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DESCRIPCION
Anticuerpos antihemaglutinina y procedimientos de uso
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona anticuerpos antihemaglutinina, composiciones que comprenden anticuerpos
antihemaglutinina y procedimientos de uso de los mismos.

ANTECEDENTES

La infeccion por el virus de la gripe provoca entre tres y cinco millones de casos de enfermedades graves y entre
250.000 y 500.000 fallecimientos cada afio en todo el mundo. Solo en los Estados Unidos, de un 5 % a un 20 % de
la poblacién se infecta con el virus de la gripe cada afio, provocadas la mayoria de estas infecciones por el virus de
la gripe A. (Véase, por ejemplo, Dushoff et al., (2006) Am J Epidemiology 163:181-187; Thompson et al., (2004)
JAMA 292:1333-1340; Thompson et al., (2003) JAMA 289:179-186). Aproximadamente 200.000 personas en los
Estados Unidos se hospitalizan con complicaciones relacionadas con la gripe cada afio, lo que da como resultado de
7.000 a 30.000 fallecimientos anuales. La carga asociada con la infeccién por el virus de la gripe en los costes
asistenciales y la pérdida de productividad es extensa. La hospitalizacion y los fallecimientos se producen
principalmente en grupos de alto riesgo, tales como los ancianos, los nifios y los enfermos crénicos.

Los virus de la gripe son virus de ARN de hebra negativa con envoltura de membrana segmentados que pertenecen
a la familia Orthomyxoviridae. El virus de la gripe A consiste en 9 proteinas estructurales y 1 proteina no estructural,
gue incluye tres proteinas de superficie del virus: hemaglutinina (HA o H), neuraminidasa (NA o N) y proteina de la
matriz 2 (M2). La naturaleza segmentada del genoma virico de la gripe permite que el mecanismo de
reagrupamiento genético (es decir, el intercambio de segmentos del genoma) tenga lugar durante la infeccion mixta
de una célula con diferentes cepas viricas de la gripe. Se producen epidemias anuales de gripe cuando se alteran
las propiedades antigénicas de las proteinas de superficie virica hemaglutinina y neuraminidasa. El mecanismo de la
antigenicidad alterada es doble: variaciones antigénicas mayores, provocadas por el reordenamiento genético entre
virus humanos y animales después de la infeccién simultanea de células huésped con al menos dos subtipos viricos,
que pueden provocar una pandemia; y variaciones antigénicas menores, provocadas por pequefios cambios en las
proteinas hemaglutinina y neuraminidasa en la superficie del virus, que pueden provocar epidemias de gripe.

Los virus de la gripe A se pueden clasificar ademas en diversos subtipos dependiendo de las diferentes proteinas
viricas hemaglutinina y neuraminidasa presentadas en su superficie. Cada subtipo del virus de la gripe A se identifica
por la combinacidon de sus proteinas hemaglutinina y neuraminidasa. Existen 16 subtipos de HA (H1 - H16)
conocidos y 9 subtipos de NA (N1 - N9) conocidos. Los 16 subtipos de hemaglutinina se clasifican ademas en dos
grupos filogénicos: El grupo 1 incluye los subtipos de hemaglutinina H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13 y H16;
el grupo 2 incluye los subtipos de hemaglutinina H3, H4, H7, H10, H14 y H15.

La hemaglutinina promueve la unién virica y la entrada en la célula huésped; la neuraminidasa se requiere para la
gemacion virica de la célula infectada. La hemaglutinina del virus de la gripe A comprende dos regiones
estructuralmente distintas, una regién de cabeza globular y una regiéon de tallo o pediculo. La regién de cabeza
globular contiene un sitio de unién al receptor que es responsable de la unién del virus a una célula diana. La region
del tallo (o pediculo) de la hemaglutinina contiene un péptido de fusién que es necesario para la fusion de membrana
entre la envoltura virica y una membrana endosémica de la célula infectada. (Véase, por ejemplo, Bouvier y Palese
(2008) Vaccine 26 Suppl 4: D49-53; Wiley et al., (1987) Ann Rev Biochem 556:365-394).

El tratamiento actual para la infeccién por el virus de la gripe incluye inhibidores de la neuraminidasa, tales como
oseltamivir y zanamivir. Oseltamivir es una opcion de tratamiento terapéutico temprano y profilactico ampliamente
usados para la infeccion por el virus de la gripe A. (Véase, por ejemplo, Kandel y Hartshorn (2001) BioDrugs: Clinical
Immunotherapy, Biopharmaceuticals and Gene Therapy 15:303-323; Nicholson et al., (2000) Lancet 355:1845-1850;
Treanor et al., (2000) JAMA 283:1016-1024; y Welliver et al.,, (2001) JAMA 285:748-754). Sin embargo, el
tratamiento con oseltamivir debe comenzar en un plazo de 48 horas de la aparicion de los sintomas para
proporcionar un beneficio clinico significativo. (Véase, por ejemplo, Aoki et al. (2003) J Antimicrobial Chemotherapy
51:123-129). Esta obligacién compromete la capacidad de oseltamivir para tratar a pacientes gravemente enfermos,
gue tipicamente se encuentran mas alla del margen de tratamiento éptimo de 48 horas en el momento de buscar
tratamiento. Por lo tanto, recientemente se ha puesto un énfasis significativo en la identificacion de medicamentos
para el virus de la gripe para tratar a pacientes infectados por el virus de la gripe hospitalizados. Una estrategia se
ha centrado en el desarrollo de anticuerpos monoclonales (mAb) humanos que se dirigen a un epitopo altamente
conservado en el tallo de la hemaglutinina del virus de la gripe A. (Véase, por ejemplo, Corti et al., (2011) Science
333:850-856; Ekiert et al., (2009) Science 324:246-251; Ekiert et al., (2011) Science 333:843-850; Sui et al., (2009)
Nature Structural & Molecular Biology 16:265-273; Dreyfus et al., (2012) Science 337:1343-1348; Wu et al., (2012) J
Virology 2012.09.034; Clementi et al., (2011) PLoS One 6:1-10. Véanse también las publicaciones de solicitud de
patente internacional n.°*: W0O2009/115972, W02011/117848, W0O2008/110937, W02010/010466, WO2008/028946,
W02010/130636, W02012/021786, W02010/073647, WO02011/160083, W02011/111966, W0O2002/46235 vy
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W02009/053604; las patentes de EE. UU. n.*® 5.631.350 y 5.589.174).

Varios informes han descrito anticuerpos monoclonales (mAb) que se unen a la hemaglutinina y neutralizan
ampliamente el virus de la gripe A. Por ejemplo, Corti et al. (supra) describieron el anticuerpo FI6v3, que se cloné a
partir de una célula de plasma humano y se demostré que neutraliza los virus de la gripe A humanos que pertenecen
a los subtipos de hemaglutinina tanto del grupo 1 como del grupo 2. El mAb FI6v3 se descubrié como resultado de
un esfuerzo heroico de analizar aproximadamente 104.000 células de plasma humano. Adicionalmente, Dreyfus et
al. (supra) describieron recientemente la identificacion del anticuerpo CR9114 por seleccién negativa de
presentacién en fagos; se demostré que el anticuerpo CR9114 se une a un epitopo del tallo altamente conservado
compartido entre la hemaglutinina del virus de la gripe A y del virus de la gripe B. Ademas, el documento
US2011/274702 divulga anticuerpos que neutralizan el virus de la gripe A de los subtipos del grupo 1y 2.

