggttatgat
11 CDRL2 nuc galaa{;ﬂ:
12 CDRL3 nuc cagtectatgacaggaacctgagtggtetc

cadena

.| EEQLLESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAP
pesada aa in

13 GKGLEWVSSISASSSYSDYADSAKGRFTISRDNAKTSLFLOM
| # NSLRAEDTAIYFCARARATGYSSITPYFDIWGQGTLVTVSS
Ici:;;jrean:a QSVVTQTPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVH WYQQLE
14 GTAPKLLIYDNNNRPSGVPDRFSASKSGTSASLAITGLQAEDE
t ADYYCQSYDRNLSGVFGTGTKVTVL
I gaggaacagctgctagagtetggegpaggcctggtcaagectggpegelcecigagactctee
cadena tgtgcagectetggattcaccttcagtagttatageatgaactgggieegecaggetecagggaa
15 pesada nuc in | ggggctggagtgggicicatecallagtgcaagtageagttacagegattacgeagactcageg
e aagggecgatteaccatctecagagacaacgecaagacctcactgiitclgeaaatgaacagect
gagagcegaggacacggctatetattictgtgcgagagetogggcaactggelacagiiceatta
cceectactttgacatttgggeccagggaacceclggicaccgtetecicag
ID C—
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cagtctgtegtgacgeagacgecctcagtgictggggecccagggeagagggicaccateiect

cadena gecactgggapcagctecaacateggggcaggttatgat gtacactggtaccageaacticcagg
16 ligera nuc aacagcccccaaactcctcatctatgataacaacaatcgaccctcaggggteccggacegatict
ctgcctecaagiciggeaccteagecteceiggecatcaccgggelccaggetgaggalgaggc
tgattattactgccagtectatgacaggaacctgagtggtgtcticggaactgggaccaaggteac
cgtectag
cadena EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAP
17 pesada aa GKGLEWVSSISASSSYSDYADSAKGRFTISRDNAKTSLFLQM
NSLRAEDTAIYFCARARATGYSSITPYFDIWGQGTLVTVSS
gaggtgcagetpptggagtctgggpgagpectggtcaagectggggeglcccigagacicice
cadena tgtgcagectetggaticaccticagtagttatageatgaactgggtcegecaggetecagggaa
18 pesada nuc ! gggactggagtggeteteatecattaglgeaagtageagttacagegattacgeagacicageg
aaggpccgaticaccatclccagagacaacgecaagaccteactgtitctgecaaatgaacagect
gagagccgaggacacggctaictatitetgtgegagagetcgggcaactggetacagiiceatta
ccecctactttgacatitggggccagggaaccetggteacegtetecteag
19 CDRHI aa GFAFTGYG
20 CDRH2 aa ITAGSSY]
21 CDRH3 aa ARVASPLVRGLHLDY
22 CDRL2 aa AND
23 CDRL3 aa QSYDRTLSVV
24 CDRHI nuc ggattcgeattcactggtratggt
25 CDRH2 nuc | atcactgctggaagctcatacalte
26 CDRH3 nuc | gegagagtigegictectetggticggggactecacttagactac
27 CDRL2 nuc getaacgac
28 CDRL3 nuc cagicctatgaccgeaccetgagtgtagtg
d EVHLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFAFTGYGLNWVRQVP
29 |Cadena GKGLEWVSSITAGSSYIDYAESVKGRFTISRDNGKNTLFLQM
pesadaaa | SPLRADDTAVYYCARVASPLVRGLHLDYWGQGALVTVSS
cadena QSVLTQPPSMSGAPGQRVTISCTGGSSNIGAGYDVQWYQQL
30 ligera aa PGAAPKLLIYANDNRPSGVPDRFSGSKSGTSGSLVIAGLRAE

DEADYYCQSYDRTLSVVFGGGTKLTVL
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gaggtgcacctggtggaglelgggggaggccigglcaagectggggggleeetgagaciclee
tgtgcagcctctggaltcgcattcaclggttatgglctaaattgggccgccaggtlccagggaag

