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DESCRIPCION
Anticuerpos neutralizantes contra el virus de la gripe Ay usos de estos
ANTECEDENTES

Se cree que la respuesta con anticuerpos neutralizantes frente al virus de la gripe A es especifica para un subtipo viral
concreto. Existen 16 subtipos de la gripe A definidos por sus hemaglutininas (HA). Las 16 HA, H1 - H16, se pueden
clasificar en dos grupos. El grupo 1 esté constituido por los subtipos H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13 y H16, y
el grupo 2 incluye los subtipos H3, H4, H7, H10, H14 y H15. Aunque todos los subtipos estan presentes en las aves,
principalmente los subtipos H1, H2 y H3 causan enfermedades en seres humanos. Los subtipos H5, H7 y H9 provocan
infecciones graves esporadicas en seres humanos y pueden generar una nueva pandemia. Los virus H1 y H3
evolucionan continuamente y generan nuevas variantes, un fenémeno denominado deriva antigénica. Como
consecuencia, los anticuerpos producidos como respuesta a virus anteriores no protegen o lo hacen de manera
deficiente frente a nuevos virus que han experimentado deriva. Una consecuencia es que se ha de producir una nueva
vacuna cada afio contra los virus H1 y H3 que se predice que van a aparecer, un proceso que es muy costoso, asi
como no siempre eficaz. Lo mismo es valido para la produccion de una vacuna contra la gripe H5. Ciertamente, no
esta claro si las vacunas H5 actuales basadas en los aislados del virus de la gripe A de Vietnam o Indonesia protegeran
contra un futuro virus H5 pandémico.

Por estas razones, seria sumamente deseable disponer de una vacuna que induzca anticuerpos ampliamente
neutralizantes capaces de neutralizar todos los subtipos del virus de la gripe A, asi como también sus variantes anuales
(revisado por Gerhard et al., 2006). Ademas, los anticuerpos heterosubtipicos ampliamente neutralizantes se podrian
utilizar en contextos preventivos o terapéuticos.

Se han caracterizado anticuerpos que reconocen el virus de la gripe A. Los anticuerpos contra M2 (una pequefia
proteina invariante expresada en las células infectadas pero no en los virus infecciosos) han demostrado un cierto
efecto protector in vivo, posiblemente al convertir las células infectadas en dianas de la destruccion por parte de las
células NK o linfocitos T citotdxicos. Sin embargo, la HA es la principal diana de los anticuerpos neutralizantes. Esta
comprende un gran ectodominio de =500 aminoéacidos que es escindido por las enzimas derivadas del hospedador
para generar 2 polipéptidos que siguen estando unidos por un enlace disulfuro. El fragmento N-terminal mas grande
(HA1, 320-330 aminoacidos) forma un dominio globular distal respecto a la membrana que contiene el sitio de unién
al receptor y la mayoria de los determinantes reconocidos por los anticuerpos neutralizantes del virus. La porcién C-
terminal méas pequefa (HA2, =180 aminoacidos) forma una estructura de tipo tallo que ancla el dominio globular a la
membrana viral o celular. El grado de homologia secuencial entre los subtipos es menor en los polipéptidos HA1 (34%-
59% de homologia entre subtipos) que en el polipéptido HA2 (51%-80% de homologia). La regién mas conservada es
la secuencia alrededor del sitio de escision, especialmente los 11 aminoacidos N-terminales de HA2, denominada
péptido de fusién, que esta conservada entre todos los subtipos del virus de la gripe A. Parte de esta regién esta
expuesta como un bucle superficial en la molécula precursora de HA (HAOQ) pero se vuelve inaccesible cuando se
escinde HAO para obtener HA1/HA2. Resumiendo, estas son regiones conservadas entre diferentes subtipos de HA,
especialmente en la region de unién HA1-HA2 y en la region HA2. Sin embargo, estas regiones no son muy accesibles
para los anticuerpos neutralizantes.

Tan s6lo ha habido un éxito limitado en la identificacién de anticuerpos que neutralizan mas de un subtipo de virus de
la gripe A y su amplitud de neutralizacion es reducida y su potencia es baja. Okuno et al., inmunizaron ratones con el
virus de la gripe A/Okuda/57 (H2N2) y aislaron un anticuerpo monoclonal (C179) que se une a un epitopo
conformacional conservado en HA2 y neutraliza virus de la gripe A del subtipo H2, H1 y H5 del grupo 1 in vitro e in
vivo en modelos animales (Okuno et al.,1993; Smirnov et al., 1999; Smirnov et al., 2000).

Recientemente Gioia et al. describieron la presencia de anticuerpos neutralizantes contra el virus H5N1 en el suero
de algunos individuos que recibieron una vacuna contra la gripe estacional convencional. (Gioia et al., 2008). Los
autores sugieren que la actividad neutralizante puede deberse a anticuerpos contra la neuraminidasa (N1). Sin
embargo, no se aislaron los anticuerpos monoclonales y no se caracterizaron los epitopos diana. No estéa claro si los
anticuerpos del suero neutralizan otros subtipos del virus de la gripe A.

A pesar de décadas de investigacion, no se dispone de anticuerpos comercializados que neutralicen o inhiban
ampliamente la infeccidn por el virus de la gripe A o atenden la enfermedad provocada por el virus de la gripe A. Por
tanto, se necesita identificar nuevos anticuerpos que protejan frente a multiples subtipos del virus de la gripe A.

El documento W02008/028946A2 describe moléculas de unién tales como los anticuerpos monoclonales Schumann
que se unen al virus de la gripe H5NL1 y tienen actividad neutralizante contra el virus de la gripe HSN1.

El documento EP1264885 A1l describe una coleccion de anticuerpos que se prepara seleccionando una region variable
de la cadena ligera capaz de unirse a la region sepultada de la cadena pesada para reproducir una conformacioén
activa utilizando esta.
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El documento WO 2007 1343 27A2 describe métodos y medios para identificar, producir y modificar anticuerpos
neutralizantes contra virus de la gripe A y para los anticuerpos neutralizantes producidos.

El documento EP1925318 A1 describe el uso del virus de la variolovacuna de Ankara modificado (MVA, por sus siglas
en inglés) recombinante que comprende un acido nucleico heterélogo para la produccion de un medicamento, en
particular, una vacuna, cuando la secuencia del acido nucleico heterdlogo procede de un antigeno HV de la clase de
virus de la gripe A.

COMPENDIO DE LA INVENCION

La invencién se basa, en parte, en el aislamiento a partir de individuos vacunados con la vacuna contra la gripe
estacional de anticuerpos monoclonales humanos de origen natural que se unen a HA y neutralizan la infeccién de
mas de un subtipo de virus de la gripe A, asi como también de epitopos novedosos a los cuales se unen los anticuerpos
de la invencion. En consecuencia, en un aspecto de la invencion, la invencion comprende un anticuerpo y fragmentos
de unién al antigeno de este que neutralizan la infeccion de mas de un subtipo de virus de la gripe A, seleccionados
entre subtipos del grupo 1y grupo 2.

En consecuencia, en un primer aspecto de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo, o un fragmento de
unioén al antigeno de este, que comprende secuencias de la region determinante de la complementariedad (CDR, por
sus siglas en inglés) 1, 2 y 3 de la cadena pesada que tienen una identidad secuencial de al menos un 75% con las
SEQ ID NOs: 1, 2 y 3, respectivamente, y secuencias de CDR 1, 2 y 3 de la cadena ligera que tienen una identidad
secuencial de al menos un 75% con las SEQ ID NOs: 4, 5y 6, respectivamente, donde el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo se une a un polipéptido que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOs: 37, 38, 39y
40 y donde el anticuerpo neutraliza la infeccion de un subtipo del grupo uno y el subtipo del grupo 2 del virus de la
gripe A.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencién, se proporciona una molécula de acido nucleico que
comprende un polinucleétido que codifica un anticuerpo, fragmento de unién al antigeno de este, que neutraliza la
infeccion de un subtipo del grupo 1y un subtipo del grupo 2 del virus de la gripe A donde el polinucle6tido comprende
una secuencia de las a) SEQ ID NOs: 7-12, b) SEQ ID NOs: 15y 16, 0 c) SEQ ID NOS 34 y 16.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona una molécula de acido nucleico que
comprende un polinucleétido que codifica un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de acuerdo con el primer
aspecto de la presente invencion.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invencién, se proporciona una célula que expresa un anticuerpo o
fragmento de unién al antigeno de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencion.

De acuerdo con un quinto aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicion farmacéutica que
comprende el anticuerpo o fragmento de union al antigeno de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién,
el &cido nucleico de acuerdo con el segundo o tercer aspecto de la presente invencion o la célula de acuerdo con el
cuarto aspecto de la presente invencion y un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con un sexto aspecto de la presente invencién, se proporciona el uso de un anticuerpo, o fragmento de
unién al antigeno de este, de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencion, el acido nucleico de acuerdo
con el segundo o tercer aspecto de la presente invencion, la célula de acuerdo con el cuarto aspecto de la presente
invencion o la composicién farmacéutica de acuerdo con el quinto aspecto de la presente invencion en la produccion
de un medicamento para el tratamiento de la infeccion por el virus de la gripe A.

De acuerdo con el séptimo aspecto de la presente invencién, se proporciona el uso de un polipéptido aislado o
inmundgeno purificado que comprende un epitopo que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID
NOs: 37, 38, 39 y 40, donde el polipéptido inmundgeno se une al anticuerpo o fragmento de union al anticuerpo de
acuerdo con el primer aspecto de la presente invencién en un método in vitro de cribado para detectar ligandos
capaces de neutralizar la infeccion por el virus de la gripe A.

De acuerdo con un octavo aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de un anticuerpo o fragmento de
unién al antigeno de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencion, el acido nucleico de acuerdo con el
segundo o tercer aspecto de la presente invencion, la célula de acuerdo con el cuarto aspecto de la presente invencién
o la composicién farmacéutica de acuerdo con el quinto aspecto de la presente invencion en un método in vitro de
diagnostico de la infeccién por el virus de la gripe A.

De acuerdo con un noveno aspecto de la presente invencion, se proporciona el uso de un anticuerpo o fragmento de
union al antigeno de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencidn, acido nucleico de acuerdo con el segundo
o tercer aspecto de la presente invencién, la célula de acuerdo con el cuarto aspecto de la presente invencién o la
composicion farmacéutica de acuerdo con el quinto aspecto de la presente invencién en un método in vitro de
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monitorizacion de la calidad de las vacunas contra el virus de la gripe A comprobando que el antigeno de dicha vacuna
contenga el epitopo especifico en la conformacion correcta.

De acuerdo con un décimo aspecto de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo o un fragmento de union
al antigeno de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencion, el acido nucleico de acuerdo con el segundo
o tercer aspecto de la presente invencion, la célula de acuerdo con el cuarto aspecto de la presente invencion, la
composicion farmacéutica de acuerdo con el quinto aspecto de la presente invenciéon o un polipéptido inmunégeno
aislado o purificado que comprende un epitopo que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOs:
37, 38, 39 y 40, donde el polipéptido inmundgeno se une al anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de acuerdo
con el primer aspecto de la presente invencion para su uso en el tratamiento de la infeccién por el virus de la gripe A.

La invencion comprende un anticuerpo, o un fragmento de union al antigeno de este, que neutraliza la infeccion de un
subtipo del grupo 1 y un subtipo del grupo 2 del virus de la gripe A segun se define en el primer aspecto de la presente
invencion. En otra realizacion, la invencion comprende un anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno de este, que
comprende secuencias de la regidn determinante de la complementariedad (CDR) 1, 2 y 3 de la cadena pesada que
tienen una identidad secuencial de al menos un 95% con las SEQ ID NOs: 1, 2 y 3, respectivamente, y secuencias de
CDR 1, 2 y 3 de la cadena ligera que tienen una identidad secuencial de al menos un 95% con las SEQ ID NOs: 4, 5
y 6, respectivamente.

En otra realizacién mas, la invencion comprende un anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno de este, que
comprende (i) una regién variable de la cadena pesada que tiene una identidad secuencial de al menos un 95% con
la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NOs: 13 o 33; y (ii) una region variable de la cadena ligera
gue tiene una identidad secuencial de al menos un 95% con la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 14. La
invencion comprende ademas un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno de este, donde el anticuerpo es la
variante 1 de FI6 o la variante 2 de FI6.

Opcionalmente, el anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno de este, de la invencién es expresado por un clon de
linfocitos B inmortalizados.

En un aspecto, la invencion comprende una molécula de acido nucleico que comprende un polinucleétido que codifica
un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencién. También se divulga un vector que comprende una molécula
de acido nucleico de la invencién o una célula que expresa un anticuerpo de la invencion o un fragmento de unién al
antigeno de este. También se divulga un polipéptido inmunégeno aislado o purificado que comprende un epitopo que
se une a un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la invencion.

También se divulga una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo de la invencién o un fragmento de
unioén al antigeno de este, una molécula de acido nucleico de la invencién, un vector que comprende una molécula de
acido nucleico de la invencion, una célula que expresa un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo de la invencion, o
un polipéptido inmundgeno y un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable. También se divulga una
composicion farmacéutica que comprende un primer anticuerpo, o un fragmento de union al antigeno de este, y un
segundo anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno de este, donde el primer anticuerpo es un anticuerpo de la
invencion y el segundo anticuerpo es un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno de este, que neutraliza la
infeccion por el virus de la gripe A.