A pesar de estos informes, todavia existe una necesidad en la técnica de tratamientos novedosos para el virus de la
gripe A eficaces frente a los subtipos del virus de la gripe A del grupo 1y grupo 2. La presente invencién satisface
esta necesidad y proporciona otros beneficios para el tratamiento de la infeccidn por el virus de la gripe A.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona anticuerpos antihemaglutinina, composiciones que comprenden anticuerpos
antihemaglutinina y usos de los mismos. La materia objeto de la invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

El anticuerpo antihemaglutinina aislado de la presente invencion comprende tres regiones hipervariables de la
cadena pesada (HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3) y tres regiones hipervariables de la cadena ligera (HVR-L1, HVR-L2 y
HVR-L3), en el que:

(a) HVR-H1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 191;
(b) HVR-H2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 193;
(c) HVR-H3 comprende la secuencia de amino&cidos de SEQ ID NO: 194;
(d) HVR-L1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 195;
(e) HVR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 196; y
() HVR-L3 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 197.

En algunos modos de realizacién, un anticuerpo antihemaglutinina aislado de la presente invencion comprende una
regién variable de la cadena pesada y una region variable de la cadena ligera, en el que la region variable de la
cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 234, y la regién variable de la cadena ligera
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 235.

En algunos modos de realizacion, un anticuerpo antihemaglutinina aislado de la presente invencion comprende una
regién variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 235.

En algunos modos de realizacién, un anticuerpo antihemaglutinina aislado de la presente invencion comprende una
regién variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 234.

En algunos modos de realizacion, un anticuerpo antihemaglutinina aislado de la presente invencién comprende una
cadena pesada y una cadena ligera, en el que la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 147, y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 139.

En algunos modos de realizacién, un anticuerpo antihemaglutinina aislado de la presente invencion comprende una
cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 139.

En algunos modos de realizacién, un anticuerpo antihemaglutinina aislado de la presente invencion comprende una
cadena pesada que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 147.

La invencién también proporciona acidos nucleicos aislados que codifican un anticuerpo antihemaglutinina de la
presente invencion. La invencion también proporciona vectores que comprenden un acido nucleico que codifica un
anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion. La invencion también proporciona células huésped que
comprenden un acido nucleico o un vector de la presente invencion. Un vector puede ser de cualquier tipo, por
ejemplo, un vector recombinante, tal como un vector de expresion. Se puede usar cualquiera de una variedad de
células huésped. En un modo de realizacién, una célula huésped es una célula procariota, por ejemplo, E. coli. En
otro modo de realizacion, una célula huésped es una célula eucariota, por ejemplo, una célula de mamifero, tal como
una célula de ovario de hamster chino (CHO).
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La invencion proporciona ademas un procedimiento de producciéon de un anticuerpo antihemaglutinina de la presente
invencion. Por ejemplo, la invencién proporciona procedimientos para preparar un anticuerpo antihemaglutinina de la
presente invencion (que, como se define en el presente documento, incluye un anticuerpo de longitud completa y
fragmentos del mismo), comprendiendo el procedimiento expresar en una célula huésped adecuada un vector
recombinante de la invenciéon que codifica el anticuerpo antihemaglutinina o fragmentos del mismo para que se
produzcan el anticuerpo o fragmentos del mismo. En algunos modos de realizacién, el procedimiento comprende
cultivar una célula huésped que comprende un acido nucleico que codifica un anticuerpo antihemaglutinina de la
presente invencion (o fragmentos del mismo) para que se exprese el acido nucleico. El procedimiento puede
comprender ademas recuperar el anticuerpo antihemaglutinina o fragmentos del mismo del cultivo de la célula
huésped o del medio de cultivo de la célula huésped.

La invencién también proporciona una formulacién farmacéutica que comprende un anticuerpo antihemaglutinina de
la presente invencidn y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La formulacion farmacéutica puede comprender
ademas un agente terapéutico adicional (por ejemplo, un inhibidor de la neuraminidasa, tal como oseltamivir o
zanamivir; otro anticuerpo, tal como otro anticuerpo antihemaglutinina o un anticuerpo anti-M2; etc.).

La invencion también proporciona composiciones que comprenden un anticuerpo antihemaglutinina de la presente
invencion. La composicién puede comprender ademas un agente terapéutico adicional (por ejemplo, un inhibidor de
la neuraminidasa, tal como oseltamivir o zanamivir; otro anticuerpo, tal como otro anticuerpo antihemaglutinina o un
anticuerpo anti-M2; etc.).

La invencién también proporciona una composicion que comprende un anticuerpo antihemaglutinina de la presente
invencion para su uso en la prevencion de la infeccién por el virus de la gripe A. En algunos modos de realizacion, la
invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo antihemaglutinina de la presente
invencion para su uso en la prevencion de la infeccion por el virus de la gripe A. La invencion proporciona ademas
una composicion que comprende un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion para su uso en el
tratamiento de la infeccion por el virus de la gripe A. En algunos modos de realizacion, la invencion proporciona una
composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencién para su uso en
el tratamiento de la infeccién por el virus de la gripe A. La invencion proporciona ademas una composicion que
comprende un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencidn para su uso en la inhibicién de la infeccion por
el virus de la gripe A. En algunos modos de realizacion, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que
comprende un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion para su uso en la inhibicién de la infeccion por
el virus de la gripe A.

Las composiciones que comprenden un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencién también se pueden
usar en la fabricacion de un medicamento. El medicamento puede ser para su uso en la inhibicion, el tratamiento o la
prevencién de la infeccion por el virus de la gripe A. En determinados modos de realizacion, el medicamento puede
comprender ademas un agente terapéutico adicional (por ejemplo, un inhibidor de la neuraminidasa, tal como
oseltamivir o zanamivir; otro anticuerpo, tal como otro anticuerpo antihemaglutinina o un anticuerpo anti-M2; etc.).

La invencion también proporciona un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invenciéon para su uso en un
procedimiento para inhibir la infeccion por el virus de la gripe A, comprendiendo el procedimiento administrar a un
paciente que lo necesite una cantidad eficaz de una composicién que comprende un anticuerpo antihemaglutinina de
la presente invencion, inhibiendo, de este modo, la infeccion por el virus de la gripe A. La invencion también
proporciona un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencidn para su uso en un procedimiento para tratar la
infeccion por el virus de la gripe A, comprendiendo el procedimiento administrar a un paciente que lo necesite una
cantidad eficaz de una composicion que comprende un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion,
tratando, de este modo, la infeccion por el virus de la gripe A. La invencién también proporciona un anticuerpo
antihemaglutinina de la presente invencion para su uso en un procedimiento para prevenir la infeccién por el virus de
la gripe A, comprendiendo el procedimiento administrar a un paciente que lo necesite una cantidad eficaz de una
composicion que comprende un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion, previniendo, de este modo,
la infeccion por el virus de la gripe A.

La invencién también proporciona una composicion que comprende un anticuerpo antihemaglutinina de la presente
invencién para su uso en un procedimiento para inhibir, tratar o prevenir la infeccién por el virus de la gripe A,
comprendiendo el procedimiento administrar a un paciente que lo necesite una cantidad eficaz de una composicion
gue comprende un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencién, y administrar al paciente una cantidad
eficaz de un agente terapéutico adicional, inhibiendo, tratando o previniendo, de este modo, la infeccion por el virus
de la gripe A. En algunos modos de realizacién, el agente terapéutico adicional es un inhibidor de la neuraminidasa,
tal como oseltamivir o zanamivir. En otros modos de realizacion, el agente terapéutico adicional es otro anticuerpo
antihemaglutinina. Aan en otros modos de realizacion, el agente terapéutico adicional es un anticuerpo anti-M2. En
diversos aspectos de dichos tratamientos de combinacién, los agentes terapéuticos se administran
aproximadamente al mismo tiempo, se administran conjuntamente o se administran de forma secuencial o
consecutiva. En modos de realizacion particulares, se administra un inhibidor antineuraminidasa antes de la
administracion de un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion.
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También se divulga el uso de un vector de expresion de la invencién en la fabricacién de un medicamento. El
medicamento puede ser para su uso en la inhibicién, el tratamiento o la prevencién de la infeccién por el virus de la
gripe A. En determinados aspectos de la divulgacién, el medicamento puede comprender ademas un agente
terapéutico adicional (por ejemplo, un inhibidor de la neuraminidasa, tal como oseltamivir o zanamivir; otro
anticuerpo, tal como otro anticuerpo antihemaglutinina o un anticuerpo anti-M2; etc.).