31 cadena ggectggaglggetitcatceatcactgetggaageleatacategactacgeagagtcagtgaa
pesada nuc | ggpccgattcaccatctccagagacaacggeaagaatacactgticctgeaaatgagegacclg
agagccgacgacacggcetgtetattactgtgegagagitgegtetectetggticggggacteca
cttagactactggggccagggagccclggtecaccgielecicag
cagtctgtgetgacgcageegecclcaatgteeggggccccagggeagagggtcaceatetee
cadena tgeactggggpcagctccaacatcggggeaggttatgatgigcagtggtaccageaacticcag
12 ligera n gagcagcocccaaactectcatetatgetaacgacaatcggeccteaggggteccigacegatic
9 uc tetggetecaagtctggeacetcaggctecctagteatcgetgpecicegggetgaggatgagg
ctgattattactgecagicctatgaccgeacceetgagigtagtgticggeggagggaccaagetg
accglectgg
cadena EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFAFTGYGLNWVRQVP
33 pesada aa GKGLEWVSSITAGSSYIDYAESVKGRFTISRDNGKNTLFLOM
SDLRADDTAVYYCARVASPLVRGLHLDYWGQGALVTVSS
gagglgcagetggtgpagtctgggppagecctigglcaageetggggeglecctgagacteice
tgtgcagectetggattcgeaticactggttatggtctaaatigggicegecaggticcagggaag
34 cadena ggectggagtgggtticatccatcactgetggaagetcatacatcgaciacgeagagicagtgaa
pesada nuc gggccgaticaccatctccagagacaacggeaagaatacactgttcctgeaaatgagegacelg
agagecgacgacacggetgtetattactgigegagagtigegtctectciggiteggggacteca
cttagactactggggcecagggageccigglcacegictectcag
33 CDRL3 aa QSYDRSLSGV
36 CDRL3 nuc | cagtcctatgacaggagectgagiggtgte
cadena QSVVTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQLP
37 ligera aa GTAPKLLIYDNNNRPSGVPDRFSASKSGTSASLAITGLQAEDE
ADYYCQSYDRSLSGVFGTGTKVTVL
cagtctgtegtgacgeageegeccteagtgtelggggecccagggeagagggtcaccatetect
cadena geaclgggageagelecaacatcgggecaggtiatgatglacaciggiaccageaacticcagg
18 ligera nuc aacagcccccaaactectcatetatgataacaacaatcgaccctcaggggteccggaccgatict
ctgcctccaagletggeacceicagectecctggocatcacegggetccaggeigaggatgagge
tgattattactgecagtectatgacaggagectgagtggtgicttcggaacigggaccaaggtieac
cgtectag
39 CDRH?2 aa ISSSSSYI
40 CDRH3 aa ARARATGYNSITPYFDI
4] CDRL2 aa GNS
42 CDRL3 aa QSYDSSLSGV
43 CDRHI nue | ggctteacattcagetectactet
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44 CDRH2 nuc | atctcaagctectctagttacate
45 CDRH3 nuc | geecgggctagageaacaggcetataacageattactccttacitigacate
46 CDRLI nuc tcatccaacatcgge
47 CDRL2 nuc | gggaacagc
48 CDRL3 nuc cagtcttatgattcticteigtetggagte
cadena | EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAP
49 pesada aa GKGLEWVSSISSSSSYIY YADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQM
NSLRAEDTAVYYCARARATGYNSITPYFDIWGQGTLVTVSS
cadena QSVVTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQLP
50 ligera aa GTAPKLLIYGNSNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAITGLQAEDE
ADYYCQSYDSSLSGVFGTGTKVTVL
gaggtgcagetggtggagageggaggeggactggtcaaacciggegggteactgagactgic
atgcgeagcaageggcticacaticagetectactctatgaactgggtgegacaggcetectggea
51 cadena agggactggagtggetotetaglaletcaagetectetagttacatctactatgeagacicegtgaa
) pesada nuc | gggaaggttcaccatctcacgegataacgecaaaaatagectgiatctgeagatgaaticeetga
gagcegaagacaccgetgtetactatigegeccgggetagageaacaggetataacageattac
tecttactttgacatctggggacagggcacactggtgaccgtotectea
cagtceglegteacteagectecaagegtcageggggcaccigggcagegggatcacaatcieal
cadena geactgggtecteatecaacatcggegetgggtacgacgtgcactggtatcageageigectgg
52 l aacagcacctaagctgctgatctacgggaacagcaatcggecaictggagiceccgatagatic
\géra nuc agcggatccaaatclggeaccagtgectcactggetatiacagggetgeaggeagaggacgaa
gecgattactatigecagtettatgattettctetgtetggagtcttcggeaccggeacaaaagicac
cglectg
53 CDRH3 aa ARVASPMVRGLHFDY
54 CDRL3 aa QSYDSSLSVV
55 CDRHI nuc | ggetttacctitagetectactet
56 CDRH3 nue | gecegegtegetageectalgglgegggggetgeattttgaitat
57 CDRLI nuc tcttcaaacatcggegetgggtacgac
58 CDRL3 nuc | cagagctacgaticatcectgagegtggtc
cadena EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAP
59 pesada aa GKGLEWVSSISSSSSYIY YADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQM

NSLRAEDTAVYYCARVASPMVRGLHFDYWGQGTLVTVSS
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QSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQLP

cadena
60 ligera aa GTAPKLLIYGNSNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAITGLQAEDE
9 ADYYCQSYDSSLSVVFGGGTKLTVL
gaagigcagctggtggaatetgggggegpgctggteaaacciggeggaagictgaggetgtec
tgtgctgctagtggctttacctitagetectactctatgaactgggtgegacaggeacctggeaag
61 heavy chain | ggactggagtgggtcictagtatcicaagetectctagtiacatctactatgetgactecgtgaagg
nuc geeggticaccatctcaagagataacgcaaaaaatagectgtatetgeagatgaaticectgagg
gecagaagacacagecegtgtactattgegeccgegtegelagecctatggigegggggctgealt
ttgattattggggacagggaaciciggtgacegicteatee
cagagegtectgacccagecaccatecgtgageggegeacceggecagegagtigactatttee
cadena tgtaccggeagticticaaacatcggegetgggtacgacgigeactggratcageagetgectgg
62 ligera nuc aacagcacctaagetgetgatctacgggaacageaatcggccalclggagtceccgatagatic
agcggatccaaatetggeaccagtgecicaciggetattacagggetgeaggeagaggacgaa
gccgaltactattgecagagetacgattcatceetgagegtggteticggaggeggeacaaaact
gactgteetg
63 aa SAVSKGYLSALRTGWYTSVIT
aa
64 YLSALRTGW
aa i )
65 YLSVLRTGW
66 | YFSALRTGW
67 | ™ YFSVLRTGW
68 | YKSALRTGW
aa
69 YKSVLRTGW
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1 5
<210> 3
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<213> Homo sapiens
<400> 3
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LISTADO DE SECUENCIAS

ANTICUERPOS QUE NEUTRALIZAN TANTO RSV COMO MPV Y USOS DE LOS MISMOS

Asp Asn Asn

1
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<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Gln Ser Tyr Asp Arg Asn Leu Ser Gly Val

1 5 10

<210> 7

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

ggattcacct tcagtagtta tagc 24
<210> 8

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

attagtgcaa gtagcagtta cagc 24
<210> 9

<211> 51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9

gcgagagctc gggcaactgg ctacagttcc attaccccct actttgacat t 51
<210> 10

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

agctccaaca tcggggcagg ttatgat 27
<210> 11

<211> 9

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

gataacaac

<210> 12

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

cagtcctatg acaggaacct gagtggtgtc 30
<210> 13

<211> 124

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13
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Glu

Ser

Ser

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Glu

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Trp

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Ala

Gly
115

14

110
PRT
Homo sapiens

14
Gln Ser Val Val Thr

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg

100

Gln

Leu

Ser

Val

Ala

Thr

Ser

85

Ala

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Thr

Thr

Gln
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Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Gly