También se divulga el uso de un anticuerpo de la invencion, o un fragmento de unién al antigeno de este, un acido
nucleico de la invencion, un vector que comprende un acido nucleico de la invencién, una célula que expresa un vector
de la invencién, un polipéptido inmundgeno aislado o purificado que comprende un epitopo que se une a un anticuerpo
o fragmento de anticuerpo de la invencién, o una composicién farmacéutica de la invencion (i) en la produccién de un
medicamento para el tratamiento de la infeccion por virus de la gripe A, (ii) en una vacuna o (iii) en el diagnostico de
la infeccion por el virus de la gripe A. Ademas, también se divulga el uso de un anticuerpo de la invencién, o un
fragmento de unién al antigeno de este, para monitorizar la calidad de las vacunas contra el virus de la gripe A
comprobando que el antigeno de dicha vacuna contenga el epitopo especifico en la conformacion correcta.

También se divulga un método para reducir la infeccion por el virus de la gripe A o para reducir el riesgo de infeccion
por el virus de la gripe A que comprende administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad terapéuticamente eficaz
de un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo de union al antigeno de la invencién.

También se divulga un epitopo que se une especificamente a un anticuerpo de la invencién, o un fragmento de union
al antigeno de este, para su uso (i) en la terapia, (ii) en la produccién de un medicamento para tratar la infeccién por
el virus de la gripe A, (iii) como una vacuna o (iv) en el cribado para detectar ligandos capaces de neutralizar la infeccién
por el virus de la gripe A.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion se basa, en parte, en el descubrimiento y aislamiento a partir de individuos que fueron vacunados con la
vacuna contra la gripe A estacional, de anticuerpos humanos de origen natural que neutralizan de manera amplia
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diferentes subtipos del virus de la gripe A, asi como también de epitopos novedosos a los cuales se unen los
anticuerpos de la invencién. Tales anticuerpos son atractivos, ya que se necesitan Unicamente uno 0 unos pocos
anticuerpos para neutralizar diferentes subtipos del virus de la gripe A. Ademas, los epitopos reconocidos por tales
anticuerpos pueden ser parte de una vacuna capaz de inducir proteccion amplia contra aislados pandémicos
candidatos y estacionales de diferentes subtipos.

En consecuencia, en una realizacién la invenciéon proporciona un anticuerpo, o un fragmento de union al antigeno de
este, que neutraliza la infecciéon de un subtipo del grupo 1 y un subtipo del grupo 2 del virus de la gripe A segin se
define en el primer aspecto de la invencion.

Los anticuerpos, y fragmento de unién al antigeno de estos, de la invencién tienen una amplia especificidad contra HA
de diferentes subtipos del virus de la gripe A. El anticuerpo, o fragmentos de unién al antigeno de la invencion, se
puede unir especificamente a un epitopo en la region tallo de HA que esta conservada entre dos 0 mas subtipos del
virus de la gripe A seleccionados a partir del grupo 1 y grupo 2. El anticuerpo, o fragmentos de union al antigeno de la
invencion, se une especificamente a un polipéptido que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID
NOs: 37, 38, 39 y 40.

También se divulgan anticuerpos monoclonales humanos, los clones de linfocitos B inmortalizados o las células
hospedadoras transfectadas que secretan anticuerpos de la invencién, y el acido nucleico que codifica los anticuerpos
de la invencion.

Las expresiones “fragmento de unién al antigeno”, “fragmento” y “fragmento de anticuerpo”, tal como se utilizan en la
presente, se utilizan indistintamente para referirse a cualquier fragmento de un anticuerpo de la invencién que
mantiene la actividad de unién al antigeno del anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo ejemplares incluyen, sin
caracter limitante, un anticuerpo monocatenario, Fab, Fab', F(ab")2, Fv o scFv. El término “anticuerpo”, tal como se
utiliza en la presente incluye tanto los anticuerpos como los fragmentos de unidn al antigeno de estos.

La expresion “especificidad amplia”, tal como se utiliza en la presente, se utiliza para referirse a un anticuerpo o un
fragmento de unién al antigeno de la invencién que se puede unir y/o neutralizar uno 0 mas subtipos del grupo 1y uno
0 mas subtipos del grupo 2 del virus de la gripe A.

Un “anticuerpo neutralizante”, tal como se utiliza en la presente, es uno que puede neutralizar, es decir, prevenir,
inhibir, reducir, impedir o interferir con la capacidad de un patdgeno para iniciar y/o perpetuar una infecciéon en un
hospedador. Las expresiones “anticuerpo neutralizante” y “un anticuerpo que neutraliza” o “anticuerpos que
neutralizan” se utilizan indistintamente en la presente. Los anticuerpos se pueden utilizar, solos o combinados, como
agentes profilacticos o terapéuticos tras la formulacidon apropiada, asociados con la vacunacién activa, como una
herramienta diagnéstica, o como una herramienta de produccién tal como se describe en la presente.

El anticuerpo, o fragmentos de union al antigeno, de la invencién neutraliza uno o mas subtipos del grupo 1 del virus
de la gripe A (H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13 y H16 y sus variantes) y uno 0 mas subtipos del grupo 2 del
virus de la gripe A (H3, H4, H7, H10, H14 y H15 y sus variantes). Los subtipos ejemplares del grupo 1 incluyen H1,
H2, H5, H6 y H9 y los subtipos ejemplares del grupo 2 incluyen H3 y H7.

El anticuerpo y el fragmento de anticuerpo de la invencién son capaces de neutralizar varias combinaciones de
subtipos del virus de la gripe A. Opcionalmente, el anticuerpo puede neutralizar los subtipos H1 y H3, o los subtipos
H2 y H3, o los subtipos H3 y H5, o los subtipos H3 y H9, o los subtipos H1 y H7, o los subtipos H2 y H7, o los subtipos
H5 y H7, o los subtipos H7 y H9 del virus de la gripe A.

El anticuerpo y el fragmento de anticuerpo de la invencion pueden neutralizar los subtipos H1, H2 y H3, o los subtipos
H1, H3 y H5, o los subtipos H1, H3 y H9, o los subtipos H2, H3 y H5, o los subtipos H2, H3 y H9, o los subtipos H3,
H5 y H9, o los subtipos H1, H2 y H7, o los subtipos H1, H5 y H7, o los subtipos H1, H7 y H9, o los subtipos H2, H5 y
H7, o los subtipos H2, H7 y H9, o los subtipos H5, H7 y H9, o los subtipos H1, H3 y H7, o los subtipos H2, H3 y H7, 0
los subtipos H3, H5 y H7, o los subtipos H3, H7 y H9 del virus de la gripe A.

El anticuerpo puede neutralizar los subtipos H1, H2, H3 y H7, o los subtipos H1, H3, H5 y H7, o los subtipos H1, H3,
H7 y H9, o los subtipos H2, H3, H5 y H7, o los subtipos H2, H3, H7 y H9, o los subtipos H3, H5, H7 y H9 o los subtipos
H1, H2, H3 y H5, o los subtipos H1, H2, H3 y H9, o los subtipos H1, H3, H5 y H9, o los subtipos H2, H3, H5 y H9, o
los subtipos H1, H2, H5 y H7, o los subtipos H1, H2, H7 y H9, o los subtipos H1, H5, H7 y H9, o los subtipos H2, H5,
H7 y H9 del virus de la gripe A.

El anticuerpo de la invencion puede neutralizar los subtipos H1, H2, H3, H5 y H7, o los subtipos H1, H2, H3, H7 y H9,
0 los subtipos H1, H3, H5, H7 y H9, o los subtipos H2, H3, H5, H7 y H9, o los subtipos H1, H2, H3, H5 y H9, o los
subtipos H1, H2, H5, H7 y H9, o los subtipos H1, H2, H3, H5, H7 y H9 del virus de la gripe A. Opcionalmente, el
anticuerpo y los fragmentos de union al antigeno de la invencién neutralizan una o mas de las combinaciones
anteriores ademas de neutralizar el subtipo H6 del virus de la gripe A.
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El anticuerpo y el fragmento de unién al antigeno de la invencion tienen una potencia neutralizante elevada. La
concentracion del anticuerpo de la invencién requerida para una neutralizacion de un 50% del virus de la gripe A
puede, por ejemplo, ser de aproximadamente 50 pg/mL o menos. Opcionalmente, la concentracion del anticuerpo de
la invencion requerida para una neutralizacion de un 50% del virus de la gripe A es de aproximadamente 50, 45, 40,
35, 30, 25, 20, 17.5, 15, 12.5, 11, 10, 9, 8, 7,6, 5, 4.5, 4, 3.5, 3, 2.5, 2, 1.5 0 aproximadamente 1 pg/mL o menos. De
manera alternativa, la concentracion del anticuerpo de la invencién requerida para una neutralizacion de un 50% del
virus de la gripe A es de aproximadamente 0.9, 0.8, 0.75, 0.7, 0.65, 0.6, 0.55, 0.5, 0.45, 0.4, 0.35, 0.3, 0.25, 0.2, 0.15,
0.1, 0.075, 0.05, 0.04, 0.03, 0.02, 0.01, 0.008, 0.006, 0.004, 0.003, 0.002 o0 aproximadamente 0.001 ug/mL o menos.
Esto significa que sdlo se requieren concentraciones bajas del anticuerpo para una neutralizacion de un 50% del virus
de la gripe A. La especificidad y la potencia se pueden medir utilizando un ensayo de neutralizacién estandar conocido
por el experto en la técnica.

Anticuerpos de la invencion

Los anticuerpos de la invencioén tienen una especificidad especialmente amplia respecto a HA y neutralizan uno o mas
subtipos del grupo 1 del virus de la gripe A y uno o mas subtipos del grupo 2 del virus de la gripe A. El anticuerpo de
la invencién se une a un epitopo tal como se define en el primer aspecto de la invencién en una regiéon de HA que esta
conservada entre dos o mas subtipos del virus de la gripe A seleccionados a partir del grupo 1 y grupo 2, es decir, un
polipéptido que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOs: 37, 38, 39y 40.

Sin desear cefiirse a ninguna teoria, el anticuerpo o fragmentos de unién al antigeno de la invencion se puede unir a
un epitopo conservado en la regioén tallo del virus de la gripe A e inhibir la entrada del virus en una célula interfiriendo
con la etapa de fusién. Un epitopo o determinante antigénico de una proteina corresponde a esas partes de la molécula
gue son reconocidas de manera especifica por el sitio de union (o paratopo) de un anticuerpo. Por lo tanto, los epitopos
son entidades relacionales que requieren paratopos complementarios para su reconocimiento operativo. Un epitopo
gue esté conservado entre diferentes variantes de una proteina significa que el mismo paratopo puede reconocer de
manera especifica estas diferentes variantes al entrar en contacto con las mismas partes de las moléculas.

Los anticuerpos de la invencién pueden ser monoclonales, por ejemplo, anticuerpos monoclonales humanos, o
anticuerpos recombinantes. La invencion también proporciona fragmentos de los anticuerpos de la invencion,
especialmente fragmentos que mantienen la actividad de los anticuerpos de unién al antigeno. Aunque la memoria
descriptiva, incluidas las reivindicaciones, puede, en algunos puntos, referirse de manera explicita a fragmento(s) de
unién al antigeno, fragmento(s) de anticuerpos, variante(s) y/o derivado(s) de anticuerpos, se entiende que el término
“anticuerpo” o la expresién “anticuerpo de la invencién” incluye todas las categorias de anticuerpos, concretamente,
fragmento(s) de unidn al antigeno, fragmento(s) de anticuerpo, variante(s) y derivado(s) de anticuerpos.

Opcionalmente, los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de la invencion neutralizan una combinaciéon de dos o mas
subtipos del grupo 1y grupo 2 del virus de la gripe A. Los subtipos ejemplares del virus de la gripe A incluyen, sin
caracter limitante, H5N1 (A/Vietnam/1203/04), HIN1 (A/Nueva Caledonia/20/99), HIN1 (Alislas Salomén/3/2006),
H3N2 (A/Wyoming/3/03) y HON2 (A/pollo/Hong Kong/G9/97). Como alternativa, los anticuerpos neutralizan y/o son
especificos para una combinacion de 3, 4, 5, 6, 7 o mas subtipos del grupo 1 y grupo 2 del virus de la gripe A.

Opcionalmente, la invencién comprende un anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo de este, que es especifico para
los subtipos H1 y H3 (por ejemplo, HIN1 y H3N2); o H1, H3, H5 y H9 (por ejemplo, HIN1, H3N2, H5N1 y H9N2) del
virus de la gripe A. Como alternativa, el anticuerpo o fragmentos de anticuerpo de este son especificos para H1, H3,
H5, H7 y H9 (por ejemplo, HIN1, H3N2, H5N1, H7N1, H7N7, HON2). Se han proporcionado otras combinaciones
ejemplares de subtipos del virus de la gripe A anteriormente en la solicitud.

Los nimeros ID de SEQ de las secuencias de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada (V) y la region
variable de la cadena ligera (VL) de anticuerpos ejemplares de la invencion, asi como también los niumeros ID de SEQ
de las secuencias de acidos nucleicos que las codifican se enumeran en la Tabla 1.

Tabla 1. Nimeros ID de SEQ de los polipéptidos y polinucleétidos de Vu y Vi de anticuerpos neutralizantes del virus
de la gripe A ejemplares.