También se divulga el uso de una célula huésped de la invencién en la fabricacién de un medicamento. El
medicamento puede ser para su uso en la inhibicién, el tratamiento o la prevencion de la infeccion por el virus de la
gripe A. En determinados aspectos de la divulgacion, el medicamento puede comprender ademas un agente
terapéutico adicional (por ejemplo, un inhibidor de la neuraminidasa, tal como oseltamivir o zanamivir; otro
anticuerpo, tal como otro anticuerpo antihemaglutinina o un anticuerpo anti-M2; etc.).

También se divulga el uso de un articulo de fabricaciéon de la invencién en la fabricacién de un medicamento. El
medicamento puede ser para su uso en la inhibicion, el tratamiento o la prevencion de la infeccién por el virus de la
gripe A. En determinados aspectos de la divulgacion, el medicamento puede comprender ademas un agente
terapéutico adicional (por ejemplo, un inhibidor de la neuraminidasa, tal como oseltamivir o zanamivir; otro
anticuerpo, tal como otro anticuerpo antihemaglutinina o un anticuerpo anti-M2; etc.).

También se divulga el uso de un kit de la invencion en la fabricacion de un medicamento. EI medicamento puede ser
para su uso en la inhibicion, el tratamiento o la prevencion de la infeccion por el virus de la gripe A. En determinados
aspectos de la divulgacion, el medicamento puede comprender ademas un agente terapéutico adicional (por
ejemplo, un inhibidor de la neuraminidasa, tal como oseltamivir o zanamivir; otro anticuerpo, tal como otro anticuerpo
antihemaglutinina o un anticuerpo anti-M2; etc.).

En diversos aspectos, un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion se une a hemaglutinina. En algunos
aspectos, un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion se une a hemaglutinina del grupo 1 y grupo 2. En
otros aspectos, un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion se une a hemaglutinina y neutraliza el virus
de la gripe A. En algunos modos de realizacién, un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencién neutraliza
el virus de la gripe A in vitro, in vivo o in vitro e in vivo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las figuras 1A y 1B exponen los datos que muestran el andlisis FACS de plasmoblastos positivos para
antihemaglutinina (hemaglutinina H3+ y hemaglutinina H1+) de las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) humanas el dia 7 posteriormente a la vacunacion antes del enriquecimiento del raton SCID/beige (figura 1A)
y el dia 8 posteriormente a la implantacion intraesplénica después del enriquecimiento del raton SCID/beige con y
sin premezcla de antigeno (figura 1B) en los paneles superior e inferior, respectivamente.

La figura 2 expone los datos que muestran el andlisis de esplenocitos obtenidos el dia 8 posteriormente a la
implantacion intraesplénica de PBMC de ratones SCID/beige individuales sin premezcla de PBMC/antigeno
(circulos) y con premezcla de PBMC/antigeno (cuadrados), como porcentaje de plasmoblastos con hemaglutinina
(H1)+/CD38a“°. El rectangulo indica ratones que presentaron plasmoblastos con hemaglutinina H1".

La figura 3 expone los datos que muestran la neutralizacion in vitro de diversas cepas del virus del grupo 1y grupo 2
de la gripe A por anticuerpos antihemaglutinina.

Las figuras 4A y 4B exponen los datos que muestran la neutralizacién in vitro de diversas cepas del virus del grupo 1
(figura 4A) y grupo 2 (figura 4B) de la gripe A por el anticuerpo monoclonal 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como
SEQ ID NO: 177).

Las figuras 5A y 5B exponen los datos que muestran la neutralizacion in vitro de diversas cepas del virus del grupo 1
(figura 5A) y grupo 2 (figura 5B) de la gripe A por el anticuerpo monoclonal 81.39 SVSH-NYP ("SVSH" divulgado
como SEQ ID NO: 171).

La figura 6 expone los datos que muestran la neutralizacién in vitro de diversas cepas del virus del grupo 1 de la
gripe A por el anticuerpo monoclonal 39.18 B11.

La figura 7 expone los datos que muestran la neutralizacion in vitro de diversas cepas del virus del grupo 1 y grupo 2
de la gripe A por el anticuerpo monoclonal 36.89.

La figura 8 expone los datos que muestran la neutralizacion in vitro de diversas cepas del virus del grupo 1y grupo 2
de la gripe A por el anticuerpo monoclonal mAb9 01F3.

La figura 9 expone los datos que muestran la neutralizacion in vitro de diversas cepas del virus del grupo 1 y grupo 2
de la gripe A por el anticuerpo monoclonal mAb23 06C2.
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La figura 10 expone los datos que muestran la neutralizacién in vitro de un seudovirus que expresa hemaglutinina H5
por el anticuerpo monoclonal 39.29 NCv1.

La figura 11 expone los datos que muestran la neutralizacion in vitro de un virus de la gripe equina H7N7 por el
anticuerpo monoclonal 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177).

Las figuras 12A, 12B, 12C y 12D exponen los datos que muestran el porcentaje de supervivencia de ratones
infectados con diversas cepas del virus de la gripe A (A/PR/8/1934 (PR8), figura 12A; A/Port Chalmers/1/1973
(PC73), figura 12B; A/Hong Kong/1/1968 (HK68), figura 12C); y A/Aichi/2/1968 (Aichi68), figura 12D) y a los que se
administraron diversas cantidades de anticuerpo monoclonal 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO:
177).

La figura 13 expone los datos que muestran el porcentaje de supervivencia de ratones infectados con el virus de la
gripe A A/PR/8/1934 y a los que se administraron diversas cantidades de anticuerpo monoclonal 39.29 NCv1.

La figura 14 expone los datos que muestran el porcentaje de supervivencia de ratones infectados con el virus de la
gripe A A/Hong Kong/1/1968 (un virus de la gripe A que tiene una alta CI50) y a los que se administraron diversas
cantidades de anticuerpo monoclonal 39.29 NCv1.

La figura 15 expone los datos que muestran el porcentaje de supervivencia de ratones infectados con el virus de la
gripe A A/Port Chalmers/1/1973 y a los que se administraron diversas cantidades de anticuerpo monoclonal 39.29
NCv1.

La figura 16 expone los datos que muestran el porcentaje de supervivencia de ratones infectados con el virus de la
gripe A A/Aichi/2/1968 y a los que se administraron diversas cantidades de anticuerpo monoclonal 39.29 NCv1.

La figura 17 expone los datos que comparan el porcentaje de supervivencia de ratones infectados con la cepa del
virus de la gripe A A/PR/8/1934 y a los que se administré una mezcla 50:50 de anticuerpo monoclonal 39.29 D8C2 y
anticuerpo monoclonal 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177) u oseltamivir (Tamiflu®).

La figura 18 expone los datos que muestran la comparacion del porcentaje de supervivencia de ratones infectados
con la cepa del virus de la gripe A A/PR/8/1934 y a los que se administrd el anticuerpo monoclonal 39.29 NWPP
("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177), oseltamivir (Tamiflu®), o una combinaciéon de anticuerpo monoclonal
39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177) y oseltamivir.