Leu

Thr

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Tyr

Val
120

Pro

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Ser

105

Thr

Ser

37

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Asn

Asp

90

Ser

Val

Val

Leu

Phe

Lys

Asp

Ala

75

Thr

Ile

Ser

Ser

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Ser

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Thr

Ile

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Phe

95

Phe

Gly

Tyr

Val

Ala

Phe

80

Cys

Asp

Ala Pro Gly Gln
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1 5 10

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser
20 25

Tyr Asp Val His Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly

35 40
Leu Ile Tyr Asp Asn Asn Asn Arg Pro Ser Gly
50 55

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu

65 70 75

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln

85 90

Leu Ser Gly Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val
100 105

<210> 15

<211> 373

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15

gaggaacagc tgctagagtc tgggggaggc ctggtcaagce

tcectgtgcag cctectggatt caccttcagt agttatagceca

ccagggaagg ggctggagtg ggtctcatcc attagtgcaa

gcagactcag cgaagggccg attcaccatc tccagagaca

ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctatct

gcaactggct acagttccat taccccctac tttgacattt

accgtctcecet cag

<210> 16

<211> 331

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16

cagtctgtcg tgacgcagac gccctcagtg tctggggece

tcectgcactg ggagcagectce caacatcggg gcaggttatg

cttccaggaa cagcccccaa actcctcatce tatgataaca

ccggaccgat tctctgectce caagtctgge acctcagect

caggctgagg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg

ttcggaactg ggaccaaggt caccgtccta g

38

Asn Ile

30

Thr Ala

45

Val
60

Pro

Ala Ile

Ser Tyr

Thr Val

ctggggggtce
tgaactgggt
gtagcagtta
acgccaagac

atttctgtgce

ggggccaggg

cagggcagag
atgtacactg
acaatcgacc
ccctggecat

acaggaacct

Gly

Pro

Asp

Thr

Asp

15

Ala Gly

Lys Leu

Arg Phe

Gly Leu

80

Arg Asn

95

Leu
110

cctgagactc
ccgccaggcet
cagcgattac
ctcactgttt
gagagctcgg

aaccctggtce

ggtcaccatc
gtaccagcaa
ctcaggggtc

caccgggcetce

gagtggtgtc

60

120

180

240

300

360

373

60

120

180

240

300
331



10

15

20

ES 2657470 T3

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Thr

Ile

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Phe

95

Phe

Gly

Tyr

Val

Ala

Phe

80

Cys

Asp

<210> 17
<211> 124
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 17
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25
Ser Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ser Ser Ile Ser Ala Ser Ser Ser Tyr Ser Asp
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Ala Arg Ala Thr Gly Tyr Ser Ser Ile
100 105
Ile Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115 120
<210> 18
<211> 373
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 18
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ctggtcaagce
tcectgtgcag cctectggatt caccttcagt agttatagceca
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcatcc attagtgcaa
gcagactcag cgaagggccg attcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggctatct
gcaactggct acagttccat taccccctac tttgacattt
accgtctcecet cag
<210> 19
<211> 8
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 19

39

ctggggggtce
tgaactgggt
gtagcagtta
acgccaagac

atttctgtgce

ggggccaggg

cctgagactc
ccgccaggcet
cagcgattac
ctcactgttt
gagagctcgg

aaccctggtce

60

120

180

240

300

360

373



ES 2657470 T3

Gly Phe Ala Phe Thr Gly Tyr Gly

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

1 5
<210> 20

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 20

Ile Thr Ala Gly Ser Ser Tyr Ile
1 5
<210> 21

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 21

Ala Arg Val Ala Ser Pro Leu Val Arg Gly Leu His Leu Asp Tyr

1 5
<210> 22

<211> 3

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 22

Ala Asn Asp

1

<210> 23

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 23

Gln Ser Tyr Asp Arg Thr Leu Ser Val Val

1 5

<210> 24

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24

ggattcgcat tcactggtta tggt 24
<210> 25

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 25

atcactgctg gaagctcata catc 24
<210> 26

<211> 45

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26

gcgagagttg cgtctcctct ggttcgggga ctccacttag actac
<210> 27

<211> 9

<212> ADN



10

15

20

25

Homo sapiens

Homo sapiens

cagtcctatg accgcaccct gagtgtagtg

Homo sapiens

Leu
20

Trp

Thr

Phe

Ser

Ala
100

Ala

<213>
<400> 27
gctaacgac
<210> 28
<211> 30
<212> ADN
<213>
<400> 28
<210> 29
<211> 122
<212> PRT
<213>
<400> 29
Glu Val His Leu
1
Ser Leu Arg
Gly Leu Asn
35
Ser Ser Ile
50
Lys Gly Arg
65
Leu Gln Met
Ala Arg Val
Gly Gln Gly
115
<210> 30
<211> 110
<212> PRT
<213>

<400>

Val

5

Ser

Val

Ala

Thr

Asp

Ser

Leu

Homo sapiens

30

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile
70

Leu

Pro

Val

ES 2657470 T3

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Leu

Thr

Gly

Ala

Val

40

Ser

Arg

Ala

Val

Val
120

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Asp

Arg

105

Ser

41

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Gly

Ser

Leu

Phe

Lys

Asp

Gly
75

Thr

Leu

Val

Ala

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

His

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

30

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Asp
110

Gly
15

Gly

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Tyr

Gly

Tyr

Val

Val

Phe
80

Cys

Trp



10

15

Gln Ser

Arg Val

Tyr Asp

35

Ile
50

Leu

Ser
65

Gly

Arg Ala

Leu Ser

<210> 31

<211> 367
<212> ADN
<213>

gaggtgcacc
tcctgtgeag
ccagggaagg

gcagagtcag
ctgcaaatga

tctectetgg
tcctcag
<210> 32
<211> 331
<212> ADN
<213>
<400> 32
cagtctgtgce
tcectgecactg
cttccaggag
cctgaccgat