SEQ ID Nos. de polipéptidos y polinucleétidos deV.  ny VL
Polipéptido de V 1 | Polipéptido de V L | Polinucleétidode V w | Polinucleétido de V L
Variante 1 de FI6 13 14 15 16

Variante 2 de FI6 33 14 34 16
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Un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencién puede comprender una region variable de la cadena pesada
que tiene una secuencia de aminoacidos que es idéntica en un 95%, 97%, 98%, 99% o un 100% a la secuencia
enunciada en cualquiera de las SEQ ID NOs: 13 o 33. Como alternativa, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
la invencion puede comprender una region variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos que
es idéntica en aproximadamente un 95%, 97%, 98%, 99% o un 100% a la secuencia enunciada en la SEQ ID NO: 14.

La region variable de la cadena pesada de un anticuerpo de la invencion puede estar codificada por un acido nucleico
gue tiene una secuencia que es idéntica en aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o un 100%
a la secuencia enunciada en cualquiera de las SEQ ID NOs: 15 o0 34 y la region variable de la cadena ligera de un
anticuerpo de la invencién puede estar codificada por un acido nucleico que tiene una secuencia que es idéntica en
aproximadamente un 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o un 100% a la secuencia enunciada en la SEQ ID NO:
16.

Los CDR de las cadenas pesadas de anticuerpo se denominan CDRH1, CDRH2 y CDRH3, respectivamente. De
manera similar, las CDR de las cadenas ligeras se denominan CDRL1, CDRL2 y CDRL3, respectivamente. Las
posiciones de los aminoacidos de CDR se definen de acuerdo con el sistema de numeracion IMGT como: CDR1 -
posiciones IMGT 27 a 38, CDR2 - posiciones IMGT 56 a 65 y CDR3 - posiciones IMGT 105 a 117.

La Tabla 2 proporciona los numeros ID de SEQ de las secuencias de aminoacidos de las seis CDR de las cadenas
pesada y ligera, respectivamente, de los anticuerpos ejemplares de la invencién.

Tabla 2. Numeros ID de SEQ de los polipéptidos de CDR de anticuerpos neutralizantes del virus de la gripe A
ejemplares.

SEQ ID NOs. de los polipéptidos de CDR

CDRH1 CDRH2 CDRH3 CDRL1 CDRL2 CDRL3
Variante 1 de FI6 1 2 3 4 5 6
Variante 2 de FI6 1 2 3 4 5 6

Un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencién puede comprender al menos una CDR con una secuencia
que tiene una identidad secuencial de al menos un 95% con cualquiera de las SEQ ID NOs: 1-6.

Opcionalmente, un anticuerpo de la invencion, o fragmento de unién al antigeno de este, comprende todas las CDR
de la variante 1 del anticuerpo FI6 tal como se enumeran en la Tabla 2, y neutraliza la infeccion por el virus de la gripe
A. Como alternativa, un anticuerpo de la invencién, o fragmento de unién al antigeno de este, comprende todas las
CDR de la variante 2 del anticuerpo FI6 tal como se enumeran en la Tabla 2, y neutraliza la infeccién por el virus de
la gripe A.

Los anticuerpos ejemplares de la invencion incluyen la variante 1 de FI6 y la variante 2 de FI6.

También se divulga un anticuerpo, o fragmento de este, que se une al mismo epitopo que un anticuerpo de la
invencién, o un anticuerpo que compite con un anticuerpo o fragmento de unién al antigeno de la invencion.

También se divulgan 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. Tales anticuerpos hibridos pueden comprender
tres CDR de un anticuerpo de la invencién y tres CDR de otro anticuerpo para el mismo epitopo. Los anticuerpos
hibridos ejemplares comprenden i) las tres CDR de la cadena ligera de un anticuerpo de la invencién y las tres CDR
de la cadena pesada de otro anticuerpo para el mismo epitopo, o ii) las tres CDR de la cadena pesada de un anticuerpo
de la invencién y las tres CDR de la cadena ligera de otro anticuerpo para el mismo epitopo.

También estan incluidos en el alcance de la invencidn los anticuerpos variantes. Por lo tanto, las variantes de las
secuencias enunciadas en la solicitud también estan incluidas en el alcance de la invencién. Tales variantes incluyen
variantes naturales generadas por mutacion somatica in vivo durante la respuesta inmunitaria o in vitro tras el cultivo
de clones de linfocitos B inmortalizados. Como alternativa, se pueden generar las variantes debido a la degeneracién
del cddigo genético, tal como se ha mencionado anteriormente, o se pueden producir debido a errores en la
transcripcion o traduccion.

Se pueden obtener variantes adicionales de las secuencias de anticuerpo con una mejora en la afinidad y/o potencia

utilizando métodos conocidos en la técnica y estas estan incluidas en el alcance de la invencién. Por ejemplo, se

pueden utilizar sustituciones de aminoacidos para obtener anticuerpos con una mejora adicional de la afinidad. Como

alternativa, se puede utilizar la optimizacion de codones de la secuencia de nucle6tidos para mejorar la eficacia de la
7
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traduccion en los sistemas de expresion para la produccién del anticuerpo. Ademas, los polinucleétidos que
comprenden una secuencia optimizada para la especificidad del anticuerpo o la actividad neutralizante mediante la
aplicacién de un método de evolucion dirigida en cualquiera de las secuencias de acido nucleico de la invencion
también estan comprendidos en el alcance de la invencion.

Opcionalmente, las secuencias de anticuerpos variantes pueden compartir una identidad secuencial de aminoacidos
de un 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o0 mas con las secuencias enunciadas en la solicitud. Tal identidad
secuencial se puede calcular respecto a la longitud total de la secuencia de referencia (es decir, la secuencia
enunciada en la solicitud). En algunas opciones, la identidad porcentual, tal como se denomina en la presente, es tal
como se determina utilizando la version 2.1.3 de BLAST, utilizando los parametros por defecto especificados por NCBI
(el Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica; http://www.nchi.nim.nih.gov/) [matriz Blosum 62; penalizacién
por apertura del hueco = 11 y penalizacion por extension del hueco = 1].

También se divulgan secuencias de acido nucleico que codifican parte o la totalidad de las cadenas ligera y pesada y
CDR de los anticuerpos de la presente invencion. En la presente se proporcionan secuencias de acido nucleico que
codifican parte o la totalidad de las cadenas ligera y pesada y CDR de los anticuerpos ejemplares de la invencién. La
Tabla 1 proporciona los numeros ID de SEQ de las secuencias de acido nucleico que codifican las regiones variables
de la cadena pesada y la cadena ligera de los anticuerpos ejemplares de la invencion. Por ejemplo, las secuencias de
acido nucleico proporcionadas en la presente incluyen la SEQ ID NO: 15 (que codifica la regién variable de la cadena
pesada de la variante 1 de FI6), SEQ ID NO: 34 (que codifica la regidn variable de la cadena pesada de la variante 2
de FI6) y SEQ ID NO: 16 (que codifica la region variable de la cadena ligera de la variante 1 de FI6 y la variante 2 de
F16).

La Tabla 3 proporciona los nimeros ID de SEQ de las secuencias de acido nucleico que codifican las CDR de los
anticuerpos ejemplares de la invencién. Debido a la redundancia del codigo genético, existiran variantes de estas
secuencias que codifican las mismas secuencias de aminoacidos.

Tabla 3. Nimeros ID de SEQ de los polinucleétidos de CDR de anticuerpos neutralizantes del virus de la gripe A
ejemplares.

SEQ ID NOs. de los polinucleétidos de CDR

CDRH1 CDRH2 CDRH3 CDRL1 CDRL2 CDRL3
Variante 1 de FI6 7 8 9 10 11 12
Variante 2 de FI6 7 8 9 10 11 12

Las secuencias de acido nucleico de acuerdo con la invencién incluyen secuencias de acido nucleico que tienen una
identidad de 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% con el acido nucleico que codifica la cadena pesada o ligera de un anticuerpo de la invencién. Opcionalmente,
una secuencia de acido nucleico de la invencion tiene la secuencia de un acido nucleico que codifica una CDR de la
cadena pesada o ligera de un anticuerpo de la invencion. Por ejemplo, una secuencia de acido nucleico de acuerdo
con la invencién comprende una secuencia que es idéntica en al menos un 75% a la secuencia de acido nucleico de
las SEQ ID NOs: 7-12, 15, 16 0 34.

Ademas, se divulgan vectores, por ejemplo, vectores de expresion, que comprenden una secuencia de acido nucleico
de acuerdo con la invencion. Las células transformadas con los vectores de este tipo también estan incluidas en el
alcance de la invencion. Los ejemplos de las células de este tipo incluyen, sin caracter limitante, células eucariotas,
por ejemplo, células de levadura, células animales o células vegetales. Opcionalmente, las células son células de
mamifero, por ejemplo, humanas, CHO, HEK293T, PER.C6, NSO, de mieloma o hibridoma.

La invencion también se refiere a anticuerpos monoclonales que se unen a un epitopo capaz de unirse a los
anticuerpos de la invencion incluido, sin caracter limitante, un anticuerpo monoclonal seleccionado a partir del grupo
constituido por la variante 1 de FI6 y la variante 2 de FI6.

Los anticuerpos monoclonales y recombinantes son especialmente (tiles en la identificacion y purificacion de los
polipéptidos individuales u otros antigenos contra los cuales estan dirigidos. Los anticuerpos de la invencion tienen
una utilidad adicional ya que se pueden emplear como reactivos en inmunoensayos, radioinmunoensayos (RIA) o
ensayos de inmunoadsorcion enzimatica (ELISA). En esas aplicaciones, los anticuerpos se pueden marcar con un
reactivo detectable por medios analiticos tal como un radioisétopo, una molécula fluorescente o una enzima. Los
anticuerpos también se pueden utilizar para la identificacion y caracterizacién molecular (mapeo de epitopo) de
antigenos.
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Los anticuerpos de la invencién se pueden acoplar a un farmaco para el suministro a un sitio de tratamiento o acoplar
a una marca detectable para facilitar la obtencion de imagenes de un sitio que comprende células de interés, tales
como células infectadas con el virus de la gripe A. En la técnica existe constancia de métodos para acoplar anticuerpos
afarmacos y marcas detectables, asi como también de métodos para obtener imagenes utilizando marcas detectables.
Los anticuerpos marcados se pueden emplear en una amplia variedad de ensayos, empleando una amplia variedad
de marcas. La deteccion de la formacion de un complejo anticuerpo-antigeno entre un anticuerpo de la invencién y un
epitopo de interés (un epitopo del virus de la gripe A) se puede facilitar incorporando una sustancia detectable al
anticuerpo. Los medios de deteccion adecuados incluyen el uso de marcas tales como radiondclidos, enzimas,
coenzimas, sustancias fluorescentes, sustancias quimioluminiscentes, cromégenos, sustratos enzimaticos o
cofactores, inhibidores enzimaticos, complejos de grupos prostéticos, radicales libres, particulas, tintes y similares.
Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen la peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa o
acetilcolinesterasa; los ejemplos de complejos de grupos prostéticos adecuados incluyen estreptavidina/biotina y
avidina/biotina; los ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato
de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina-fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un
material luminiscente es luminol; los ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y
aequorina; y los ejemplos de material radiactivo adecuados incluyen 123, 13|, 35S, o 3H. Tales reactivos marcados se
pueden utilizar en varios ensayos muy conocidos, tales como radioinmunoensayos, enzimoinmunoensayos, por
ejemplo, ELISA, inmunoensayos fluorescentes y similares. (Remitase a los documentos US 3 766 162; US 3 791 932;
US 3817 837; y US 4 233 402, por ejemplo).

Se puede conjugar un anticuerpo de acuerdo con la invencién con un resto terapéutico tal como una citotoxina, un
agente terapéutico o un ion metdlico radioactivo o radioisétopo. Los ejemplos de radioisétopos incluyen, sin caracter
limitante, 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.
Tales conjugados de anticuerpo se pueden utilizar para modificar una respuesta bioldgica concreta; no se debe
interpretar que el resto farmacolégico se limita a agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por ejemplo, el resto
farmacoldgico puede ser una proteina o polipéptido que posee una actividad biolégica deseada. Tales proteinas
pueden incluir, por ejemplo, una toxina tal como abrina, ricina A, exotoxina de Pseudomonas o toxina de la difteria.

Las técnicas para conjugar tales restos terapéuticos con anticuerpos son muy conocidas. Remitase, por ejemplo, a
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.), pags. 243-256; ed. Hellstrom et al. (1987)
"Antibodies for Drug Delivery," en Controlled Drug Delivery, ed. Robinson et al. (2.2 ed; Marcel Dekker, Inc.), pags.
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. pags. 475-506 (Editrice Kurtis, Milano, Italia,
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),
pags. 303-316; y Thorpe et al. (1982) Immunol. Rev. 62:119-158.

Como alternativa, se puede conjugar un anticuerpo, o fragmento de anticuerpo de este, con un segundo anticuerpo, o
fragmento de anticuerpo de este, para formar un heteroconjugado de anticuerpos tal como se describe en el
documento US 4 676 980. Ademas, se pueden utilizar conectores entre las marcas y los anticuerpos de la invencién
(por ejemplo, US 4 831 175). Los anticuerpos, o fragmentos de unién al antigeno de estos, se pueden marcar
directamente con yodo, indio, itrio radioactivo u otra particula radioactiva conocida en la técnica (por ejemplo, US
5595 721). El tratamiento puede consistir en una combinacion de tratamiento con anticuerpos conjugados y no
conjugados administrados simultanea o posteriormente (por ejemplo, W0O00/52031; WO00/52473).