Las figuras 19A y 19B exponen los datos que comparan el porcentaje de supervivencia de hurones infectados con la
cepa del virus de la gripe A A/Vietnam/1203/04 (H5N1) y a los que se administrd el anticuerpo monoclonal 39.29
D8C2 (figura 19A), el anticuerpo monoclonal 81.39 B1C1 (figura 19B) u oseltamivir (Tamiflu®) a las 48 horas o 72
horas posteriores a la infeccion.

La figura 20 muestra una alineacion de la secuencia de aminoacidos de las secuencias de aminoacidos de
hemaglutinina de la hemaglutinina H1, H2, H3, H5 y H7, que muestra los residuos de contacto de hemaglutinina
(sombreados) del anticuerpo monoclonal 39.29NCv1 y el epitopo de unién a la hemaglutinina.

Las figuras 21A y 21B exponen los datos de experimentos de ELISA de competicion de diversos anticuerpos
monoclonales que compiten por la unién del anticuerpo monoclonal 39.29 marcado con biotina a la hemaglutinina H1
de A/INWS/1933 (figura 21A) y la hemaglutinina H3 de A/HK/8/1968 (figura 21B).

Las figuras 22A y 22B muestran una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 81.39 B1C1 (SEQ ID NO: 113 y 111,
respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe
germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 237,
respectivamente). Los aminoacidos son los nimeros de acuerdo con la numeracién de Kabat. Se indican las CDR de
Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 23A y 23B muestran una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 81.39 SVSH-NYP ("SVSH" divulgado
como SEQ ID NO: 171) (SEQ ID NO: 117 y 115, respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de
inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-
30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 237, respectivamente). Los aminoacidos son los nimeros de acuerdo con
la numeracion de Kabat. Se indican las CDR de Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 24A y 24B muestran una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 81.39 B1F1 (SEQ ID NO: 119 y 111,
respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe
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germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 237,
respectivamente). Los aminoacidos son los numeros de acuerdo con la numeracién de Kabat. Se indican las CDR de
Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 25A y 25B muestran una alineacién de la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 81.39 SVDS ("SVDS" divulgado como
SEQ ID NO: 172) (SEQ ID NO: 113 y 115, respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de
inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-
30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 237, respectivamente). Los aminoacidos son los nimeros de acuerdo con
la numeracion de Kabat. Se indican las CDR de Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 26A y 26B muestran una alineacién de la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 81.39 SVSS ("SVSS" divulgado como
SEQ ID NO: 173) (SEQ ID NO: 122 y 115, respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de
inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-
30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 237, respectivamente). Los aminoacidos son los numeros de acuerdo con
la numeracion de Kabat. Se indican las CDR de Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 27A y 27B muestran una alineacion de la secuencia de aminoéacidos de la region variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 81.39 SVDH ("SVDH" divulgado como
SEQ ID NO: 174) (SEQ ID NO: 124 y 115, respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de
inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-
30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 237, respectivamente). Los amino&cidos son los nimeros de acuerdo con
la numeracion de Kabat. Se indican las CDR de Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 28A y 28B muestran una alineacion de la secuencia de aminoéacidos de la region variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del mAb 81.39 SVSH ("SVSH" divulgado como SEQ ID NO: 171)
(SEQ ID NO: 126 y 115, respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de inmunoglobulina 3-15*01
(IGKV3-15*01) y la estirpe germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ
ID NO: 236 y 237, respectivamente). Los amino&cidos son los niumeros de acuerdo con la numeraciéon de Kabat. Se
indican las CDR de Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 29A y 29B muestran una alineacién de la secuencia de aminoéacidos de la region variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 81.39 SVSH.NFP ("SVSH" divulgado
como SEQ ID NO: 171) (SEQ ID NO: 128 y 115, respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de
inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-
30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 237, respectivamente). Los aminoacidos son los nimeros de acuerdo con
la numeracion de Kabat. Se indican las CDR de Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 30A y 30B muestran una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 81.39 SVDS.F ("SVDS" divulgado como
SEQ ID NO: 172) (SEQ ID NO: 130 y 115, respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de
inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-
30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 237, respectivamente). Los aminoacidos son los nimeros de acuerdo con
la numeracion de Kabat. Se indican las CDR de Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 31A y 31B muestran una alineacion de la secuencia de aminoéacidos de la regién variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 81.39 SVDS.Y ("SVDS" divulgado como
SEQ ID NO: 172) (SEQ ID NO: 132 y 115, respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de
inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-
30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 237, respectivamente). Los aminoacidos son los numeros de acuerdo con
la numeracion de Kabat. Se indican las CDR de Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 32A y 32B muestran una alineacion de la secuencia de aminoéacidos de la region variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 39.29 D2C4 (SEQ ID NO: 136 y 134,
respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe
germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 245,
respectivamente). Los aminoacidos son los nimeros de acuerdo con la numeracion de Kabat. Se indican las CDR de
Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 33A y 33B muestran una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 39.29 D8C2 (SEQ ID NO: 140 y 138,
respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe
germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 245,
respectivamente). Los aminoacidos son los nimeros de acuerdo con la numeracién de Kabat. Se indican las CDR de
Kabat, Chothia y de contacto.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2701746 T3

Las figuras 34A y 34B muestran una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 39.29 NCv1l (SEQ ID NO: 144 y 142,
respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe
germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 245,
respectivamente). Los aminoacidos son los nimeros de acuerdo con la numeracién de Kabat. Se indican las CDR de
Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 35A y 35B muestran una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 39.29 D8E7 (SEQ ID NO: 146 y 138,
respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe
germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 245,
respectivamente). Los aminoacidos son los nimeros de acuerdo con la numeracién de Kabat. Se indican las CDR de
Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 36A y 36B muestran una alineacion de la secuencia de aminoéacidos de la region variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 39.29 NFPP ("NFPP" divulgado como
SEQ ID NO: 175) (SEQ ID NO: 150 y 148, respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de
inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-
30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 245, respectivamente). Los aminoacidos son los nUmeros de acuerdo con
la numeracion de Kabat. Se indican las CDR de Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 37A y 37B muestran una alineacion de la secuencia de aminoéacidos de la region variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 39.29 NYPP ("NYPP" divulgado como
SEQ ID NO: 176) (SEQ ID NO: 152 y 148, respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de
inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-
30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 245, respectivamente). Los aminoacidos son los numeros de acuerdo con
la numeracion de Kabat. Se indican las CDR de Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 38A y 38B muestran una alineacién de la secuencia de amino&cidos de la region variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como
SEQ ID NO: 177) (SEQ ID NO: 235 y 234, respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de
inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-
30*01 (IGHV3-30*01) (SEQ ID NO: 236 y 245, respectivamente). Los aminoacidos son los numeros de acuerdo con
la numeracion de Kabat. Se indican las CDR de Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 39A y 39B muestran una alineacion de la secuencia de aminoéacidos de la region variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 39.18 B11 (SEQ ID NO: 156 y 154,
respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe
germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 1-69*01 (IGHV1-69*01) (SEQ ID NO: 236 y 238,
respectivamente). Los aminoacidos son los nimeros de acuerdo con la numeracion de Kabat. Se indican las CDR de
Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 40A y 40B muestran una alineacion de la secuencia de aminoéacidos de la region variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 39.18 E12 (SEQ ID NO: 156 y 158,
respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de inmunoglobulina 3-15*01 (IGKV3-15*01) y la estirpe
germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 1-69*01 (IGHV1-69*01) (SEQ ID NO: 236 y 238,
respectivamente). Los aminoacidos son los nimeros de acuerdo con la numeracién de Kabat. Se indican las CDR de
Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 41A y 41B muestran una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la regién variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 36.89 (SEQ ID NO: 162 y 160,
respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de inmunoglobulina 1-5*03 (IGKV1-5*03) y la estirpe
germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 1-18*01 (IGHV1-18*01) (SEQ ID NO: 239 y 240,
respectivamente). Los aminoacidos son los nimeros de acuerdo con la numeracién de Kabat. Se indican las CDR de
Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 42A y 42B muestran una alineacion de la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 9.01F3 (SEQ ID NO: 166 y 164,
respectivamente) con la estirpe germinal variable ligera de inmunoglobulina 1-44*01 (IGKV1-44*01) y la estirpe
germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 1-2*02*01 (IGHV1-2*02) (SEQ ID NO: 241 y 242,
respectivamente). Los aminoacidos son los numeros de acuerdo con la numeracion de Kabat. Se indican las CDR de
Kabat, Chothia y de contacto.