cgggctgagg

ttcggecggag

Val

Thr

Val

Tyr

Ser

Glu

Val

Leu Thr

Ile
20

Ser

Gln Trp

Ala Asn
Ser

Lys

Glu
85

Asp

Val
100

Phe

Homo sapiens

tggtggagtc
cctectggatt
gcctggagtg

tgaagggccg
gcgacctgag

ttcggggact

Homo sapiens

tgacgcagcce
ggggcagctce
cagcccccaa
tctctggete
atgaggctga

ggaccaagct

Gln

Cys

Tyr

Asp

Gly

70

Ala

Gly

ES 2 65

Pro Pro

Thr Gly

Gln Gln

40

Asn
55

Arg

Thr Ser

Asp Tyr

Gly Gly

tgggggaggc
cgcattcact
ggtttcatce

attcaccatc
agccgacgac

ccacttagac

gccctcecaatg
caacatcggg
actcctcatc
caagtctggce
ttattactgce

gaccgtcctg

7470 T3

Met
10

Ser Ser

Gly Ser Ser

25

Leu Pro Gly

Pro Ser Gly

Leu
75

Gly Ser

Tyr Cys Gln

90

Thr
105

Lys Leu

ctggtcaagce
ggttatggtc
atcactgctg

tccagagaca
acggctgtct

tactggggcce

tcecggggece
gcaggttatg
tatgctaacg
acctcaggct

cagtcctatg

g

42

Gly Ala

Asn Ile

30

Ala Ala

45

Val
60

Pro

Val Ile

Ser Tyr

Thr Val

ctggggggtce
taaattgggt
gaagctcata

acggcaagaa
attactgtgce

agggagccct

cagggcagag
atgtgcagtg
acaatcggcce
ccctagtcecat

accgcaccct

Pro

Gly

Pro

Asp

Ala

Asp

Gly Gln

15

Ala Gly

Lys Leu
Phe

Arg

Leu
80

Gly

Arg Thr

Leu
110

cctgagactce
ccgccaggtt
catcgactac

tacactgttce
gagagttgcg

ggtcaccgtc

ggtcaccatc
gtaccagcaa
ctcaggggtc

cgctggectce

gagtgtagtg

60

120

180

240
300

360

367

60

120

180

240

300

331



10

15

20

ES 2657470 T3

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Asp

Arg

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

Gly

Ser

Leu

Phe

Lys

Asp

Gly

75

Thr

Leu

Val

Ala

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

His

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Leu

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

15

Gly

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Tyr

Gly

Tyr

Val

Val

Phe

80

Cys

Trp

<210> 33
<211> 122
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 33
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Gly Leu Asn Trp Val Arg Gln Val
35 40
Ser Ser Ile Thr Ala Gly Ser Ser
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr TIle Ser Arg
65 70
Leu Gln Met Ser Asp Leu Arg Ala
85
Ala Arg Val Ala Ser Pro Leu Val
100
Gly Gln Gly Ala Leu Val Thr Val
115 120
<210> 34
<211> 367
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 34
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggagge
tcectgtgecag cctectggatt cgcattcact
ccagggaagg gcctggagtg ggtttcatcce
gcagagtcag tgaagggccg attcaccatc
ctgcaaatga gcgacctgag agccgacgac
tctectetgg ttcecggggact ccacttagac
tcctcag
<210> 35
<211> 10
<212> PRT
<213> Homo sapiens

ctggtcaagce
ggttatggtc
atcactgctg
tccagagaca
acggctgtct

tactggggcce

43

ctggggggtce
taaattgggt
gaagctcata
acggcaagaa
attactgtgce

agggagccct

cctgagactc
ccgccaggtt
catcgactac
tacactgttce
gagagttgcg

ggtcaccgtc

60

120

180

240

300

360

367



10

15

20

25

ES 2657470 T3

<400> 35

Gln Ser Tyr Asp Arg Ser Leu Ser Gly Val

1 5 10

<210> 36

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 36

cagtcctatg acaggagcct gagtggtgtc

<210> 37

<211> 110

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37

Gln Ser Val Val Thr Gln Pro Pro Ser Val Ser

1 5 10

Arg Val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Ser Ser
20 25

Tyr Asp Val His
35

Leu Ile Tyr Asp Asn Asn Asn Arg Pro

50

Ser Ala Ser Lys Ser Gl
65 70

Gln Ala Glu Asp Glu Al

85
Leu Ser Gly Val Phe Gl
100
<210> 38
<211> 331
<212>  ADN
<213> Homo sapiens

<400> 38
cagtctgtcg tgacgcagcce

tcectgcactg ggagcagetce
cttccaggaa cagcccccaa
ccggaccgat tctctgecte
caggctgagg atgaggctga

ttcggaactg ggaccaaggt

Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly

40

Ser Gly
55

y Thr Ser Ala Ser Leu
75

a Asp Tyr Tyr Cys Gln
90

y Thr Gly Thr Lys Val
105

gccctcagtg tetggggece
caacatcggg gcaggttatg
actcctcatc tatgataaca
caagtctgge acctcagcect
ttattactge cagtcctatg

caccgtecta g

44

30

Gly Ala Pro Gly Gln
15

Asn Ile Gly Ala Gly

30

Thr Ala Pro Lys Leu
45

Val Pro Asp Arg Phe

Ala Ile Thr Gly Leu

80

Ser Tyr Asp Arg Ser
95

Thr Val Leu

110

cagggcagag ggtcaccatc
atgtacactg gtaccagcaa
acaatcgacc ctcaggggtc
ccctggecat caccgggetce

acaggagcct gagtggtgtce

60

120

180

240

300

331



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2657470 T3

Ile Ser Ser Ser Ser Ser Tyr TIle

Ala Arg Ala Arg Ala Thr Gly Tyr Asn Ser Ile Thr Pro Tyr Phe Asp
5

5

10

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Val

5

<210> 39

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 39

1

<210> 40

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 40

1

Ile

<210> 41

<211> 3

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 41

Gly Asn Ser

1

<210> 42

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 42

1

<210> 43

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 43

ggcttcacat tcagctccta ctct
<210> 44

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 44

atctcaagct cctctagtta catc
<210> 45

<211> 51

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 45

10

gcccgggcta gagcaacagg ctataacagc attactcctt actttgacat c

<210>

46

45

24

24



10

15

20

25

30

35
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<211> 15

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 46

tcatccaaca tcggc

<210> 47

<211> 9

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 47

gggaacagc

<210> 48

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 48

cagtcttatg attcttctct gtctggagtc
<210> 49

<211> 124

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 49

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25

Ser Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40

Ser Ser Ile Ser Ser Ser Ser Ser Tyr Ile Tyr
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90