Los anticuerpos de la invencion también se pueden incorporar a un soporte sélido. Adicionalmente, los anticuerpos de
la invencion, o fragmentos de anticuerpo funcionales de estos, se pueden modificar quimicamente mediante la
conjugacion covalente con un polimero para, por ejemplo, aumentar su semivida circulante. Los ejemplos de
polimeros, y métodos para unirlos a péptidos, se muestran en los documentos US 4 766 106; US 4 179 337; US
4 495 285 y US 4 609 546. Opcionalmente, los polimeros se pueden seleccionar entre polioles polioxietilados y
polietilenglicol (PEG). PEG es soluble en agua a temperatura ambiente y tienen la formula general: R(O--CHz --CH2)n
O--R donde R puede ser hidrégeno o un grupo protector tal como un grupo alquilo o alcanol. El grupo protector puede
tener entre 1 y 8 carbonos. Opcionalmente, el grupo protector es metilo. El simbolo n es un niGmero entero positivo.
Opcionalmente, n esta comprendido entre 1 y 1000. Opcionalmente, n esta comprendido entre 2 y 500.

El PEG puede tener un peso molecular promedio comprendido entre 1000 y 40 000. Como alternativa, el PEG puede
tener un peso molecular comprendido entre 2000 y 20 000. En una opcién adicional, el PEG puede tener un peso
molecular comprendido entre 3000 y 12 000. En una opcién, PEG tiene al menos un grupo hidroxi. Como alternativa,
el PEG puede tener un grupo hidroxi terminal. Opcionalmente, es el grupo hidroxi terminal el que se activa para
reaccionar con un grupo amino libre en el inhibidor. Sin embargo, se entendera que el tipo y cantidad de grupos
reactivos puede variar para conseguir un PEG/anticuerpo conjugado covalentemente de la presente invencién.

Los polioles polioxietilados hidrosolubles también son Utiles en la presente invencién. Estos incluyen sorbitol
polioxietilado, glucosa polioxietilada, glicerol polioxietilado (POG) y similares. Opcionalmente, se utiliza POG. Sin
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desear cefiirse a ninguna teoria, debido a que el esqueleto de glicerol del glicerol polioxietilado es el mismo esqueleto
presente de manera natural en, por ejemplo, animales y seres humanos en los mono-, di- y triglicéridos, esta
ramificacion no se consideraria necesariamente como un agente extrafio en el cuerpo. En algunas opciones, el POG
tiene un peso molecular en el mismo intervalo que el PEG. Otro sistema de suministro farmacoldgico que se puede
utilizar para aumentar la semivida circulatoria es el liposoma. Los métodos para preparar sistemas de suministro con
liposomas se analizan en Gabizon et al. (1982), Cafiso (1981) y Szoka (1980). En la técnica existe constancia de otros
sistemas de suministro farmacoldgicos y estos se describen en, por ejemplo, referenciados en Poznansky et al. (1980)
y Poznansky (1984).

Los anticuerpos de la invencion se pueden proporcionar en forma purificada. Normalmente, el anticuerpo estara
presente en una composicion que esta sustancialmente exenta de otros polipéptidos, por ejemplo, donde menos de
un 90% (en peso), habitualmente menos de un 60% y mas habitualmente menos de un 50% de la composicion esta
constituida por otros polipéptidos.

Los anticuerpos de la invencién pueden ser inmundgenos en hospedadores no humanos (o heterélogos), por ejemplo,
en ratones. En particular, los anticuerpos pueden tener un idiotipo que es inmundgeno en hospedadores no humanos
pero no en un hospedador humano. Los anticuerpos de la invencién para uso en seres humanos incluyen aquellos
que no se pueden aislar facilmente de hospedadores tales como ratones, cabras, conejos, ratas, mamiferos que no
son primates, etc. y, por lo general, no se pueden obtener por humanizacién o a partir de xeno-ratones.

Los anticuerpos de la invencién pueden ser de cualquier isotipo (por ejemplo, IgA, 1gG, IgM, es decir, una cadena
pesada a, y 0 W), pero por lo general seran IgG. Dentro del isotipo I1gG, los anticuerpos pueden ser de la subclase
IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4. Los anticuerpos de la invencion pueden tener una cadena ligera k o A.

Produccién de anticuerpos

Los anticuerpos de acuerdo con la invencién se pueden generar mediante cualquier método conocido en la técnica.
Por ejemplo, la metodologia general para preparar anticuerpos monoclonales utilizando la tecnologia de hibridomas
es muy conocida (Kohler, G. y Milstein, C., 1975; Kozbar et al. 1983). Opcionalmente, se utiliza el método alternativo
de inmortalizacion con EBV descrito en el documento WO2004/076677.

Utilizando el método descrito en el documento WO2004/076677, se pueden transformar linfocitos B que producen
anticuerpos de la invencion con EBV en presencia de un activador de linfocitos B policlonales. La transformacion con
EBV es una técnica estandar y se puede adaptar facilmente para incluir activadores de linfocitos B policlonales.

Opcionalmente, se pueden afiadir estimulantes adicionales del crecimiento y diferenciacion celulares durante la etapa
de transformacion para potenciar ain mas la eficacia. Estos estimulantes pueden ser citocinas tales como IL-2 e IL-
15. En un aspecto, se afiade IL-2 durante la etapa de inmortalizacion para mejorar ain mas la eficacia de la
inmortalizacién, pero su uso no es esencial. Los linfocitos B inmortalizados producidos utilizando estos métodos se
pueden cultivar a continuacion utilizando métodos conocidos en la técnica y aislar a partir de ellos los anticuerpos.

Se pueden cultivar células plasmaticas Unicas en placas de cultivo con micropocillos. Los anticuerpos se pueden aislar
a partir de cultivos de células plasmaticas Unicas. Ademas, se puede extraer ARN a partir de cultivos de células
plasmaticas Unicas y se puede realizar PCR de células Unicas utilizando métodos conocidos en la técnica. Las regiones
de VH y VL de los anticuerpos se pueden amplificar mediante RT-PCR, secuenciar y clonar en un vector de expresion
con el que se transfectan a continuacion células HEK293T u otras células hospedadoras. La clonacion de acido
nucleico en vectores de expresion, la transfeccion de células hospedadoras, el cultivo de las células hospedadoras
transfectadas y el aislamiento del anticuerpo producido se puede realizar utilizando cualesquiera métodos conocidos
por el experto en la técnica.

Si se desea, los anticuerpos se pueden purificar posteriormente utilizando filtracion, centrifugacién y diversos métodos
cromatograficos tales como HPLC o cromatografia de afinidad. Las técnicas para la purificacion de anticuerpos, por
ejemplo, anticuerpos monoclonales, incluidas técnicas para producir anticuerpos de grado farmacéutico, son muy
conocidas en la técnica.

Se pueden obtener fragmentos de los anticuerpos de la invencién a partir de los anticuerpos mediante métodos que
incluyen la digestion con enzimas, tales como pepsina o papaina, y/o mediante la escisién de los enlaces disulfuro
mediante reduccién quimica. Como alternativa, los fragmentos de los anticuerpos se pueden obtener clonando y
expresando parte de las secuencias de las cadenas ligera o pesada. Los “fragmentos” de anticuerpos pueden incluir
fragmentos Fab, Fab', F(ab")z y Fv. La invencion también engloba fragmentos Fv monocatenarios (scFv) derivados de
las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo de la invencion, por ejemplo, la invencion incluye un scFv que comprende
las CDR de un anticuerpo de la invencion. También se incluyen monémeros y dimeros de la cadena pesada o ligera,
anticuerpos de cadena pesada con un dominio Unico, anticuerpos de cadena ligera con un dominio Unico, asi como
también anticuerpos monocatenarios, por ejemplo, Fv monocatenario en el cual los dominios variables de la cadena
pesada y ligera estan unidos mediante un conector peptidico.
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Los fragmentos de anticuerpo de la invencion pueden conferir interacciones monovalentes o multivalentes y se pueden
combinar en diversas estructuras tal como se ha descrito anteriormente. Por ejemplo, se pueden sintetizar moléculas
scFv para crear un “triacuerpo” trivalente o un “tetracuerpo” tetravalente. Las moléculas scFv pueden incluir un dominio
de la regioén Fc lo que da como resultado minicuerpos bivalentes. Ademas, las secuencias de la invencion pueden ser
un componente de moléculas multiespecificas en las que las secuencias de la invencién tienen como diana los
epitopos de la invencion y otras regiones de la molécula se unen a otras dianas. Las moléculas ejemplares incluyen,
sin caracter limitante, Fab2 biespecifico, Fah3 triespecifico, scFv biespecifico y diacuerpos (Holliger y Hudson, 2005,
Nature Biotechnology 9: 1126-1136).

Se pueden utilizar técnicas estandar de biologia molecular para preparar secuencias de ADN que codifican los
anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de la presente invencion. Las secuencias de ADN deseadas se pueden
sintetizar completamente o en parte utilizando técnicas de sintesis de oligonucleétidos. Se pueden utilizar técnicas de
mutagénesis dirigida y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) segun proceda.

Se puede utilizar cualquier sistema de célula hospedadora/vector adecuado para la expresion de las secuencias de
ADN que codifican las moléculas de anticuerpo de la presente invencion o fragmentos de este. Se pueden utilizar, en
parte, sistemas bacterianos, por ejemplo, E. coli, y microbianos de otro tipo para la expresion de fragmentos de
anticuerpo tales como fragmentos Fab y F(ab"). y especialmente fragmentos Fv y fragmentos de anticuerpo
monocatenarios, por ejemplo, Fv monocatenarios. Se pueden utilizar sistemas de expresion en células hospedadoras
eucariotas, por ejemplo, de mamifero, para producir moléculas de anticuerpo mas grandes, incluidas moléculas de
anticuerpo completas. Las células hospedadoras de mamifero adecuadas incluyen, sin caracter limitante, células CHO,
HEK293T, PER.C6, NSO, de mieloma o hibridoma.

También se divulga un proceso para producir una molécula anticuerpo de acuerdo con la presente invencion que
comprende cultivar una célula hospedadora que comprende un vector que codifica un acido nucleico de la presente
invencion en condiciones adecuadas para dar lugar a la expresiéon de la proteina a partir del ADN que codifica la
molécula de anticuerpo de la presente invencion, y aislar la molécula de anticuerpo.

Para la produccién de productos que comprenden las cadenas ligera y pesada, la linea celular se puede transfectar
con dos vectores, un primer vector que codifica un polipéptido de la cadena ligera y un segundo vector que codifica
un polipéptido de la cadena pesada. Como alternativa, se puede utilizar un vector Unico incluyendo el vector
secuencias que codifican polipéptidos de la cadena ligera y de la cadena pesada.

Como alternativa, se pueden producir anticuerpos de acuerdo con la invencion i) expresando una secuencia de acido
nucleico de acuerdo con la invencién en una célula hospedadora y ii) aislar el producto de tipo anticuerpo expresado.
Adicionalmente, el método puede incluir iii) purificar el anticuerpo.

Cribado de linfocitos B transformados, células plas maticas Unicas cultivadas y células HEK293T transfec  tadas

Los linfocitos B transformados y las células plasmaticas Unicas cultivadas se pueden cribar para identificar los que
producen anticuerpos con la especificidad o funcion deseada.

La etapa de cribado se puede llevar a cabo mediante cualquier inmunoensayo, por ejemplo, ELISA, mediante tincion
de tejidos o células (incluidas las células transfectadas), mediante un ensayo de neutralizacion o mediante uno de
varios métodos diferentes conocidos en la técnica para identificar la especificidad o funcién deseada. El ensayo se
puede seleccionar en funcién del simple reconocimiento de uno o mas antigenos, o se puede seleccionar en funcion
ademas de una funcién deseada, por ejemplo, seleccionar anticuerpos neutralizantes en lugar de simplemente
anticuerpos que se unen al antigeno, seleccionar anticuerpos que pueden cambiar las caracteristicas de las células
diana, tales como sus cascadas de sefializacién, su forma, su velocidad de crecimiento, su capacidad de influenciar
otras células, su respuesta a la influencia de otras células o de otros reactivos o de un cambio en las condiciones, su
estado de diferenciacion, etc.

A continuacion, se pueden producir clones de linfocitos B transformados individuales a partir del cultivo de linfocitos B
transformado positivo. La etapa de clonacién para separar clones individuales a partir de la mezcla de células positivas
se puede llevar a cabo utilizando dilucién limitante, micromanipulacion, depésito de célula Gnica mediante clasificacion
celular u otro método conocido en la técnica.

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

Los clones de linfocitos B inmortalizados o las células HEK293T transfectadas de la invencién se pueden utilizar de
diversas maneras, por ejemplo, como una fuente de anticuerpos monoclonales, como una fuente de acido nucleico
(ADN o ARNm) que codifica un anticuerpo monoclonal de interés, para investigacion, etc.
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También se divulga una composicién que comprende linfocitos B de memoria inmortalizados o células hospedadoras
transfectadas que producen anticuerpos que neutralizan al menos dos subtipos diferentes del virus de la gripe A
seleccionados a partir de los subtipos del grupo 1y del grupo 2.

Epitopos

Tal como se ha mencionado anteriormente, se pueden utilizar los anticuerpos de la invencién para cartografiar los
epitopos a los cuales se unen. Los inventores han descubierto que los anticuerpos que neutralizan la infeccion por el
virus de la gripe A se dirigen a los epitopos detectados en HA. Los anticuerpos se pueden dirigir a uno 0 mas epitopos
en la regidn tallo de HA que estan conservados entre uno o mas subtipos del grupo 1y el grupo 2 del virus de la gripe
A. Los epitopos a los cuales se unen los anticuerpos de la invencién pueden ser lineales (continuos) o
conformacionales (discontinuos). Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de la invencion se unen a una regién
del polipéptido que comprende las SEQ ID NOs: 37, 38, 39 y 40, tal como se analiza en la presente.