Las figuras 43A y 43B muestran una alineacioén de la secuencia de aminoéacidos de la region variable de la cadena
ligera y la region variable de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal 23.06C2 (SEQ ID NO: 170 y 168,
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respectivamente) con la estirpe germinal variable kappa de inmunoglobulina 2-30*01 (IGKV2-30*01) y la estirpe
germinal variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 4-39*01 (IGHV4-39*01) (SEQ ID NO: 243 y 244,
respectivamente). Los aminoacidos son los nimeros de acuerdo con la numeracién de Kabat. Se indican las CDR de
Kabat, Chothia y de contacto.

DESCRIPCION DETALLADA DE LOS MODOS DE REALIZACION DE LA INVENCION
I. DEFINICIONES

Una "regién estructural humana aceptora” para los propositos en el presente documento es una region estructural
gue comprende la secuencia de aminoacidos de una region estructural del dominio variable de la cadena ligera (VL)
0 una region estructural del dominio variable de la cadena pesada (VH) derivada de una region estructural de
inmunoglobulina humana o una regién estructural consenso humana, como se define a continuacion. Una region
estructural humana aceptora "derivada de" una region estructural de inmunoglobulina humana o una region
estructural consenso humana puede comprender la misma secuencia de aminoacidos de la misma, o puede
contener cambios en la secuencia de aminoacidos. En algunos modos de realizacion, el nimero de cambios de
aminoécidos es 10 o menos, 9 0 menos, 8 0 menos, 7 0 menos, 6 0 menos, 5 0 menos, 4 0 menos, 3 0 Menos, 0 2 0
menos. En algunos modos de realizacidn, la regién estructural humana aceptora de VL es idéntica en secuencia a la
secuencia estructural de inmunoglobulina humana de VL o a la secuencia estructural consenso humana.

"Afinidad" se refiere a la fuerza de la suma total de las interacciones no covalentes entre un Unico sitio de union de
una molécula (por ejemplo, un anticuerpo) y su ligando (por ejemplo, un antigeno). A menos que se indique de otro
modo, como se usa en el presente documento, "afinidad de unién" se refiere a la afinidad de union intrinseca que
refleja una interaccion 1:1 entre los miembros de un par de union (por ejemplo, anticuerpo y antigeno). La afinidad
de una molécula X por su ligando Y se puede representar, en general, mediante la constante de disociacion (Kd). La
afinidad se puede medir mediante procedimientos comunes conocidos en la técnica, incluyendo los descritos en el
presente documento. Los modos de realizacion ilustrativos y ejemplares especificos para medir la afinidad de unién
se describen en lo siguiente.

Un anticuerpo "con maduracion de la afinidad" se refiere a un anticuerpo con una o mas alteraciones en una 0 mas
regiones hipervariables (HVR), en comparacion con un anticuerpo original que no posee dichas alteraciones, dando
como resultado dichas alteraciones una mejora en la afinidad del anticuerpo por el antigeno.

Los términos "anticuerpo antihemaglutinina" y "un anticuerpo que se une a hemaglutinina" se refieren a un
anticuerpo que se une a hemaglutinina con una afinidad suficiente de modo que el anticuerpo sea util como agente
de diagndstico y/o terapéutico en la seleccion como diana de la hemaglutinina, incluyendo la seleccién como diana
de la hemaglutitina del virus de la gripe. En un modo de realizacion, el grado de unién de un anticuerpo
antihemaglutinina a una proteina distinta de hemaglutinina no relacionada es de menos de aproximadamente un
10 % de la union del anticuerpo a la hemaglutinina como se mide, por ejemplo, mediante un radioinmunoensayo
(RIA). En determinados modos de realizacion, un anticuerpo que se une a hemaglutinina tiene una constante de
disociacién (Kd) de < 1 uM, < 100 nM, < 10 nM, < 1 nM, < 0,1 nM, < 0,01 nM o < 0,001 nM (por ejemplo, 108 Mo
menos, por ejemplo, de 10°Ma 10 ™, por ejemplo, de 10°Ma10™ M). En determinados modos de realizacion,
un anticuerpo antihemaglutinina se une a un epitopo de hemaglutinina que se conserva entre hemaglutinina de
diferentes cepas, subtipos y aislados de los virus de la gripe A.

El término "anticuerpo” en el presente documento se usa en el sentido mas amplio y engloba diversas estructuras de
anticuerpos, incluyendo, pero no limitadas a, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo siempre que presenten la
actividad de union a antigeno deseada.

Un "fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo intacto que comprende una porcién
de un anticuerpo intacto que se une al antigeno al que se une el anticuerpo intacto. Un "fragmento de anticuerpo”
también se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo intacto que comprende una porcién de un anticuerpo
intacto que se une a hemaglutinina y neutraliza el virus de la gripe A. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo
incluyen pero no se limitan a Fv, Fab, Fab', Fab’-SH, F(ab),; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de
anticuerpo monocatenario (por ejemplo, scFv); y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de
anticuerpo.

Un "anticuerpo que se une al mismo epitopo" que un anticuerpo de referencia se refiere a un anticuerpo que bloquea
la unién del anticuerpo de referencia a su antigeno en un ensayo de competicion en un 50 % o masy, a la inversa, el
anticuerpo de referencia bloquea la unién del anticuerpo a su antigeno en un ensayo de competicion en un 50 % o
mas. En el presente documento se proporciona un ensayo de competicién ejemplar.

El término anticuerpo "quimérico” se refiere a un anticuerpo en el que una porcién de la cadena pesada y/o ligera
deriva de una fuente o especie particular, mientras que el resto de la cadena pesada y/o ligera deriva de una fuente
0 especie diferente.
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La "clase" de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio constante o regién constante que posee su cadena pesada.
Existen cinco clases principales de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, y varias de estas se pueden dividir
adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gG1, 1gG2, 19Gs, 1gG4, IgA: e 1gA,. Los dominios constantes de
la cadena pesada que se corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se llaman a, 8, €, vy y J,
respectivamente.

El término "agente citotéxico”, como se usa en el presente documento, se refiere a una sustancia que inhibe o
previene una funcion celular y/o provoca muerte o destruccion celular. Los agentes citotoxicos inclue/en, pero no se
limitan a, isGtopos radioactivos (por ejemplo, At?*, 18, 1'%° Y9 Re™®®, Re'®®, sm™*®, Bi?*?, P¥, Pb?!? y los isétopos
radioactivos de Lu); agentes o farmacos quimioterapicos (por ejemplo, metotrexato, adriamicina, alcaloides de la
vinca (vincristina, vinblastina, etopésido), doxorrubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo, daunorrubicina u otros
agentes intercalantes); agentes inhibidores del crecimiento; enzimas y fragmentos de las mismas tales como
enzimas nucleoliticas; antibidticos; toxinas tales como toxinas de molécula pequefia 0 toxinas enziméaticamente
activas de origen bacteriano, fingico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o variantes de las mismas; y los
diversos antineoplasicos o antitumorales divulgados a continuacion.