Ala Arg Ala Arg Ala Thr Gly Tyr Asn Ser TIle
100 105

Ile Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115 120

<210> 50

<211> 110

<212> PRT

<213> Homo sapiens

46

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Thr

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr
110

15

30

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Phe

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Asp



10

15

20

<400> 50

Gln Ser Val
1

Arg Val

Val
35

Tyr Asp

Ile
50

Leu

Ser
65

Gly

Gln Ala

Leu Ser

<210> 51
<211> 372
<212> ADN
<213> Homo

<400> 51
gaggtgcagc

tcatgcgcag
cctggcaagg
gcagactccg
ctgcagatga
gcaacaggct
accgtctect
<210>
<211>

<212>
<213>

52
330
ADN
Homo

<400> 52

Thr

Tyr

Ser

Glu

Gly

Val Thr

Ile

20
His

Ser

Trp
Gly Asn
Ser

Lys

Glu
85

Asp

Val
100

Phe

sapiens

tggtggagag
caagcggctt
gactggagtg
tgaagggaag
attccctgag
ataacagcat

ca

sapiens

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Gly

ES 2 65

Pro Pro

Thr Gly

Gln Gln

40

Asn
55

Arg

Thr Ser

Asp Tyr

Thr Gly

cggaggcgga
cacattcagc
ggtctctagt
gttcaccatc
agccgaagac

tactcecttac

Leu

Pro

Ala

Tyr

Thr

7470 T3

Val
10

Ser Ser

Ser Ser Ser

25

Pro Gly

Ser

Gly

Leu
75

Ser

Cys Gln

90

Lys Val

105

ctggtcaaac
tcctactcta
atctcaagct
tcacgcgata
accgctgtct

tttgacatct

47

Gly Ala Pro

Asn Ile Gly

30

Thr Ala Pro

45

Val
60

Pro Asp

Ala Ile Thr

Ser Tyr Asp

Thr Val Leu

110

ctggegggte
tgaactgggt
cctctagtta
acgccaaaaa

actattgcgce

ggggacaggg

Gly Gln

15

Ala Gly

Lys Leu

Phe

Arg

Leu
80

Gly

Ser Ser

95

actgagactg
gcgacaggct
catctactat
tagcctgtat
ccgggctaga

cacactggtg

60

120

180

240

300

360

372



10

15

20

25

30

35

40

45

50

cagtccgtceg
tcatgcactg
ctgcctggaa
cccgatagat
caggcagagg

ttcggcaccg

tcactcagce
ggtcctcatce
cagcacctaa
tcagcggatc
acgaagccga

gcacaaaagt

ES 2657470 T3

tccaagcegtce
caacatcggce
gctgctgatce
caaatctggce
ttactattgce

caccgtectg

agcggggcac
gctgggtacg
tacgggaaca
accagtgcct

cagtcttatg

ctgggcagcg ggtcacaatc
acgtgcactg gtatcagcag
gcaatcggce atctggagtce
cactggctat tacagggctg

attcttctct gtcectggagtce

<210> 53

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

Ala Arg Val Ala Ser Pro Met Val Arg Gly Leu His Phe Asp Tyr

1 5 10

<210> 54

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Val Val

1 5 10

<210> 55

<211> 24

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 55

ggctttacct ttagctccta ctct 24
<210> 56

<211> 45

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 56

gcccgcegteg ctagecctat ggtgeggggg ctgcattttg attat 45
<210> 57

<211> 27

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 57

tcttcaaaca tcggegcetgg gtacgac 27
<210> 58

<211> 30

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 58

cagagctacg attcatccct gagcgtggtc 30
<210> 59

<211> 122

<212> PRT

48

60

120

180

240

300

330



10

<213>
<400>

1

Ser

Ser

Ser

Lys
65

Leu

Ala

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

Arg

Tyr

Leu

Ser

65

Gln

Homo sapiens

59
Glu Val Gln

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Gln

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Val

Gly
115

60

110
PRT
Homo sapiens

60
Gln Ser Val

Val

Asp

Ile

50

Gly

Ala

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ala

100

Thr

Leu

Ile

20

His

Gly

Lys

Asp

Val

5

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Ser

Leu

Thr

5

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu
85

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Pro

Val

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

ES 2657470 T3

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Met

Thr

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Thr

Asp

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Val

Val
120

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Arg

105

Ser

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

49

Gly

10

Gly

Gly

Ile

Asn

Asp

90

Gly

Ser

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys
90

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Leu

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

His

Gly

Asn

Thr

Val

60

Ala

Ser

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Asp
110

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Tyr

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser
95

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Trp

Gln

Gly

Leu

Phe

Leu

80

Ser
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15

20

25

30

35
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Leu Ser Val Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu

<210> 61

<211> 366
<212>  ADN
<213>

<400> 61
gaagtgcagc

tcectgtgetg
cctggcaagg
gctgactccg
ctgcagatga
agccctatgg

tcatcce
<210> 62

<211> 330
<212> ADN
<213>

<400> 62
cagagcgtcc

tcectgtaceg
ctgcctggaa
cccgatagat
caggcagagg
ttcggaggceg
<210> 63

<211> 21

<212> PRT
<213>

<400> 63

100

Homo sapiens

tggtggaatc
ctagtggcectt
gactggagtg
tgaagggcceg
attccctgag

tgeggggget

Homo sapiens

tgacccagce
gcagttcttce
cagcacctaa
tcagcggatc
acgaagccga

gcacaaaact

Homo sapiens

tgggggcggy

tacctttage
ggtctctagt
gttcaccatc
ggcagaagac

gcattttgat

accatccgtg
aaacatcggce
gctgctgatce
caaatctggce
ttactattgce

gactgtcctg

105

ctggtcaaac
tcctactcta
atctcaagct
tcaagagata
acagccgtgt

tattggggac

agcggcgcac
gctgggtacg
tacgggaaca
accagtgcct

cagagctacg

Thr Val Leu
110

ctggcggaag
tgaactgggt
cctctagtta
acgcaaaaaa
actattgcgce

agggaactct

ccggccageg
acgtgcactg
gcaatcggece
cactggctat

attcatccecct

tctgaggcetg
gcgacaggca
catctactat
tagcctgtat
ccgegteget

ggtgaccgtc

agtgactatt
gtatcagcag
atctggagtc

tacagggctg

gagcgtggtce

Ser Ala Val Ser Lys Gly Tyr Leu Ser Ala Leu Arg Thr Gly Trp Tyr

1

5

Thr Ser Val Ile Thr

<210> 64
<211> 9
<212> PRT
<213>

<400> 64

20

Homo sapiens

10

Tyr Leu Ser Ala Leu Arg Thr Gly Trp

1

5

50

15

60

120

180

240

300

360

366

60

120

180

240

300

330
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Tyr Leu Ser Val Leu Arg Thr Gly Trp

<210> 65

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 65

1 5
<210> 66

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 66

Tyr Phe Ser Ala Leu
1 5
<210> 67

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 67

Tyr Phe Ser Val Leu
1 5
<210> 68

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 68

Tyr Lys Ser Ala Leu
1 5
<210> 69

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 69

Tyr Lys Ser Val Leu

1

5

Arg Thr Gly Trp

Arg Thr Gly Trp

Arg Thr Gly Trp

Arg Thr Gly Trp

51



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2657470 T3

Reivindicaciones

Anticuerpo aislado, o fragmento de unién de antigeno del mismo, que neutraliza la infeccion por
RSV, MPV y PVM, siendo el anticuerpo un anticuerpo monoclonal y uniéndose el anticuerpo o el
fragmento de unién de antigeno a una region conservada en la parte amino terminal de la proteina F
de RSV, de MPV o de PVM que comprende la secuencia de aminoacidos segun cualquiera de las
SEQ ID N°: 64-69.