Los epitopos reconocidos por los anticuerpos de la presente invencion pueden tener varios usos. Se pueden utilizar
el epitopo y mimétopos de este en forma purificada o sintética para generar respuestas inmunitarias (es decir, como
una vacuna o para la produccién de anticuerpos para otros usos) o para cribar sueros para detectar anticuerpos que
reaccionan inmunolégicamente con el epitopo o mimoétopos de este. Opcionalmente, se puede utilizar un epitopo o
mimoétopo de este tipo, 0 un antigeno que comprende un epitopo o mimétopo como una vacuna para generar una
respuesta inmunitaria. Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de la invencién también se pueden utilizar en un
método para monitorizar la calidad de las vacunas. Los anticuerpos se pueden utilizar en particular para comprobar
que el antigeno en una vacuna contiene el epitopo inmundégeno correcto en la conformacién correcta.

El epitopo también puede ser util en el cribado para detectar ligandos que se unen a dicho epitopo. Tales ligandos
incluyen sin caracter limitante, anticuerpos; incluidos los de camellos, tiburones y otras especies, fragmentos de
anticuerpos, péptidos, productos de la tecnologia de presentacion en fagos, aptameros, adnectinas o fragmentos de
otras proteinas virales o celulares, y pueden bloquear el epitopo y de esta manera prevenir la infeccion. Tales ligandos
estan englobados en el alcance de la invencién.

Expresion recombinante

También se puede utilizar un clon de linfocitos B inmortalizados o una célula plasmatica cultivada de la invencién como
una fuente de acido nucleico para la clonacion de genes de anticuerpos para la posterior expresién recombinante. La
expresion a partir de fuentes recombinantes es mas comun a efectos farmacéuticos que la expresion a partir de
linfocitos B o hibridomas, por ejemplo, por razones de estabilidad, reproducibilidad, facilidad del cultivo, etc.

Por lo tanto, se divulga un método para preparar una célula recombinante, que comprende las etapas de: (i) obtener
uno o mas acidos nucleicos (por ejemplo, ARNm de la cadena pesada y/o ligera) a partir del clon de linfocitos B o la
célula plasmatica Unica cultivada que codifica el anticuerpo de interés; (ii) insertar el acido nucleico en un vector de
expresion y (iii) transfectar con el vector una célula hospedadora con el fin de permitir la expresion del anticuerpo de
interés en esa célula hospedadora.

De manera similar, se divulga un método para preparar una célula recombinante, que comprende las etapas de: (i)
secuenciar acido(s) nucleico(s) a partir del clon de linfocitos B o la célula plasmatica Unica cultivada que codifica el
anticuerpo de interés; y (i) utilizar la informacion de la secuencia de la etapa (i) para preparar acido(s) nucleico(s) para
su insercién en una célula hospedadora con el fin de permitir la expresion del anticuerpo de interés en esa célula
hospedadora. Se puede manipular el acido nucleico, aunque no es necesario, entre las etapas (i) y (ii) para introducir
sitios de restriccién, para cambiar la utilizacion de codones y/o para optimizar las secuencias reguladoras de la
transcripcion y/o regulacion.

También se divulga un método para preparar una célula hospedadora transfectada, que comprende la etapa de
transfectar una célula hospedadora con uno o mas acidos nucleicos que codifican un anticuerpo de interés, donde los
acidos nucleicos son acidos nucleicos que se derivaron de un clon de linfocitos B inmortalizados o una célula
plasmatica Unica cultivada de la invencion. Por lo tanto, los procedimientos para preparar en primer lugar el(los)
acido(s) nucleico(s) y a continuacion utilizarlo(s) para transfectar una célula hospedadora pueden ser realizados en
momentos diferentes, por personas diferentes, en lugares diferentes (por ejemplo, en paises diferentes).

Estas células recombinantes de la invencion se pueden utilizar a continuacion con un propésito de expresion y cultivo.
Son particularmente Utiles para la expresion de anticuerpos en la produccion farmacéutica a gran escala. También se
puede utilizar como el principio activo de una composicion farmacéutica. Se puede utilizar cualquier técnica de cultivo
adecuada incluidos, sin caracter limitante, el cultivo estatico, cultivo de botella con rodillos, liquido ascitico, cartucho
de biorreactor de tipo de fibra hueca, minifermentador modular, tanque agitado, cultivo con microportador, perfusiéon
con nucleo ceramico, etc.

Los métodos para obtener y secuenciar genes de inmunoglobulina de linfocitos B o células plasmaticas son muy
conocidos en la técnica (por ejemplo, remitase al capitulo 4 de Kuby Immunology, 4.2 edicién, 2000).
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La célula hospedadora transfectada puede ser una célula eucariota, incluidas células de levadura y animales,
especialmente células de mamifero (por ejemplo, células CHO, células NSO, células humanas tales como células
PER.C6 (Jones et al., 2003) o HKB-11 (Cho et al., 2001; Cho et al., 2003), células de mieloma (US 5 807 715; US
6 300 104, etc.)), asi como también células vegetales. Los hospedadores de expresion preferidos pueden glucosilar
al anticuerpo de la invencion, especialmente con estructuras de carbohidratos que no son propiamente inmundégenas
en seres humanos. Opcionalmente, la célula hospedadora transfectada puede ser capaz de crecer en medio exento
de suero. Opcionalmente, la célula hospedadora transfectada puede ser capaz de crecer en un cultivo sin la presencia
de productos derivados de animales. La célula hospedadora transfectada también se puede cultivar para obtener una
linea celular.

Se divulga un método para preparar una 0 mas moléculas de acido nucleico (por ejemplo, genes de la cadena pesada
y ligera) que codifican un anticuerpo de interés, que comprende las etapas de: (i) preparar un clon de linfocitos B
inmortalizados o cultivar una célula plasmatica de acuerdo con la invencion; (ii) obtener del clon de linfocitos B o de la
célula plasmatica Unica cultivada acido nucleico que codifica el anticuerpo de interés. También se divulga un método
para obtener una secuencia de acido nucleico que codifica un anticuerpo de interés, comprendiendo las etapas de: (i)
preparar un clon de linfocitos B inmortalizados o cultivar una célula plasmatica Unica de acuerdo con la invencion; (ii)
secuenciar el acido nucleico del clon de linfocitos B o de la célula plasmatica cultivada que codifica el anticuerpo de
interés.

También se divulga un método para preparar molécula(s) de acido nucleico que codifica(n) un anticuerpo de interés,
que comprende las etapas de obtener el acido nucleico que se obtuvo de un clon de linfocitos B transformados o una
célula plasmaética cultivada de la invencion. Por lo tanto, los procedimientos para obtener en primer lugar el clon de
linfocitos B o la célula plasmatica cultivada y obtener a continuacion acido(s) nucleico(s) del clon de linfocitos B o la
célula plasmatica cultivada pueden ser realizados en momentos diferentes, por personas diferentes, en lugares
diferentes (por ejemplo, en paises diferentes).

También se divulga 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 la cadena pesada y ligera)
del clon de linfocitos B o la célula plasmatica cultivada seleccionados que expresan el anticuerpo de interés; (ii) insertar
el(los) acido(s) nucleico(s) en un vector de expresion o utilizar la(s) secuencia(s) de acido(s) nucleico(s) para preparar
un vector de expresion; (iii) transfectar una célula hospedadora que puede expresar el anticuerpo de interés; (iv)
cultivar o subcultivar las células hospedadoras transfectadas en condiciones en las que se expresa el anticuerpo de
interés; y, opcionalmente, (v) purificar el anticuerpo de interés.

También se divulga un método para preparar un anticuerpo que comprende las etapas de: cultivar o subcultivar una
poblacion de células hospedadoras transfectadas en condiciones en las que se expresa el anticuerpo de interés vy,
opcionalmente, purificar el anticuerpo de interés, donde dicha poblacién de células hospedadoras transfectadas se ha
preparado (i) proporcionando acido(s) nucleico(s) que codifica(n) un anticuerpo seleccionado de interés que es
producido por un clon de linfocitos B 0 una célula plasmatica cultivada preparados tal como se ha descrito
anteriormente, (i) insertar el(los) acido(s) nucleico(s) en un vector de expresion, (iii) transfectar con el vector una célula
hospedadora que puede expresar el anticuerpo de interés y (iv) cultivar o subcultivar la célula hospedadora
transfectada que comprende los acidos nucleicos insertados para producir el anticuerpo de interés. Por lo tanto, los
procedimientos para preparar en primer lugar la célula hospedadora recombinanante y cultivarla a continuacion para
expresar el anticuerpo pueden ser realizados en momentos muy diferentes, por personas diferentes, en lugares
diferentes (por ejemplo, en paises diferentes).

Composiciones farmacéuticas

La invencién proporciona una composicion farmacéutica que contiene los anticuerpos y/o fragmentos de anticuerpo
de la invencion y/o acido nucleico que codifica tales anticuerpos y/o los epitopos reconocidos por los anticuerpos de
la invencion. Una composicion farmacéutica también puede contener un portador farmacéuticamente aceptable para
posibilitar la administracion. El portador no debera inducir en si mismo la produccién de anticuerpos dafiinos para el
individuo que recibe la composicién y no debera ser téxico. Los portadores adecuados pueden ser macromoléculas
grandes que se metabolizan lentamente tales como proteinas, polipéptidos, liposomas, polisacaridos, acidos
polilacticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y particulas virales inactivas.

Se pueden utilizar sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, sales de &acidos minerales tales como
clorhidratos, bromhidratos, fosfatos y sulfatos, o sales de acidos organicos tales como acetatos, propionatos,
malonatos y benzoatos.

Los portadores farmacéuticamente aceptables en las composiciones terapéuticas pueden contener adicionalmente
liquidos tales como agua, solucién salina, glicerol y etanol. En tales composiciones pueden estar presentes sustancias
auxiliares adicionales tales como agentes humectantes o emulsionantes o sustancias para tamponar el pH. Tales
portadores posibilitan formular las composiciones farmacéuticas que se van a formular como comprimidos, pildoras,
grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones espesas y suspensiones para la ingesta por parte del sujeto.
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Las formas de administracion pueden incluir aquellas formas adecuadas para la administracion parenteral, por
ejemplo, por inyeccién o infusién, por ejemplo, mediante inyeccidn intravenosa rapida o infusién continua. Cuando el
producto es para inyeccioén o infusion, puede adoptar la forma de una suspension, solucién o emulsién en un vehiculo
oleoso o acuoso y puede contener agentes de formulacién, tales como agentes de suspension, conservantes,
estabilizantes y/o dispersantes. Como alternativa, la molécula del anticuerpo puede estar en forma seca, para su
reconstitucion antes del uso con un liquido estéril apropiado.

Una vez formuladas, las composiciones de la invencién se pueden administrar directamente al sujeto. Opcionalmente,
las composiciones se adaptan para la administracion a sujetos humanos.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion se pueden administrar mediante cualquier numero de vias
incluidas, sin caracter limitante, las vias oral, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intramedular, intraperitoneal,
intratecal, intraventricular, transdérmica, transcutanea, tépica, subcutanea, intranasal, enteral, sublingual, intravaginal
o rectal. También se puede utilizar hipoesprays para administrar las composiciones farmacéuticas de la invencion.
Normalmente, las composiciones terapéuticas se pueden preparar como inyectables, ya sea como soluciones o
suspensiones liquidas. También se pueden preparar formas solidas adecuadas para su solucién o suspension en
vehiculos liquidos antes de la inyeccion.

El suministro directo de las composiciones se conseguira por lo general mediante inyeccion, por via subcutanea,
intraperitoneal, intravenosa o intramuscular o se suministrara al espacio intersticial de un tejido. Las composiciones
también se pueden administrar a una lesién. El tratamiento posolégico puede ser un programa de dosis Unica 0 un
programa de dosis multiples. Los agentes farmacéuticos con anticuerpos conocidos proporcionan una guia respecto
a la frecuencia de administracién, por ejemplo, sobre si un agente farmacéutico se deberia suministrar a diario,
semanalmente, mensualmente, etc. La frecuencia y dosificacion también pueden depender de la gravedad de los
sintomas.

Las composiciones de la invenciéon se pueden proporcionar en varias formas. Por ejemplo, las composiciones se
pueden preparar como inyectables, ya sea como soluciones o suspensiones liquidas. También se pueden preparar
formas sélidas adecuadas para su solucién o suspension en vehiculos liquidos antes de la inyeccion (por ejemplo,
una composicion liofilizada como Synagis™ y Herceptin™, para su reconstitucién con agua estéril que contiene un
conservante). Se puede preparar la composicién para la administracion topica, por ejemplo, como una pomada, crema
o polvo. Se puede preparar la composicién para la administracion oral, por ejemplo, como un comprimido o capsula,
como un espray o como un jarabe (opcionalmente con sabores).

Se puede preparar la composicion para la administracion pulmonar, por ejemplo, como un inhalador, utilizando un
polvo fino o un espray. Se puede preparar la composicidn como un supositorio o un pesario. Se puede preparar la
composicion para la administracion nasal, ocular o en el oido, por ejemplo, como gotas. La composicion puede estar
en forma de kit, disefiada de manera que se reconstituya una composicion combinada justo antes de la administracién
a un sujeto. Por ejemplo, se puede proporcionar un anticuerpo liofilizado en forma de kit con agua estéril o tampdn
estéril.