"Funciones efectoras" se refieren a las actividades biolégicas atribuibles a la regién Fc de un anticuerpo, que varian
con el isotipo del anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpo incluyen: unién a C1q y citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC); union al receptor Fc; citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC);
fagocitosis; regulacién por disminucién de receptores de la superficie celular (por ejemplo, el receptor de linfocitos
B); y activacion de linfocitos B.

Una "cantidad eficaz" de un agente, por ejemplo, una formulacion farmacéutica, se refiere a una cantidad eficaz, en
las dosis y durante los periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado terapéutico o profilactico deseado.

El término "regién Fc" en el presente documento se usa para definir una region C terminal de una cadena pesada de
inmunoglobulina que contiene al menos una porcion de la region constante. El término incluye regiones Fc de
secuencia natural y regiones Fc variantes. En un modo de realizacion, una region Fc de la cadena pesada de IgG
humana se extiende desde Cys226, o desde Pro230, al extremo carboxilico de la cadena pesada. Sin embargo, la
lisina C terminal (Fys447) de la regién Fc puede o no estar presente. A menos que se especifique de otro modo en el
presente documento, la numeracién de los residuos aminoacidicos en la regién Fc o region constante se realiza de
acuerdo con el sistema de numeracion EU, también llamado indice EU, como se describe en Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, 1991.

"Region estructural® o "FR" se refiere a residuos del dominio variable distintos de los residuos de la region
hipervariable (HVR). La FR de un dominio variable consiste en general en cuatro dominios de FR: FR1, FR2, FR3 y
FR4. En consecuencia, las secuencias de HVR y FR aparecen en general en la siguiente secuencia en VH (o0 VL):
FR1-H1(F1)-FR2-H2(F2)-FR3-H3(F3)-FR4.

Los términos "anticuerpo de longitud completa”, "anticuerpo intacto” y "anticuerpo completo” se usan en el presente
documento de manera intercambiable para referirse a un anticuerpo que tiene una estructura sustancialmente similar
a una estructura de anticuerpo natural o que tiene cadenas pesadas que contienen una regidon Fc como se define en
el presente documento.

Los términos "célula huésped"”, "linea de células huésped" y "cultivo de células huésped" se usan de manera
intercambiable y se refieren a células en las que se ha introducido acido nucleico exdgeno, incluyendo la
descendencia de dichas células. Las células huésped incluyen "transformantes” y "células transformadas”, que
incluyen la célula transformada primaria y la descendencia derivada de la misma independientemente del nimero de
pasos. La descendencia puede que no sea completamente idéntica en el contenido de acido nucleico a una célula
original, sino que puede contener mutaciones. La descendencia mutante que tiene la misma funcién o actividad
bioldgica que la cribada o seleccionada en la célula transformada originalmente se incluye en el presente
documento.

Un "anticuerpo humano" es un anticuerpo que posee una secuencia de aminoacidos que se corresponde con la de
un anticuerpo producido por un ser humano o una célula humana o derivado de una fuente no humana que utiliza
repertorios de anticuerpos humanos u otras secuencias que codifican anticuerpos humanos. Esta definicion de un
anticuerpo humano excluye especificamente un anticuerpo humanizado que comprende residuos de unién a
antigeno no humanos.

Una "regién estructural consenso humana" es una regién estructural que representa los residuos aminoacidicos que
se producen mas comunmente en una seleccidon de secuencias estructurales de VL o VH de inmunoglobulina
humana. En general, la seleccién de secuencias de VL o VH de inmunoglobulina humana es a partir de un subgrupo
de secuencias de dominio variable. En general, el subgrupo de secuencias es un subgrupo como en Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, quinta edicién, publicacion del NIH 91-3242, Bethesda MD (1991),
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vols. 1-3. En un modo de realizacién, para el VL, el subgrupo es el subgrupo kappa | como en Kabat et al., supra. En
un modo de realizacion, para el VH, el subgrupo es el subgrupo Il como en Kabat et al., supra.

Un anticuerpo "humanizado" se refiere a un anticuerpo quimérico que comprende residuos aminoacidicos de HVR
no humanas y residuos aminoacidicos de FR humanas. En determinados modos de realizacion, un anticuerpo
humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en los que
todas o sustancialmente todas de las HVR (por ejemplo, CDR) se corresponden con las de un anticuerpo no
humano, y todas o sustancialmente todas de las FR se corresponden con las de un anticuerpo humano. Un
anticuerpo humanizado puede comprender opcionalmente al menos una porcidbn de una regiéon constante de
anticuerpo derivada de un anticuerpo humano. Una "forma humanizada" de un anticuerpo, por ejemplo, un
anticuerpo no humano, se refiere a un anticuerpo que se ha sometido a humanizacion.

El término "region hipervariable” o "HVR", como se usa en el presente documento, se refiere a cada una de las
regiones de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en secuencia ("regiones determinantes de la
complementariedad" o "CDR") y/o forman bucles estructuralmente definidos ("bucles hipervariables") y/o contienen
los residuos de contacto con antigeno (“contactos con antigeno"). En general, los anticuerpos comprenden seis
HVR; tres en el VH (H1, H2, H3) y tres en el VL (L1, L2, L3). Las HVR ejemplares en el presente documento
incluyen:

(a) los bucles hipervariables que se producen en los residuos aminoacidicos 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3),
26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) (Chothia y Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)):

(b) las CDR que se producen en los residuos aminoacidicoss 24-34 (L1), 50-56 (L2), 89-97 (L3), 31-35b (H1), 50-
65 (H2) y 95-102 (H3) (Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991));

(c) los contactos de antigeno que se producen en los residuos aminoacidicos 27c-36 (L1), 46-55 (L2), 89-96 (L3),
30-35b (H1), 47-58 (H2) y 93-101 (H3) (MacCallum et al., J. Mol. Biol. 262: 732-745 (1996)); y

(d) las combinaciones de (a), (b) y/o (c), que incluyen residuos aminoacidicos de HVR 46-56 (L2), 47-56 (L2), 48-
56 (L2), 49-56 (L2), 26-35 (H1), 26-35b (H1), 49-65 (H2), 93-102 (H3) y 94-102 (H3).

A menos que se indique de otro modo, los residuos de HVR y otros residuos en el dominio variable (por ejemplo, los
residuos de FR) se numeran en el presente documento de acuerdo con Kabat et al., supra.

Un "inmunoconjugado” es un anticuerpo conjugado a una o mas molécula(s) hetergena(s) que incluyen, pero no se
limitan a, un agente citotéxico.

Un "individuo" o "sujeto" es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, animales domesticados (por
ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, seres humanos y primates no humanos,
tales como monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En determinados modos de realizacion, el
individuo o sujeto es un ser humano.

Un anticuerpo "aislado" es uno que se ha separado de un componente de su entorno natural. En algunos modos de
realizacién, un anticuerpo se purifica a mas de un 95 % o 99 % de pureza determinada, por ejemplo, mediante
electroforesis (por ejemplo, SDS-PAGE, isoelectroenfoque (IEF), electroforesis capilar) o cromatografia (por ejemplo,
intercambio i6nico o HPLC de fase inversa). Para una revision de los procedimientos para evaluar la pureza de los
anticuerpos, véase, por ejemplo, Flatman et al., J. Chromatogr. B 848:79-87 (2007).

Un &cido nucleico "aislado” se refiere a una molécula de &acido nucleico que se ha separado de un componente de su
entorno natural. Un &cido nucleico aislado incluye una molécula de &cido nucleico contenida en células que
contienen habitualmente la molécula de acido nucleico, pero la molécula de &acido nucleico esta presente de forma
extracromosomica o en una localizacion cromosémica que es diferente de su localizacion cromosémica natural.

"Acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo antihemaglutinina” se refiere a una o mas moléculas de acido
nucleico que codifican las cadenas pesada y ligera de anticuerpo (o fragmentos de las mismas), incluyéndose
dicha(s) molécula(s) de acido nucleico en un Unico vector o en vectores separados, y estando dicha(s) molécula(s)
de acido nucleico presente(s) en una o mas localizaciones en una célula huésped.

El término "anticuerpo monoclonal" como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo obtenido a
partir de una poblaciéon de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por posibles anticuerpos variantes,
por ejemplo, que contienen mutaciones naturales o surgen durante la produccién de una preparacion de anticuerpos
monoclonales, estando presentes, en general, dichas variantes en cantidades insignificantes. A diferencia de las
preparaciones de anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen diferentes anticuerpos dirigidos contra
diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparacion de anticuerpos monoclonales
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se dirige contra un Unico determinante en un antigeno. Por tanto, el modificador "monoclonal” indica el caracter del
anticuerpo por haberse obtenido a partir de una poblacion sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no se debe
interpretar como que requiere la produccion del anticuerpo mediante ningln procedimiento particular. Por ejemplo,
los anticuerpos monoclonales que se van a usar de acuerdo con la presente invencién se pueden preparar mediante
una variedad de técnicas, que incluyen, pero no se limitan al procedimiento de hibridoma, procedimientos de ADN
recombinante, procedimientos de presentacion en fagos y procedimientos que utilizan animales transgénicos que
contienen todos o parte de los locus de inmunoglobulina humana; estando descritos en el presente documento
dichos procedimientos y otros procedimientos ejemplares para preparar anticuerpos monoclonales.

Un "anticuerpo no marcado" se refiere a un anticuerpo que no esta conjugado a un resto heterégeno, (por ejemplo,
un resto citotéxico) o radiomarcador. El anticuerpo no marcado puede estar presente en una formulacion
farmacéutica.

"Anticuerpos naturales" se refieren a moléculas de inmunoglobulina natural con estructuras variables. Por ejemplo,
los anticuerpos 1gG naturales son glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 Dalton,
compuestas de dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas que estan unidas con puentes
disulfuro. Desde el extremo N al C, cada cadena pesada tiene una region variable (VH), también llamada dominio
pesado variable o dominio variable de la cadena pesada, seguida de tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3).
De forma similar, desde el extremo N al C, cada cadena ligera tiene una region variable (VL), también llamada
dominio ligero variable o dominio variable de la cadena ligera, seguida de un dominio ligero constante (CL). La
cadena ligera de un anticuerpo se puede asignar a uno de dos tipos, llamados kappa (k) y lambda (A), basados en la
secuencia de aminoacidos de su dominio constante.

El término "prospecto del envase" se usa para hacer referencia a las instrucciones incluidas habitualmente en los
envases comerciales de productos terapéuticos, que contienen informacion sobre las indicaciones, uso, dosificacion,
administracion, politerapia, contraindicaciones y/o advertencias con respecto al uso de dichos productos
terapéuticos.

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a una secuencia polipeptidica de
referencia se define como el porcentaje de residuos aminoacidicos en una secuencia candidata que son idénticos a
los residuos aminoacidicos en la secuencia polipeptidica de referencia, después de alinear las secuencias e
introducir huecos, en caso necesario, para lograr el porcentaje maximo de identidad de secuencia, y sin considerar
ninguna sustitucion conservadora como parte de la identidad de secuencia. Se puede lograr la alineacién con el
propésito de determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos de diversas formas que estan
dentro de la habilidad en la técnica, por ejemplo, usando un programa informatico puiblicamente disponible, tal como
el programa informético BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica pueden
determinar parametros apropiados para alinear secuencias, incluyendo cualquier algoritmo necesario para lograr una
alineacion méaxima sobre la longitud completa de las secuencias que se comparan. Para los propésitos en el
presente documento, sin embargo, los valores del % de identidad de secuencia de aminoacidos se generan usando
el programa de ordenador de comparacion de secuencias ALIGN-2. El programa de ordenador de comparacion de
secuencias ALIGN-2 se cre6 por Genentech, Inc., y el cédigo fuente se ha presentado con la documentacion de
usuario en la Oficina de Derechos de Autor de EE. UU., Washington D.C., 20559, donde esta registrado con el n.° de
registro de derechos de autor de EE. UU. TXU510087. El programa ALIGN-2 esta publicamente disponible de
Genentech, Inc., South San Francisco, California, o se puede compilar a partir del codigo fuente. El programa
ALIGN-2 se debe compilar para su uso en un sistema operativo UNIX, incluyendo UNIX V4.0D digital. Todos los
pardmetros de comparacion de secuencias se establecen por el programa ALIGN-2 y no varian.

En situaciones donde se emplea ALIGN-2 para las comparaciones de secuencias de aminoécidos, el % de identidad
de secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos dada A con respecto a, con o frente a una
secuencia de aminoacidos dada B (que, de forma alternativa, se puede parafrasear como una secuencia de
aminoacidos dada A que tiene o comprende un determinado % de identidad de secuencia de aminoacidos con
respecto a, con o frente a una secuencia de aminoacidos dada B) se calcula como sigue:

100 veces la fraccion X/Y

donde X es el nimero de residuos aminoacidicos puntuados como emparejamientos idénticos por el programa de
alineacion de secuencias ALIGN-2 en esa alineacion del programa de A y B, y donde Y es el nimero total de
residuos aminoacidicos en B. Se apreciard que si la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la
longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A con respecto a B
no igualara el % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto a A. A menos que se establezca
especificamente de otro modo, todos los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos usados en el
presente documento se obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente precedente usando el programa de
ordenador ALIGN-2.

El término "formulacion farmacéutica” se refiere a una preparacion que esta en tal forma que permite que la actividad
biologica de un ingrediente activo contenido en la misma sea eficaz, y que no contiene componentes adicionales que
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son inaceptablemente téxicos para un sujeto al que se administraria la formulacién.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente de una formulacién farmacéutica, distinto de
un ingrediente activo, que no es toxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero no se
limita a, un tampon, excipiente, estabilizante o conservante.

El término "hemaglutinina”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier hemaglutinina natural de
cualquier fuente de virus de la gripe, a menos que se indique de otro modo. El término engloba hemaglutinina sin
procesar "de longitud completa” asi como cualquier forma de hemaglutinina que resulte del procesado en un virus de
la gripe o0 en una célula infectada por virus de la gripe. El término también engloba variantes naturales de
hemaglutinina, por ejemplo, variantes de ayuste o variantes alélicas. Las secuencias de aminoacidos de las
proteinas hemaglutinina ejemplares de diversas cepas del virus de la gripe A se muestran en SEQ ID NO: 225 (H2
de A/Japo6n/305/1957), 226 (H3 de A/Perth/16/2009), 227 (H5 de A/Vietnam/1203/2004), 228 (H7 de
A/pollo/NSW/1/1997), 229 (H1 de A/California/07/2009), 230 (H1 de A/NSW/1933), 231 (H3 de A/Hong
Kong/8/1968), 232 (H7 de A/Paises Bajos/219/2003) y 233 (A/Carolina del Sur/1918).