Anticuerpo segun la reivindicacion 1, o fragmento de unién de antigeno del mismo, uniéndose el
anticuerpo o el fragmento de unién de antigeno especificamente a la proteina F prefusion y no a la
proteina F postfusion del RSV y del MPV.

Anticuerpo segun la reivindicacion 1 o 2, o fragmento de unién de antigeno del mismo, neutralizando
el anticuerpo o el fragmento de unién de antigeno la infeccion por RSV tanto del grupo A como del
grupo B, asi como por MPV tanto del grupo A como del grupo B.

Anticuerpo segun la reivindicaciéon 1 o 2, o fragmento de unién de antigeno del mismo, neutralizando
el anticuerpo o el fragmento de unioén de antigeno la infeccidon por MPV de los subgrupos A1, A2, B1
y B2.

Anticuerpo segun la reivindicacion 1 o 2, o fragmento de unién de antigeno del mismo, siendo la
concentracion de anticuerpo o de fragmento necesaria para un 50% de neutralizacion de RSV, MPV
o PVM de 500 ng/ml o inferior.

Anticuerpo segun la reivindicacion 1, o fragmento de unién de antigeno del mismo, que comprende
al menos una secuencia de region determinante de la complementariedad (CDR) que tiene al menos
un 95% de identidad de secuencia con una cualquiera de SEQ ID N°: 1-6, 19-23, 35, 39-42 o 53-54.

Anticuerpo segun la reivindicacion 1, o fragmento de union de antigeno del mismo, que comprende
una cadena pesada que incluye la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 1 para CDRH1, SEQ ID
N°: 2 para CDRH2 y SEQ ID N°: 3 para CDRH3; SEQ ID N°: 1 para CDRH1, SEQ ID N°: 39 para
CDRH2 y SEQ ID N°: 40 para CDRH3; SEQ ID N°: 19 para CDRH1, SEQ ID N° 20 para CDRH2 y
SEQ ID N°: 21 para CDRH3; o SEQ ID N°: 1 para CDRH1, SEQ ID N°: 39 para CDRH2 y SEQ ID N°:
53 para CDRH3.

El anticuerpo segun la reivindicacion 1 o 7, o fragmento de union de antigeno del mismo, que
comprende una cadena ligera que incluye la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 4 para
CDRL1, SEQ ID N°: 5 para CDRL2 y SEQ ID N°: 35 para CDRL3; SEQ ID N°: 4 para CDRL1, SEQ
ID N°: 5 para CDRL2 y SEQ ID N°: 6 para CDRL3; SEQ ID N°: 4 para CDRL1, SEQ ID N°: 41 para
CDRL2 y SEQ ID N°: 42 para CDRL3; SEQ ID N°: 4 para CDRL1, SEQ ID N°: 22 para CDRL2 y SEQ
ID N°: 23 para CDRL3; o SEQ ID N°: 4 para CDRL1, SEQ ID N° 41 para CDRL2 y SEQ ID N°: 54
para CDRL3.

El anticuerpo segun la reivindicacion 1, o fragmento de unién de antigeno del mismo, que
comprende (i) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en
SEQ ID N°: 1, SEQ ID N° 2 y SEQ ID N° 3, respectivamente, y las secuencias de cadena ligera
CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 5 y SEQ ID Ne°: 35,
respectivamente; (ii) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran
en SEQ ID N° 1, SEQ ID N°: 2 y SEQ ID N°: 3, respectivamente, y las secuencias de cadena ligera
CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en SEQ ID N° 4, SEQ ID N°: 5y SEQ ID N°: 6,
respectivamente; (iii) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran
en SEQ ID N°: 1, SEQ ID N° 39 y SEQ ID N°: 40, respectivamente, y las secuencias de cadena
ligera CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 41 y SEQ ID N°: 42,
respectivamente; (iv) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran
en SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 39 y SEQ ID N°: 40, respectivamente, y las secuencias de cadena
ligera CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 5y SEQ ID N°: 6,
respectivamente; (v) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran
en SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 2 y SEQ ID N°: 3, respectivamente, y las secuencias de cadena ligera
CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en SEQ ID N° 4, SEQ ID N° 41 y SEQ ID N°: 42,
respectivamente; (vi) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran
en SEQ ID N° 19, SEQ ID N° 20 y SEQ ID N°: 21, respectivamente y las secuencias de cadena
ligera CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 22 y SEQ ID N°: 23,
respectivamente; (vii) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran
en SEQ ID N°: 1, SEQ ID N°: 39 y SEQ ID N°: 53, respectivamente, y las secuencias de cadena
ligera CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 41 y SEQ ID N°: 54,
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respectivamente; (viii) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDRS3 tal como se
muestran en SEQ ID N° 1, SEQ ID N°: 39 y SEQ ID N°: 53, respectivamente y las secuencias de
cadena ligera CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 22 y SEQ ID
N°: 23, respectivamente; o (ix) las secuencias de cadena pesada CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se
muestran en SEQ ID N°: 19, SEQ ID N°: 20 y SEQ ID N°: 21, respectivamente, y las secuencias de
cadena ligera CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se muestran en SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°: 41 y SEQ ID
N°: 54, respectivamente.

Anticuerpo segun una de las reivindicaciones 1-9, o fragmento de unién de antigeno del mismo, que
comprende una region variable de cadena pesada que tiene al menos un 80% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos de una cualquiera de SEQ ID N°: 13, 17, 29, 33, 49 o
59, y/o que comprende una region variable de cadena ligera que tiene al menos un 80% de identidad
de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 14, 30, 37, 50 o 60.

Anticuerpo segun la reivindicacion 1, o fragmento de unién de antigeno del mismo, comprendiendo
el anticuerpo una regién variable de cadena pesada que incluye la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID N°: 17 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID N° 37; o una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N°: 13 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID N° 14; o una regién variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 17 y una region variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 14; o una regién variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 49 y una region variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 50; o una region variable de cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 49 y una region variable de
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 14; o una region variable
de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N° 17 y una region
variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 50; o una
region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 29 y
una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°:
30; o una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID N°: 33 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID N° 30; o una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID N°: 59 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID N° 60; o una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 59 y una region variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 30; o una regién variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 33 y una region variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID N°: 60, neutralizando el anticuerpo o
fragmento de unidn de antigeno la infeccion por RSV, MPV y PVM.

Anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, o fragmento de unién de
antigeno del mismo, siendo el anticuerpo monoclonal o fragmento de unién de antigeno del mismo
un anticuerpo humano, un anticuerpo purificado, un anticuerpo de cadena simple, Fab, Fab’, F(ab’)2,
Fv o scFv.

Molécula de acido nucleico que comprende un polinucledtido que codifica el anticuerpo, o el
fragmento de unidon de antigeno del mismo, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
siendo la secuencia de polinucleétido preferiblemente al menos un 75% idéntica a la secuencia de
acidos nucleicos de cualquiera de las SEQ ID N°: 7-12, 15, 16, 18, 24-28, 31-32, 34, 36, 38, 43-48,
51-52, 55-58 0 61-62.

Vector que comprende la molécula de &cido nucleico segun la reivindicacion 13.

Célula que expresa el anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12, o un fragmento de
union de antigeno del mismo; o que comprende el vector segun la reivindicacion 14.

Composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-
12, o un fragmento de union de antigeno del mismo, el acido nucleico segun la reivindicacion 13, el
vector segun la reivindicacion 14, o la célula segun la reivindicacion 15, y un diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Composicion farmacéutica que comprende un primer anticuerpo, o un fragmento de unién de
antigeno del mismo, y un segundo anticuerpo, o un fragmento de unién de antigeno del mismo,
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siendo el primer anticuerpo el anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12, y
neutralizando el segundo anticuerpo la infeccion por RSV o MPV o tanto por RSV como por MPV.

Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12, o un fragmento de unién de antigeno del
mismo, acido nucleico segun la reivindicacion 13, vector segun la reivindicacion 14, célula segun la
reivindicacion 15 o composicién farmacéutica segun la reivindicacion 16 o 17, para su uso en el
tratamiento o la atenuacion de la infeccién por RSV o MPV o tanto por RSV como por MPV.

Anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12, o un fragmento de unién de antigeno del
mismo, acido nucleico segun la reivindicacion 13, vector segun la reivindicacion 14, célula segun la
reivindicacion 15 o composicion farmacéutica segun la reivindicacion 16 o 17, para su uso como una
vacuna.

Uso del anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12, o un fragmento de unién de
antigeno del mismo, del acido nucleico segun la reivindicacion 13, del vector segun la reivindicacion
14, de la célula segun la reivindicacion 15 o de la composicion farmacéutica segun la reivindicacion
16 0 17, para el diagndstico in vitro de la infeccion por RSV o MPV.

Uso del anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12, o un fragmento de unién de

antigeno del mismo, para controlar la calidad de vacunas anti-RSV o anti-MPV comprobando que el
antigeno de dicha vacuna contiene el epitopo especifico en la conformacion correcta.
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Rastreo primario utilizando un ensayo de microneutralizacién de MPV

Rastreo primario utilizando un ensayo de microneutralizacién de MPV
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El HMB2430 y el HMB3210 neutralizan de forma cruzada la infeccién por el RSV y el
MPV in vitro
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FIGURA 24 .

Secuencias para HMB3210

FIGURA 24A

Nucledtidos VH.1

gaggaacagctgctagagtctgggggaggcctggtcaagectggggggtccctgagactotect
gtgcagcctctggattecaccttecagtagttatageatgaactgggtocgecaggectoccagggaa
ggagctggagtygggtotcatccattagtgeaagtageagttacagegattacgeagacteagey
aagggccgattcaccatcteocagagacaacgccaagacctcactgtttotgecaaatgaacageo
tgagagccgaggacacggctatctattictgtgegagagetegggecaactggetacagttecat
tacceccectactttgacatttggggccagggaaccotyggticacegtctectcay

Aminoacidos VH.1 ;

EEQLLESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVROAPGEGLEWVS SISASSSYSDYADSA
KGRETISRDNAKTSLFLOMNSLRAEDTAIYFCARARATGYSSITPYFDIWGOGTLVTVSS

Nucledtidos VH.2 3

gaggtgcagotggtggagtctgggggaggooctggtocaagectggggggtcooctgagactoteoct
gtgcagcectcoctggatteacctteagtagttatageatgaactgggtocgecaggotecagggaa
ggggctggagtgggtctecatccattagtgecaagtageagttacagegattacgcagactcagog
aagggccgattcaccatctceccagagacaacgccaagacctcactgtttetgocaaatgaacagee
tgagagccgaggacacggctatctatttoctgtgegagagetegggecaactggetacagttecat
taccecectactttgacatttggggecagggaaccctggtcacecgtectocteag

Aminoacidos VH.2 ;

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCARASGFTFSSYSMNWVROAPGKGLEWVSSISASSSYSDYADSA
KGRFTISREDNAKTSLFLOMNSLRAEDTAIYFCARARATGYSSITPYFDIWGOGTLVTVSS
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FIGURA 24B

Nucledtidos VL

cagtectgtogtgacgcagacgecctecagtgtotggggecccagggcagagggtcaccatectect
gcactgggagrcagetccaacateggggeaggttatgatgtacactggtaccageaacttccagyg
aacagcocccaaactoctcatotatgataacaacaatogacooctcaggggtocoggacecgatte
tctgecctecaagtetggecacctcagoctoocctggecatcaccgggoteccaggotgaggatgagy
ctgattattactgcecagtectatgacaggaacetgagtggtgtettcggaactgggaccaaggt
caccgtoctag

Aminoacidos VL

OSVVTQTPSVIGAPGORVTISCTGSSSNIGAGYDVHWY QQLPGTAPKLLIYDNNNRPSGVPDRE
SASKSGTSASLATITGLQAEDEADYYCQSYDRNLSGVEGTGTKVTVL

Nucleétidos VL.3

cagtetgtegtgacgcagecgeecteagtgtetggggeccecagggcagagggtecaccatetect
gcactgggagcagetecaacateggggeaggttatgatgtacactggtaccageaacttecagg
aacagccoccccaaactcctcatctatgataacaacaatcgaccctcaggggtococggaccgatte
toetgectecaagtetggeaceteagectecectggecatecacegggetecaggetgaggatgagy
ctgattattactgcecagtectatgacaggagectgagtggtgtettoggaactgggaccaaggt
caccgteoctag