Se comprendera que el principio activo en la composicion serd una molécula de anticuerpo, un fragmento de anticuerpo
o variantes y derivados de estos. Por tanto, sera susceptible de degradarse en el tubo gastrointestinal. Por lo tanto, si
la composiciéon se va a administrar mediante una ruta que utiliza el tubo gastrointestinal, serd necesario que la
composicion contenga agentes que protegen el anticuerpo de la degradacién pero que liberan el anticuerpo una vez
que ha sido absorbido en el tubo gastrointestinal.

Se puede consultar un analisis exhaustivo de portadores farmacéuticamente aceptables en Gennaro (2000)
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20.2 edicién, ISBN: 0683306472.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion tienen por lo general un pH de entre 5.5 y 8.5, y este puede estar
entre 6 y 8 y puede ser de aproximadamente 7. Se puede mantener el pH mediante el uso de un tampén. La
composicion puede ser estéril y/o exenta de pirégenos. La composicion puede ser isotonica respecto a los seres
humanos. Opcionalmente, las composiciones farmacéuticas de la invencién se pueden suministrar en recipientes
sellados herméticamente.

Las composiciones farmacéuticas incluiran una cantidad eficaz de uno o mas anticuerpos de la invencién y/o un
polipéptido que comprende un epitopo que se une a un anticuerpo de la invencién, es decir, una cantidad que es
suficiente para tratar, mejorar o prevenir una enfermedad o afeccidon deseada, o para exhibir un efecto terapéutico
detectable. Los efectos terapéuticos también incluiran la reduccion de los sintomas fisicos. La cantidad eficaz exacta
para un sujeto concreto dependera de su tamafio y salud, la naturaleza y avance de la afeccion y los agentes
terapéuticos o combinacion de agentes terapéuticos seleccionados para la administracion. La cantidad eficaz para una
situacion concreta se determina mediante la experimentacién habitual y segun el criterio del facultativo. A efectos de
la presente invencién, una dosis eficaz sera generalmente de aproximadamente 0.01lmg/kg a aproximadamente
50mg/kg, o de aproximadamente 0.05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg de las composiciones de la presente
invencion en el individuo al cual se va a administrar. Los agentes farmacéuticos con anticuerpos conocidos
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proporcionan una guia a este respecto, por ejemplo, Herceptin™ se administra mediante infusion intravenosa de una
solucion de 21 mg/mL, con una dosis de administracion inicial de 4 mg/kg de peso corporal y una dosis de
mantenimiento semanal de 2 mg/kg de peso corporal; Rituxan™ se administra semanalmente en una dosis de 375
mg/m?; etc.

Las composiciones pueden incluir mas de un (por ejemplo, 2, 3, etc.) anticuerpo de la invencién para proporcionar un
efecto terapéutico aditivo o sinérgico. Como alternativa, la composicién puede comprender uno o mas (por ejemplo,
2, 3, etc.) anticuerpos de la invencién y uno o mas (por ejemplo, 2, 3, etc.) anticuerpos adicionales contra el virus de
la gripe A. Por ejemplo, un anticuerpo se puede unir a un epitopo de HA, a la vez que otro se puede unir a un epitopo
diferente de HA o a un epitopo de neuraminidasa y/o proteinas matriciales. Ademas, la administracion de anticuerpos
de la invencion junto con una vacuna de la gripe A o con anticuerpos con especificidades que no son las del virus de
la gripe A estd comprendida en el alcance de la invencién. Los anticuerpos de la invencion se pueden administrar
combinados/simultaneamente o en momentos independientes con la vacuna de la gripe o con anticuerpos con
especificidades que no son las del virus de la gripe A.

Opcionalmente, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende dos o mas anticuerpos, donde
el primer anticuerpo es un anticuerpo de la invencion y el segundo anticuerpo es especifico para un epitopo de
neuraminidasa, un segundo epitopo de HA y/o un epitopo matricial. Por ejemplo, la invencién proporciona una
composicion farmacéutica que comprende dos 0 mas anticuerpos, donde el primer anticuerpo es segun el primer
aspecto de la invencién y el segundo anticuerpo es especifico para un epitopo de neuraminidasa, un segundo epitopo
de HA (por ejemplo, un epitopo en la cabeza globular de HA, un segundo epitopo en el tallo de HA) y/o un epitopo
matricial. El segundo epitopo en el tallo o el epitopo en la cabeza globular de HA del virus de la gripe A puede estar
conservado, aunque no es necesario, entre uno o mas subtipos del virus de la gripe A.

También se divulga una composicion farmacéutica que comprende dos o mas anticuerpos, donde el primer anticuerpo
es especifico para un epitopo de neuraminidasa, y el segundo anticuerpo es especifico para un segundo epitopo de
neuraminidasa, un epitopo de HA y/o un epitopo matricial.

También se divulga una composicion farmacéutica que comprende dos o mas anticuerpos, donde el primer anticuerpo
es especifico para un epitopo matricial, y el segundo anticuerpo es especifico para un segundo epitopo matricial, un
epitopo de HA y/o neuraminidasa.

Los anticuerpos ejemplares de la invencién especificos para una proteina diana del virus de la gripe A incluyen, sin
caracter limitante, la variante 1 de FI6 y la variante 2 de FI6.

Opcionalmente, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende la variante 1 del anticuerpo
FI6 o un fragmento de union al antigeno de este y un portador farmacéuticamente aceptable. Como alternativa, la
invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende la variante 2 del anticuerpo FI6 o un fragmento
de union al antigeno de este y un portador farmacéuticamente aceptable.

Los anticuerpos de la invencién se pueden administrar (ya sea combinados o por separado) con otros agentes
terapéuticos, por ejemplo, con compuestos quimioterapicos, con radioterapia, etc. Los compuestos terapéuticos
pueden incluir compuestos antivirales tales como Tamiflu™. Una terapia combinada de este tipo proporciona una
mejora aditiva o sinérgica en la eficacia terapéutica respecto a los agentes terapéuticos individuales cuando se
administran solos. El término “sinergia” se utiliza para describir un efecto combinado de dos o mas agentes activos
que es superior a la suma de los efectos individuales de cada agente activo respectivo. Por lo tanto, cuando el efecto
combinado de dos 0 mas agentes da como resultado una “inhibicidn sinérgica” de una actividad o proceso, se pretende
que la inhibicién de la actividad o proceso sea superior a 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 cuando el efecto terapéutico (segin se mide mediante uno cualquiera de varios
parametros) es superior a la suma de los efectos terapéuticos individuales observados con las terapias individuales
respectivas.

Se pueden administrar anticuerpos a aquellos sujetos que no han mostrado previamente respuesta al tratamiento para
la infeccién del virus de la gripe A, es decir, que han mostrado ser resistentes a un tratamiento contra la gripe. Tal
tratamiento puede incluir tratamiento previo con un agente antiviral. Esto se puede deber, por ejemplo, a la infeccion
con una cepa del virus de la gripe A resistente a antivirales.

Una composicion de la invencion puede incluir anticuerpos de la invencion, donde los anticuerpos constituyen al menos
un 50% en peso (por ejemplo, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o0 mas) de la proteina total en
la composicién. En una composicion de este tipo, los anticuerpos estan en forma purificada.

También se divulga un método para preparar un agente farmacéutico, que comprende las etapas de: (i) preparar un
anticuerpo de la invencién; y (ii) mezclar el anticuerpo purificado con uno o méas portadores farmacéuticamente
aceptables.
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También se divulga un método para preparar un agente farmacéutico que comprende la etapa de mezclar un
anticuerpo con uno 0 mas portadores farmacéuticamente aceptables, donde el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal
gue se ha obtenido a partir de un linfocito B transformado o una célula plasmatica cultivada de la invencién. Por lo
tanto, los procedimientos para obtener primero el anticuerpo monoclonal y preparar a continuaciéon el agente
farmacéutico pueden ser realizados en momentos muy diferentes, por personas diferentes, en lugares diferentes (por
ejemplo, en paises diferentes).

Como una alternativa para suministrar anticuerpos o linfocitos B con objetivos terapéuticos, es posible suministrar el
acido nucleico (normalmente ADN) que codifica el anticuerpo monoclonal (o fragmento activo de este) de interés
derivado del linfocito B o la célula plasmatica cultivada a un sujeto, de modo que el acido nucleico se pueda expresar
en el sujeto in situ para proporcionar un efecto terapéutico deseado. En la técnica existe constancia de vectores para
el suministro de acidos nucleicos y terapia génica adecuados.

Las composiciones de la invencién pueden ser composiciones inmundgenas y pueden ser composiciones de vacuna
gue comprenden un antigeno que comprende un epitopo reconocido por un anticuerpo de la invencion. Las vacunas
pueden ser profilacticas (es decir, para prevenir la infeccién) o terapéuticas (es decir, para tratar la infeccion).

Las composiciones pueden incluir un agente antimicrobinao, especialmente si se empaqueta en un formato de mdatiples
dosis. Pueden comprender detergente, por ejemplo, un Tween (polisorbato), tal como Tween 80. Por lo general, los
detergentes estan presentes con un nivel bajo, por ejemplo, <0.01%. Las composiciones también pueden incluir sales
de sodio (por ejemplo, cloruro de sodio) para proporcionar tonicidad. Es tipica una concentracién de 10+2 mg/mL de
NacCl.

Ademas, las composiciones pueden comprender un alditol (por ejemplo, manitol) o un disacarido (por ejemplo,
sacarosa o trehalosa), por ejemplo, en una concentracion de 15-30 mg/mL (por ejemplo, 25 mg/mL), especialmente si
se van a liofilizar o si incluyen material que se ha reconstituido a partir de material liofilizado. El pH de una composicién
para la liofilizacion se puede ajustar hasta aproximadamente 6.1 antes de la liofilizacién.

Las composiciones de la invencidon también pueden comprender uno o0 mas agentes inmunorreguladores.
Opcionalmente, uno o mas de los agentes inmunorreguladores incluyen un adyuvante.

Las composiciones de epitopos de la invencidon pueden generar tanto una respuesta inmunitaria mediada por células
como una respuesta inmunitaria humoral con el fin de enfrentarse de manera eficaz a la infeccion por el virus de la
gripe A. La respuesta inmunitaria puede inducir anticuerpos duraderos (por ejemplo, neutralizantes) y una inmunidad
mediada por células que pueden responder rapidamente a la exposicién al virus de la gripe A.

Tratamientos y usos médicos

Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpo de la invencion o derivados y variantes de estos se pueden utilizar para
el tratamiento de la infeccién por el virus de la gripe A, para la prevencién de la infeccién por el virus de la gripe A o
para el diagnéstico de la infeccion por el virus de la gripe A.

Los métodos de diagndstico pueden incluir poner en contacto un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo con una
muestra. Tales muestras pueden ser muestras de tejido tomadas de, por ejemplo, las fosas nasales, cavidades
sinusales, glandulas salivales, pulmén, higado, pancreas, rifion, oido, ojo, placenta, tubo digestivo, corazén, ovarios,
hipdfisis, glandulas suprarrenales, tiroides, cerebro o piel. Los métodos de diagnéstico también pueden incluir la
deteccion de un complejo antigeno/anticuerpo.

Por lo tanto, se divulga (i) un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, o variantes y derivados de estos de acuerdo con
la invencion, (ii) un clon de linfocitos B inmortalizados de acuerdo con la invencion, (iii) un epitopo capaz de unirse a
un anticuerpo de la invencion o (iv) un ligando, preferentemente un anticuerpo, capaz de unirse a un epitopo que se
une a un anticuerpo de la invencion para su uso en terapia.

También se divulga el uso de (i) un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, o variantes y derivados de estos de
acuerdo con la invencion, (ii) un clon de linfocitos B inmortalizados de acuerdo con la invencion, (iii) un epitopo capaz
de unirse a un anticuerpo de la invencion o (iv) un ligando, preferentemente un anticuerpo, que se une a un epitopo
capaz de unirse a un anticuerpo de la invencion, en la produccién de un medicamento para la prevencion o tratamiento
de la infeccidn por el virus de la gripe A.

La invencidn proporciona una composicion de la invenciéon para su uso como medicamento para la prevencion o
tratamiento de una infeccion por el virus de la gripe A. Opcionalmente, el sujeto puede ser un ser humano. Una manera
de comprobar la eficacia del tratamiento terapéutico conlleva monitorizar los sintomas de la enfermedad después de
la administracién de la composicién de la invencién. El tratamiento puede ser un programa de dosis Unica o un
programa de dosis multiples.
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Se puede administrar un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, clon de linfocitos B inmortalizados, epitopo o
composicion de acuerdo con la invencidn a un sujeto que necesite un tratamiento de este tipo. Un sujeto de este tipo
incluye, sin caracter limitante, uno que corre especialmente el riesgo o es susceptible de padecer una infeccion por el
virus de la gripe A incluido, por ejemplo, un sujeto inmunocomprometido. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
la invencién también se puede utilizar en la inmunizacién pasiva o vacunacion activa.

También se pueden utilizar anticuerpos y fragmentos de estos tal como se describe en la presente invencién en un kit
para el diagnéstico de la infeccion por el virus de la gripe A. Ademas, se pueden utilizar epitopos capaces de unirse a
un anticuerpo de la invencién en un kit para monitorizar la eficacia de procedimientos de vacunacion detectando la
presencia de anticuerpos protectores contra el virus de la gripe A. También se pueden utilizar anticuerpos, fragmento
de anticuerpo, o variantes y derivados de estos, tal como se describe en la presente invencién, en un kit para
monitorizar la fabricacion de vacunas con la inmunogenicidad deseada.

También se divulga un método para preparar un agente farmacéutico que comprende la etapa de mezclar un
anticuerpo monoclonal con uno o méas portadores farmacéuticamente aceptables, donde el anticuerpo monoclonal es
un anticuerpo monoclonal que se ha obtenido a partir de una célula hospedadora transfectada de la invencién. Por lo
tanto, los procedimientos para obtener primero el anticuerpo monoclonal (por ejemplo, expresarlo y/o purificarlo) y
mezclarlo a continuacion con el(los) portador(es) farmacéutico(s) pueden ser realizados en momentos muy diferentes,
por personas diferentes, en lugares diferentes (por ejemplo, en paises diferentes).

Comenzando con un linfocito B transformado o una célula plasmatica cultivada de la invencion, se pueden llevar a
cabo diversas etapas de cultivo, subcultivo, clonacién, subclonacion, secuenciacién, preparacion del acido nucleico,
etc., para perpetuar el anticuerpo expresado por el linfocito B transformado o la célula plasmatica cultivada, con una
optimizacion opcional en cada etapa. Opcionalmente, los métodos anteriores comprenden ademas técnicas de
optimizacion (por ejemplo, maduracion de la afinidad u optimizacién) aplicadas a los acidos nucleicos que codifican el
anticuerpo. La invencién engloba todas las células, acidos nucleicos, vectores, secuencias, anticuerpos, etc., utilizados
y preparados durante tales etapas.

En todos estos métodos, el acido nucleico utilizado en el hospedador de expresién se puede manipular para insertar,
eliminar o modificar ciertas secuencias de acido nucleico. Los cambios debidos a tal manipulacién incluyen, sin
caracter limitante, cambios para introducir sitios de restriccién, para modificar la utilizacién de codones, para afiadir u
optimizar las secuencias reguladoras de la transcripcion y/o traduccion, etc. También es posible cambiar el acido
nucleico para alterar los aminoacidos codificados. Por ejemplo, puede ser 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. Tales mutaciones puntuales pueden modificar las funciones efectoras, afinidad de unién al antigeno,
modificaciones postraduccionales, inmunogenicidad, etc., pueden introducir aminoacidos para la incorporacion de
grupos covalentes (por ejemplo, marcas) o pueden introducir etiquetas (por ejemplo, a efectos de purificacion). Las
mutaciones se pueden introducir en sitios especificos o se pueden introducir al azar, a lo que sigue la seleccién (por
ejemplo, evolucidon molecular). Por ejemplo, se pueden mutar uno o mas acidos nucleicos que codifican cualquiera de
las regiones CDR, regiones variables de la cadena pesada o regiones variables de la cadena ligera de anticuerpos de
la invencion, de manera aleatoria o dirigida para introducir diferentes propiedades en los aminoacidos codificados.
Tales cambios pueden ser resultado de un proceso iterativo donde se mantienen los cambios iniciales y se introducen
nuevos cambios en otras posiciones nucleotidicas. Ademas, se pueden combinar los cambios conseguidos en etapas
independientes. Las diferentes propiedades introducidas en los aminoacidos codificados pueden incluir, sin caracter
limitante, una mejora de la afinidad.

General

La expresién “que comprende” engloba “que incluye” asi como también “que esta constituido por”, por ejemplo, una
composicion “que comprende” X puede estar constituida exclusivamente por X o puede incluir algo adicional, por
ejemplo, X + Y.

La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo, una composicién que esta “sustancialmente
exenta” de Y puede estar completamente exenta de Y. Cuando sea necesario, la palabra “sustancialmente” se puede
omitir de la definicion de la invencion.

El término “aproximadamente” en relacion a un valor numérico x significa, por ejemplo, x+10%.

El término “enfermedad”, tal como se utiliza en la presente, se pretende que sea por lo general un sinénimo de los
términos “trastorno” y “afeccién” (como en afeccién médica), y que se utilice indistintamente con ellos, en el sentido
de que todos reflejan una afeccion andémala del cuerpo humano o animal o de una de sus partes que altera el
funcionamiento normal, se manifiesta normalmente por sefiales y sintomas distintivos y provoca que el ser humano o
animal tenga una duracién o calidad de vida reducida.

La referencia al “tratamiento” de un sujeto o paciente, tal como se utiliza en la presente, se pretende que incluyan la
prevencion, profilaxis y terapia. Los términos “sujeto” o “paciente” se utilizan indistintamente en la presente para
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referirse a todos los mamiferos incluidos seres humanos. Los ejemplos de sujetos incluyen seres humanos, vacas,
perros, gatos, caballos, cabras, ovejas, cerdos y conejos. Opcionalmente, el paciente es un ser humano.

Ejemplos

En los siguientes ejemplos se proporcionan realizaciones ejemplares de la presente invencion. Los siguientes ejemplos
se presentan Unicamente a modo ilustrativo y para ayudar al experto a utilizar la invencion. La presente invencién esta
definida por las reivindicaciones. Cualquier materia divulgada en los siguientes Ejemplos que no esta comprendida en
el alcance de las reivindicaciones no es parte de la invencion y se incluye Unicamente a efectos de referencia o
comparativos.

Ejemplo 1. Generacidén y caracterizacion de anticuerp  os de células plasmaticas ampliamente neutralizante s
del virus de la gripe A

Para identificar individuos que pueden producir anticuerpos heterosubtipicos en respuesta a la vacuna de la gripe
estacional (que contiene HA H1 y H3), los autores cribaron mediante ELISPOT células plasmaticas circulantes
recogidas el dia 7 después del refuerzo para determinar su capacidad de secretar anticuerpos que se unen a la vacuna
0 a una HA H5 no relacionada (A/VN/1203/04). Sorprendentemente, aunque en cuatro de los cinco donantes
estudiados no se pudieron detectar células plasmaticas especificas para H5, en un donante el 14% de las células
plasmaticas secretoras de IgG produjeron anticuerpos para H5, mientras que un 57% produjeron anticuerpos para la
vacuna. Se aislaron células plasmaticas CD138" a partir de células mononucleares sanguineas periféricas (PBMC,
por sus siglas en inglés) recogidas 7 dias después de la vacunacién utilizando microesferas magnéticas, a lo que
siguid una clasificacion celular utilizando un dispositivo FACSAria. Se sembraron nameros limitantes de células
plasmaticas en placas de cultivo con micropocillos. Los sobrenadantes del cultivo se estudiaron en tres ELISA
paralelos utilizando como antigenos HA de H5 o H9 recombinantes y el antigeno irrelevante del toxoide del tétanos.
De los 4928 sobrenadantes de cultivo cribados, 12 se unieron a la HA H5 pero no H9, 25 a la HA H9 pero no H5 y 54
tanto a H5 como H9. Algunos de los 54 cultivos con la sefial de DO mas elevada se sometieron a RT-PCR y se
recuperaron dos genes de VH y VL emparejados.

Los genes de VH y VL se clonaron en vectores de expresién y se produjeron anticuerpos recombinantes transfectando
células HEK293T. Los dos anticuerpos monoclonales, FI6 y FI28, compartieron la mayoria de los fragmentos génicos
V, Dy J (IGHV3-30*01, IGHD3-9*01, IGHJ4*02 e IGKV4-1*01), pero difirieron en las regiones N, en el uso de IGKJ y
en el patron de mutaciones somaticas y, por lo tanto, no estuvieron relacionados desde un punto de vista clonal.

Se estudié la especificidad de los anticuerpos recombinantes mediante ELISA utilizando un grupo de HA que
pertenecian a diferentes subtipos. Notablemente, FI6 se uni6é a todos los subtipos de HA de la gripe A estudiados
incluidos el grupo 1 (H1, H5y H9) y el grupo 2 (H3 y H7), a la vez que no se unieron a HA del virus de la gripe B. Por
el contrario, FI28 se uni6 Unicamente a tres HA del grupo 1 (H1, H5 y H9).

Tabla 4.
Unién a HA mediante ELISA (% de anticuerpos de contro | especificos del subtipo)
H1 H3 H5 H7 H9
AI/NC/ A/BR/ AIVN/ A/NL/ A/HK/
20/99 10/07 1203/04 219/03 1073/99
Fl6 85.9 68.5 73.7 87.9 98.7
F128 59.4 1.3 46.3 -0.5 87.7

Dada la homologia de las secuencias de VH y VL de los dos anticuerpos, se realizaron experimentos de
reordenamiento utilizando las cadenas H y L de FI6, FI28 y 7113, un anticuerpo especifico de hCMV que utiliza los
mismos elementos V, D y J de la cadena H. Aunque la unién a H7 requirié el emparejamiento de las cadenas Hy L de
F16, se mantuvo la unién a H5 cuando se reordenaron las cadenas L de FI6 y FI28. Ademas, también se observo union
a H5 cuando la cadena H de FI6 se emparej6 con la cadena L no relacionada de 7113. Por el contrario, no se observo
unién a H5 cuando la cadena H homéloga de 7113 se emparej6 con la cadena L de FI6. Sin querer cefiirse a ninguna
teoria particular, estos resultados sugieren que la contribucién principal para la unién a H5 se debe a la cadena H,
mientras que la unién a H7 requiere un emparejamiento preciso entre las cadenas Hy L de FI6.
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Se estudiaron FI6 y FI28 para determinar su capacidad para neutralizar los subtipos de la gripe A del grupo 1y del
grupo 2 utilizando virus pseudotipados (Tabla 5) asi como también virus infecciosos (Tabla 6). Notablemente, FI6
neutralizé todos los pseudovirus estudiados, incluidos seis aislados de H5 pertenecientes a los clados divergentes
desde un punto de vista antigénico 0, 1, 2.1, 2.2 y 2.3, y dos aislados aviares de H7. Ademas, FI6 neutraliz6 todos los
virus infecciosos estudiados, incluidos dos virus H3N2 y cuatro virus HIN1 que abarcan varias décadas, hasta el
reciente aislado pandémico de HIN1 A/CA/04/09 (Tabla 6). FI28 neutraliz6 todos los pseudovirus H5 pero no neutralizd
los pseudovirus H7, asi como tampoco ninguno de los virus infecciosos estudiados. Los titulos neutralizantes en los
pseudovirus fueron mas elevados que los titulos en los virus infecciosos.

Tabla 5.
Neutralizacién de los pseudotipos -HA (CI90, pg/mL)
H5N1 H7N1
A/HK/ A/HK/ AIVN/ AJ/INDO/ AWS/ AJAH/ Alck/IT/ Alck/IFPV/
491/97 213/03 1203/04 5/05 MONG/05 1/05 13474/99 Ro/34
FI6 0.07 0.02 0.02 0.31 0.03 0.05 1.87 0.09
FI28 0.05 0.33 0.02 0.35 0.04 0.05 >100 >100
Tabla 6.
Neutralizacion de virus infecciosos (CI50, pg/mL)
HIN1 H3N2
A/PR/ 8/34 A/NC/ 20/99 AJ/SI/ 3/06 AJICA/ 4/09 AICA/ 7/04 A/WI/ 67/05
FI6 2.2 6.3 8.8 12.5 7.9 12,5
FI28 >100 >100 >100 nd >100 >100

nd, no determinado

Ejemplo 2. Sitios de unidn antigénicos de FI6 y FI28

Para identificar los sitios antigénicos a los cuales se unen los anticuerpos FI6 y FI28, los autores estudiaron primero
su capacidad para inhibir la unién a C179, un anticuerpo monoclonal de ratén que se cartografio respecto a una regién
conservada de la region del tallo de HA (Y. Okuno, et al., J Virol 67, 2552 (1993)). Tanto FI6 como FI28 inhibieron
completamente la unién de C179 a la HA H5 VVN/1203/04 recombinante, lo que indica que pueden reconocer un epitopo
solapante. Por el contrario, FI6 y FI28 no compitieron con un grupo de anticuerpos especificos para H5 aislados de
donantes inmunitarios de H5N1 que reconocen diferentes epitopos en la cadena globular de la HA (C. P. Simmons et
al., PLoS Med 4, €178 (2007); S. Khurana et al., PLoS Med 6, €1000049 (2009)). Los intentos de cartografiar el epitopo
de FI6 mediante seleccion de mutantes de escape fracasaron, lo que sugiere que su epitopo no se pude mutar
facilmente sin comprometer la aptitud viral.

A continuacion, los autores realizaron un cartografiado con péptidos utilizando colecciones de péptidos lineales y
ciclados de HA A/VN/1194/04 asi como también un barrido de la hélice utilizando los sistemas de Pepscan Presto BV
(Lelystad, Los Paises Bajos). Este andlisis identificé una region de union de FI6 que incluye el péptido de fusién de
HA2 FGAIAG (aminoécidos 3-8, de acuerdo con la numeracién H3; SEQ ID NO: 37), el péptido de la hélice A de HA2
DGVTNKVNS (aminoacidos 46-54; SEQ ID NO: 38), el péptido de la hélice B de HA2 MENERTLDFHDSNVK
(aminoacidos 102-116; SEQ ID NO: 39) y el péptido C-terminal de HA1 LVLATGLRNSP (aminoacidos 315-325; SEQ
ID NO: 40). La regién de union de FI28 fue diferente de la de FI6 ya que este anticuerpo no reacciond con el péptido
C-terminal de HA1 y el péptido de la hélice B de HA2.