Aminoacidos VL.3

QSVVTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWY QQLPGTAPKLLI YDNNNRPSGVEDRE
SASKSGTSASLAITGLOAEDEADY YCQSYDRSLSGVFGTGTKVIVL
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FIGURA 24C

VH.3 (VH-GL)

gaggtgcagctggtggagagcggaggeggactggtcaaacctggecgggtcactgagactgteat
gecgeagcaageggettcacatteagetectactetatgaactgggtgegacaggetectggeaa
gggactggagtgggtctctagtatetcaagetectetagttacatectactatgeagacteegty
aagggaaggttcaccatctecacgegataacgeocaaaaatagoctgtatectgoagatgaattooo
tgagagccgaagacaccgctgtctactattgecgecegggetagagecaacaggetataacageat
tactecttactttgacatetggggacagggeoacactggtgaccgtetectea

VH.3 (VH-GL)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVROAPGKGLEWVSSISSSSSYIYYADSY
EGRFTISRDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARARATGYNSITPYFDIWGOGTLVTVSS

VL.4 (VL-GL)

Cagtcocgtegtecactecagecteocaagegtocagoggggecacctygggcagcgggtcacaatecteat
gractgggtccteatecaacateggegectgggtacgacgtgecactggtatecageagetgectygy
aacagcacctaagctgctgatctacgggaacageaatcggccatctggagtecccgatagatte
agcggatccaaatctggecaccagtgoctoactggetattacaggyctgocaggoagaggacgaag
cogattactattgocagtettatgattettetetgtetggagtettoggoacoggracaaaagt
caccgtcctg

VL.4 (VL-GL)

OSVVTQPPSVSGAPGORVTISCTGSSSNIGAGYDYVHWYQQLPGTAPKLLIYGNSNRPSGYVEPDRE
SGSKSGTSASLATTGLOAEDEADYYCQSYDSSLSGVFGTGTEVTVL
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FIGURA 25

Secuencias para HMIB2430

FIGURA 25A
Nucleétidos VH.1

gaggtgracctggtggagtctgggggaggcctggtcaagecctggggggtcocctgagacteotoct
gtgcagcctectggattegeattecactggttatggtectaaattgggtcecgecaggttecagggaa
gggcctggagtgggtttcatccatecactgetggaagetecatacategactacgcagagtcagtyg
aagggccgattcaccatctccagagacaacggcaagaatacactgttcctgecaaatgagegacc
tgagagccgacgacacggctgtectattactgtgegagagttgegtetectetggtteggggact
ccacttagactactggggccagggagecocctggtcacogtotectoag

Aminoacidos VH.1 3

EVHLVESGGGLVKEPGGSLRLSCAASGFAFTGYGLNWVROVPGEKGLEWVSSITAGSSYIDYAESV
KGRFTISRDNGENTLFLOMSDLRADDTAVY Y CARVASPLVRGLHLDYWGOGALVTVSS

Nucledtidos VH.2

gaggtgcagctggtggagtectgggggaggecctggtcaageoctggggggtocctgagacteotect
gtgcagcocctctggattegeattcactggttatggtctaaattgggtcocgccaggttoecagggaa
gggcctggagtgggtttecatccateactgetggaagetcatacategactacgecagagtocagtyg
aagggccgattcaccatctoccagagacaacggcaagaatacactgttectgeaaatgagegace
tgagageoccocgacgacacggctgtectattactgtgegagagttgegtetectetggtteggggact
ccacttagactactggggccagggageccctggtcaccgtectectecag

Aminoacidos VH.2 3

EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFAFTGYGLNWVROVEPGKGLEWVSSITAGSSYIDYAESY
KGRFTISRDNGENTLFLOMSDLRADDTAVY YCARVASPLVRGLHLDYWGOGALVTVSS
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FIGURA 25B
Nucleétidos VL

cagtotgtgetgacgecagecgecctecaatgtocggggecccagggecagagggtecaccateteoct
gractgggggcagetccaacateggggcaggttatgatgtgcagtggtaccageaacttocagg
agcagccoccccaaactecctcatctatgetaacgacaatcggeccoctcaggggteccctgaccgattc
toetggetecaagtetggeaccteaggetecctagteategetggectecgggetgaggatgagy
ctgattattactgcecagtectatgacegeacectgagtgtagtgttcggoggagggaccaaget
gaccgtectgy

Aminoacidos VL

OSVLTOPPSMSGAPGORVT ISCTGGESNIGAGYDVOWY QQLPGAAPKLLIYANDNRPSGVPDRE
SGSKESGTSGSLVIAGLRAEDEADYYCQSYDRTLSVVEGGGTKLTVL

Nucleétidos VH.3 (VH-GL)

gaagtgcagctggtggaatctgggggegggotggtecaaacctoggecggaagtoctgaggectgtect
gtagctgctagtggetttacctttagetectactetatgaactgggtgecgacaggcacctggcaa
gggactggagtgggtctctagtatetcaagetectetagttacatectactatgetgacteogtyg
aagggcoggttcaccatctcaagagataacgoaaaaaatagoectgtatotgeagatgaattooc
tgagggcagaagacacagoccgtgtactattgogecegegtegetageecctatggtgeggggget
gcattttgattattggggacagggaactetggtgacecgtetecatee

Aminoacidos VH.3 (VH-GL)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVROAPGKGLEWVSSISSSSSYIYYADSY
KGRFTISEDNAKNSLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVASPMVRGLHFDYWGQGTLVTVSS

Nucleétidos VL.2 (VL-GL)

CAGAGCGTCCTGACCCAGCCACCATCCGTGAGCGGCGCACCCGGCCAGCGAGTGACTATTTCCT
GTACCGGCAGTICTTCAAACATCGGCGCTGGGTACGACGTGCACTGGTATCAGCAGCTGCCTGG
AACAGCACCTAAGCTGCTGATCTACGGGAACAGCAATCGGCCATCTGGAGTCCCCGATAGATTC
AGCGGATCCAAATCTGGCACCAGTGCCTCACTGGC TATTACAGGGCTGCAGGCAGAGGACGAAG
CCGATTACTATTGCCAGAGCTACGATTCATCCCTGAGCGTGGTCTTCGGAGGLGGCACAAMACT
GACTGTCCTG

Aminoacidos VL.2 (VL-GL)

QOSVLTQPPSVSGAPGORVTISCTGSSSNIGAGYDVHWY QOLPGTAPKLLIYGNSNRPSGVPDRE
SGSKSGTSASLAITGLQAEDEADYYCQSYDSSLSVVEGGGTKLTVL
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