19



ES 2662519713

REFERENCIAS

Okuno et al., (1993) Journal of Virology 67: 2552-2558.
Gerhard et al., (2006) Emerging Infectious Diseases 12: 569-574.
Gioia et al., (2008) Emerging Infectious Diseases 14: 121-128.
US 3766 162

US 3791932

US 3817837

US 4 233 402

US 4 676 980

US 4831175

US 5595 721

W000/52031

WQ000/52473

US 4 766 106

US 4 179 337

US 4 495 285

US 4 609 546

Gabizon et al., (1982) Cancer Research 42:4734

Cafiso (1981) Biochem Biophys Acta 649:129

Szoka (1980) Ann. Rev. Biophys. Eng. 9:467

Poznansky et al., (1980) Drug Delivery Systems (R.L. Juliano, ed., Oxford, N.Y.) pags. 253-315
Poznansky (1984) Pharm Revs 36:277

Kohler, G. y Milstein, C., 1975, Nature 256:495-497.

Kozbar et al., 1983, Immunology Today 4:72.
W02004/076677

Capitulo 4 de Kuby Immunology (4.2 edicién 2000; ASIN: 0716733315
Jones et al., Biotechnol Prog 2003,19(1):163-8

Cho et al., Cytotechnology 2001,37:23-30

Cho et al., Biotechnol Prog 2003,19:229-32

US 5807 715

US 6 300 104

Rowe et al., (1999) J Clin Microbiol 37(4):937-43.

Temperton, et al., (2005). Emerg Infect Dis 11, 411-416.
Smirnov et al., (2000). Arch Virol 145, 1733-1741.

Smirnov et al., (1999). Acta Virol 43, 237-244.

Simmons et al., (2007). PLoS Med 4, e178.
20



ES 2662519713

Traggiai et al., (2004). Nat Med 10, 871-875.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2662519713

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo, o un fragmento de unién al antigeno de este, que comprende secuencias de la region determinante
de la complementariedad (CDR) 1, 2 y 3 de la cadena pesada que tienen una identidad secuencial de al menos un
75% con las SEQ ID NOs: 1, 2 y 3, respectivamente, y secuencias de CDR 1, 2 y 3 de la cadena ligera que tienen una
identidad secuencial de al menos un 75% con las SEQ ID NOs: 4, 5y 6, respectivamente, donde el anticuerpo o
fragmento de anticuerpo se une a un polipéptido que comprende las secuencias de aminoacidos de las SEQ ID NOs:
37, 38, 39 y 40 y donde el anticuerpo neutraliza la infeccién de un subtipo del grupo 1 y un subtipo del grupo 2 del
virus de la gripe A.

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, o un fragmento de union al antigeno de este, donde el subtipo del grupo 1 es
H1, H2, H5 o H9; o donde el subtipo del grupo 2 es H3 o H7.

3. El anticuerpo de cualquier reivindicacion anterior, o un fragmento de unién al antigeno de este, que comprende
secuencias de la region determinante de la complementariedad (CDR) 1, 2 y 3 de la cadena pesada que tienen una
identidad secuencial de al menos un 95% con las SEQ ID NOs: 1, 2 y 3, respectivamente, y secuencias de CDR 1, 2
y 3 de la cadena ligera que tienen una identidad secuencial de al menos un 95% con las SEQ ID NOs: 4, 5y 6,
respectivamente.

4. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, o un fragmento de unién al antigeno de este, que comprende:

(i) una region variable de la cadena pesada que tiene una identidad secuencial de al menos un 95% con la secuencia
de aminoacidos de cualquiera de las SEQ ID NOs: 13 0 33; y

(i) una region variable de la cadena ligera que tiene una identidad secuencial de al menos un 95% con la secuencia
de aminoécidos de la SEQ ID NO: 14.

5. El anticuerpo de la reivindicacién 4, o un fragmento de unién al antigeno de este, donde el anticuerpo comprende
una region variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 13 y una
region variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 14; o una region
variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 33 y una region variable
de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 14.

6. Una molécula de acido nucleico que comprende un polinucledtido que codifica un anticuerpo, o un fragmento de
union al antigeno de este, que neutraliza la infeccién de un subtipo del grupo 1 y un subtipo del grupo 2 del virus de la
gripe A donde el polinucleétido comprende una secuencia de las a) SEQ ID NOs: 7-12, b) SEQ ID NOs: 15y 16, o0 ¢)
SEQ ID NOS 34y 16.

7. Una molécula de acido nucleico que comprende un polinucleétido que codifica un anticuerpo o fragmento de unién
al antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

8. Una célula que expresa el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o un fragmento de unién al antigeno
de este.

9. Una composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, 0 un
fragmento de unién al antigeno de este, el acido nucleico de la reivindicacion 6 o 7 o la célula de la reivindicacion 8, y
un diluyente o portador farmacéuticamente aceptable.

10. Uso del anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o un fragmento de unién al antigeno de este, el
acido nucleico de la reivindicacién 6 o 7, la célula de la reivindicacién 8, o la composicion farmacéutica de la
reivindicacion 9 en la produccion de un medicamento para el tratamiento de la infeccion por el virus de la gripe A.

11. Uso de un polipéptido inmundégeno aislado o purificado que comprende un epitopo que comprende las secuencias
de aminoacidos de las SEQ ID NOs: 37, 38, 39 y 40, donde el polipéptido inmundgeno se une al anticuerpo de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o un fragmento de unién al antigeno de este, en un método in vitro de cribado
para detectar ligandos capaces de neutralizar la infeccién por el virus de la gripe A.

12. Uso de un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o un fragmento de unién al antigeno de este, el
acido nucleico de la reivindicacién 6 o 7, la célula de la reivindicacién 8, o la composicion farmacéutica de la
reivindicacion 9 en un método in vitro de diagnostico de la infeccién por el virus de la gripe A.

13. Uso de un anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o un fragmento de unién al antigeno de este, el
acido nucleico de la reivindicacion 6 o 7, la célula de la reivindicacion 8 o la composicion farmacéutica de la
reivindicacion 9 en un método in vitro de monitorizacién de la calidad de vacunas contra el virus de la gripe A
comprobando que el antigeno de dicha vacuna contiene el epitopo especifico en la conformacién correcta.
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14. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o un fragmento de unioén al antigeno de este, el acido
nucleico de la reivindicacién 6 o 7, la célula de la reivindicacién 8, la composicion farmacéutica de la reivindicacién 9
o un polipéptido inmunégeno aislado o purificado que comprende un epitopo que comprende las secuencias de
aminoacidos de las SEQ ID NOs: 37, 38, 39 y 40, donde el polipéptido inmunégeno se une al anticuerpo de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 5, o un fragmento de unién al antigeno de este, para su uso en el tratamiento de la infeccién

por el virus de la gripe A.
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Lista de nimeros de ID de SEQ

SEQ ID NO Descripcio n Secuencia

1 aa de CDRH1 GFTFSTYA

2 aa de CDRH2 ISYDGNYK

3 aa de CDRH3 AKDSQLRSLLYFEWLSQGYFDP

4 aa de CDRL1 QSVTFENYKNY

5 aa de CDRL2 WAS

6 aa de CDRL3 QQHYRTPPT

7 nuc de CDRH1 ggattcacgttcagtacctatgcc

8 nuc de CDRH2 atctcatac gatggaaattataaa

9 nuc de CDRH3 gcgaaagactcccaactgcgatcactcctctattttgaatggttatcccagggatattttgacccc

10 nuc de CDRL1 cagagtgtcaccttcaactataagaactac

11 nuc de CDRL2 tgggcatct

12 nuc de CDRL3 cagcaacattataggactcctccgacg

13 aa de la cadena pesada
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCVASGFTFSTYAMHWVRQAPGRG
LEWVAVISYDGNYKYYADSVKGRFSISRDNSNSTLHLEMNTLRTED
TALYYCAKDSQLRSLLYFEWLSQGYFDPWGQGTLVTVTS

14 aa de la cadena ligera
DIQMTQSPDSLAVSLGARATINCKSSQSVTFNYKNYLAWYQQKPG
QPPKVLIYWASARESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYC
QQHYRTPPTFGQGTKVEIK

15 nuc de la cadena pesada
caggtgcagcetggtecagtetgggegagecgtggteccagectgggaggtecctgagactetectgtgtag
cetetggattcacgttcagtacctatgecatgeactgggtecgtcaggetccaggeagggggctggagtes
gtggcagttatctcatacgatggaaattataaatactatgcagactetgtgaagggccgattetecatcetecag
agacaattccaacagcacgetgeatctagaaatgaacacccetgagaactgaggacacggctttatattactg
tgcgaaagactcccaactgegatcactectctattttgaatggttatcccagggatattttgaceectggggee
agggaacccttgtcaccgtcacctcag

16 nuc de la cadena ligera
gacatccagatgacccagtctccagactecctggetgtatetetgggegegagggcecaccatcaactgeaa
gtccagecagagtgtcaccttcaactataagaactacttagettggtaccagcagaaaccaggacagectee
taaagtgctcatttactgggeatctgececgggaatcaggggtcectgacegattcagtggeagegggtetg
ggacagatttcactctcaccatcageagectgeaggctgaagatgtggctgtttattactgtcagcaacattat
aggactectecgacgticggecaagggaccaaggtggagatcaaac

17 aa de CDRH1 GFTFSNYG

18 aa de CDRH2 ISYDGSNK

19 aa de CDRH3 AKERPLRLLRYFDWLSGGANDY

20 aa de CDRL1 QSVLYSSNNKNY

21 aa de CDRL2 WAS

22 aa de CDRL3 QQYYRSPS

23 nuc de CDRH1 ggattcaccttcagtaactatggc

24 nuc de CDRH2 atatcatatgatggatctaataag

24



ES 2662519713

SEQ ID NO Descripcio n Secuencia
25 nuc de CDRH3 gcgaaagagagaccccttcgcctattacgatattttgactggttatcggggggggcgaatgactac
26 nuc de CDRL1 cagagtgttttatacagctccaacaataagaactac
27 nuc de CDRL2 tgggcatct
28 nuc de CDRL3 cagcagtattatagaagtccgtcc
29 aa de la cadena pesada

EVQLVESGGGAVQPGESLKLSCAASGFTFSNYGMHWVRQAPGKGL
EWVAVISYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKDTLYLQMNSLRAED
TALFYCAKERPLRLLRYFDWLSGGANDYWGQGTLVTVSS

30 aa de la cadena ligera
DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKP
GQPPKLLIDWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISNLQVEDVAVYY
CQQYYRSPSFGQGTKLEIK

31 nuc de la cadena pesada
gaggtgcagcetggtggagtctgggggagacgeggtecagectggggagteectgaaactctectgtgea
gectetggatteaccttcagtaactatggeatgeactgggtecgecaggetecaggeaagggactggagts
ggtggcagicatatcatatgatggatctaataagtactatgecagactccgtgaagggecgattcaccatetee
agagacaaticcaaggacacgcetgtatctgcaaatgaacagectgagagetgaggacacggetctgtttta
ctgtgegaaagagagaccectticgectattacgatattttgactggttatcggeooooocgaatgactactg
gggccagggaaccetggteaccgtetecteag

32 nuc de la cadena ligera
gacategtgatgacccagtetccagacteectggetgtgtetctgggegagagggcecaccatcaactgeaa

giccagecagagtgttttatacagetccaacaataagaactacttagettggtaccageagaaaccaggaca
gectectaagttgeteattgactgggeatetaccegggaatecggggteccetgacegaticagtggeageg
ggtctgggacagatttcactctcaccatcageaatetgeaggttgaagatgtegcegtitattactgtcageag
tattatagaagtccgtectttggccaggggaccaagetggagatcaaac

33 aa de la cadena pesada
QVQLVQSGGGVVQPGRSLRLSCVASGFTFSTY AMHWVRQAPGRG
LEWVAVISYDGNYKYYADSVKGRFSISRDNSNNTLHLEMNTLRTE
DTALYYCAKDSQLRSLLYFEWLSQGYFDPWGQGTLVTVTS

34 nuc de la cadena pesada
caggtgcagcetggtecagtetgggegagecgtggteccagectgggaggtecctgagactetectgtgtag
cetetggattcacgttcagtacctatgecatgeactgggtecgtcaggetccaggeagggggctggagtes
gtggcagttatctcatacgatggaaattataaatactatgcagactetgtgaagggccgattetecatcetecag
agacaattccaacaacacgetgeatctagaaatgaacaccctgagaactgaggacacggcetttatattactg
tgcgaaagactcccaactgegatcactectctattttgaatggttatcccagggatattttgaccectggggee
agggaaccctggtcaccgtcacctcag

35 aa de la cadena pesada
EVQLVESGGGAVQPGESLKLPCAASGFTFSNYGMHWVRQAPGKGL
EWVAVISYDGSNKYYADSVKGRFTISRDNSKDTLYLQMNSLRAED
TALFYCAKERPLRLLRYFDWLSGGANDYWGQGTLVTVSS

36 nuc de la cadena pesada
gaggtocagcetggtggagtetgggggagacgeggtecagectggggagtecctgaaacteeectgtgea
gectetggatteaccttcagtaactatggeatgeactgggtecgecaggetccaggeaagggactggagtg
ggtgocagtcatatcatatgatggatctaataagtactatgecagacteegtgaagggecgattcaccatetee
agagacaattccaaggacacgcetgtatctgcaaatgaacagectgagagetgaggacacggctctgtttta
ctgtgcgaaagagagacccecttegectattacgatattttgactggttatcgggegooocgaatgactactg
gggccagggaacccetggteacegtetecteag
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SEQ ID NO Descripci6 n Secuencia
37 aa FGAIAG
38 aa DGVTNKVNS
39 aa MENERTLDFHDSNVK
40 aa LVLATGLRNSP
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