Como se usa en el presente documento, "tratamiento” (y las variaciones gramaticales del mismo, tales como "tratar"
0 "que trata") se refiere a la intervencion clinica en un intento de alterar la evolucion natural del individuo que se
trata, y que se puede realizar para la profilaxis o bien durante la evolucion de una patologia clinica. Los efectos
deseables del tratamiento incluyen, pero no se limitan a, prevenir la aparicion o recidiva de la enfermedad (por
ejemplo, prevenir la aparicién o recidiva de la infeccién por el virus de la gripe A), reduccion (por ejemplo, reducir) o
alivio de los sintomas, disminucion de cualquier consecuencia patoldgica directa o indirecta de la enfermedad,
disminuir la tasa de progresion de la enfermedad, mejora o atenuacion del estado de la enfermedad y remision o
mejora del pronéstico. En algunos modos de realizacién, se usan los anticuerpos de la invencion para retrasar el
desarrollo de una enfermedad o para ralentizar la progresion de una enfermedad.

El término "region variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo
que esta implicado en la union del anticuerpo al antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y cadena
ligera (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo natural en general tienen estructuras similares, comprendiendo
cada dominio cuatro regiones estructurales (FR) conservadas y tres regiones hipervariables (HVR). (Véase, por
ejemplo, Kindt et al., Kuby Immunology, 6.2 ed., W.H. Freeman and Co., pagina 91 (2007)). Un Unico dominio VH o
VL puede ser suficiente para conferir especificidad de union a antigeno. Ademas, los anticuerpos que se unen a un
antigeno particular se pueden aislar usando un dominio VH o VL de un anticuerpo que se une al antigeno para cribar
una coleccion de dominios VL o VH complementarios, respectivamente. Véase, por ejemplo, Portolano et al., J.
Immunol. 150:880-887 (1993); Clarkson et al., Nature 352:624-628 (1991).

El término "vector", como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico que puede
propagar otro 4cido nucleico al que esta unido. El término incluye el vector como una estructura de &cido nucleico
autorreplicante, asi como el vector incorporado en el genoma de una célula huésped en la que se ha introducido.
Determinados vectores pueden dirigir la expresion de los acidos nucleicos a los que se unen funcionalmente. Dichos
vectores se denominan en el presente documento "vectores de expresion”.

Il. COMPOSICIONES Y PROCEDIMIENTOS

En un aspecto, la invenciéon se basa, en parte, en anticuerpos antihemaglutinina y usos de los mismos. Se
proporcionan anticuerpos que se unen a la hemaglutinina como se define en las reivindicaciones. Los anticuerpos de
la invencién son utiles, por ejemplo, para el diagnéstico, tratamiento o prevencion de la infeccion por el virus de la
gripe A.

A. Anticuerpos antihemaglutinina ejemplares

En un aspecto, la invencion proporciona anticuerpos aislados que se unen a la hemaglutinina como se define en las
reivindicaciones. En determinados modos de realizacién, un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion
se une a las hemaglutininas del grupo 1y grupo 2. En otros modos de realizacién, un anticuerpo antihemaglutinina
de la presente invencion neutraliza el virus de la gripe A in vitro. En otros modos de realizacién, un anticuerpo
antihemaglutinina de la presente invencién neutraliza el virus de la gripe A in vivo. Alan en otros modos de
realizacién, un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencién reduce la infeccion por el virus de la gripe A,
previene la infeccion por el virus de la gripe A, inhibe la infeccion por el virus de la gripe A o trata la infeccion por el
virus de la gripe A. En algunos modos de realizacién, un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion
previene, inhibe o reduce la fusion mediada por hemaglutinina entre la membrana del virus de la gripe y las
membranas endosémicas de las células infectadas (previniendo, inhibiendo o reduciendo, por tanto, la entrada del
ARN virico en el citoplasma de las células infectadas, previniendo, inhibiendo o reduciendo, por tanto, la propagacion
adicional de la infeccion por el virus de la gripe).

La invencién proporciona un anticuerpo que comprende (a) HVR-H1, que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 191; (b) HVR-H2, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 193; (c¢) HVR-H3,
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que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 194; (d) HVR-L1, que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 195; (e) HVR-L2, que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 196; y
(f) HVR-L3, que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de SEQ ID NO: 197.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo que comprende una region variable de la cadena pesada
gue comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 234.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo que comprende una regién variable de la cadena ligera que
comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 235.

En un modo de realizacion, la invencién proporciona un anticuerpo que comprende una regién variable de la cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:234 y una region variable de la cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:235.

En otro aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo que comprende una cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147.

En otro aspecto, la invenciéon proporciona un anticuerpo que comprende una cadena ligera que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 139.

En un modo de realizacién, la invencién proporciona un anticuerpo que comprende una cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147, y una cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 139.

En cualquiera de los modos de realizacion anteriores, se humaniza un anticuerpo antihemaglutinina de la presente
invencion. En un modo de realizacion, un anticuerpo antihemaglutinina comprende HVR como en cualquiera de los
modos de realizacion anteriores, y comprende ademas una region estructural humana aceptora, por ejemplo, una
regién estructural de inmunoglobulina humana o una regién estructural consenso humana.

En otro aspecto, un anticuerpo antihemaglutinina del presente documento comprende una secuencia de dominio
variable de la cadena pesada (VH) que tiene al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o0 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 234. En determinados
modos de realizacion, una secuencia de VH que tiene al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 % 0 99 % de identidad contiene sustituciones (por ejemplo, sustituciones conservadoras), inserciones o
deleciones en relacion con la secuencia de referencia, pero un anticuerpo antihemaglutinina que comprenda esa
secuencia retiene la capacidad de unirse a hemaglutinina. En determinados modos de realizacién, se han sustituido,
insertado y/o delecionado un total de 1 a 10 aminodcidos en SEQ ID NO: 234. En determinados modos de
realizacién, las sustituciones, inserciones o deleciones se producen en regiones fuera de las HVR (es decir, en las
FR). Opcionalmente, el anticuerpo antihemaglutinina comprende la secuencia de VH en SEQ ID NO: 234, que
incluye modificaciones postraduccionales de esa secuencia.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo antihemaglutinina, en el que el anticuerpo comprende un dominio
variable de la cadena ligera (VL) que tiene al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o0 100 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 235. En determinados
modos de realizacidn, una secuencia de VL que tiene al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 % 0 99 % de identidad contiene sustituciones (por ejemplo, sustituciones conservadoras), inserciones o
deleciones en relacion con la secuencia de referencia, pero un anticuerpo antihemaglutinina que comprenda esa
secuencia retiene la capacidad de unirse a hemaglutinina. En determinados modos de realizacion, se han sustituido,
insertado y/o delecionado un total de 1 a 10 aminoacidos en SEQ ID NO: 235. En determinados modos de
realizacion, las sustituciones, inserciones o deleciones se producen en regiones fuera de las HVR (es decir, en las
FR). Opcionalmente, el anticuerpo antihemaglutinina comprende la secuencia de VL en SEQ ID NO: 235, que
incluye modificaciones postraduccionales de esa secuencia.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo antihemaglutinina, en el que el anticuerpo comprende un VH como en
cualquiera de los modos de realizacion proporcionados anteriormente y un VL como en cualquiera de los modos de
realizacién proporcionados anteriormente. En un modo de realizacion, el anticuerpo comprende las secuencias de
VHy VL en SEQ ID NO: 234 y SEQ ID NO: 235, respectivamente, que incluyen modificaciones postraduccionales de
esas secuencias.

En el presente documento se divulga un anticuerpo que se une al mismo epitopo que un anticuerpo
antihemaglutinina proporcionado en el presente documento. Por ejemplo, en determinados aspectos de la
divulgacion, se proporciona un anticuerpo que se une al mismo epitopo que un anticuerpo antihemaglutinina que
comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 234 y una secuencia de VL de SEQ ID NO: 235.

En otro aspecto de la invencién, un anticuerpo antihemaglutinina de acuerdo con cualquiera de los modos de
realizacién anteriores es un anticuerpo monoclonal, incluyendo un anticuerpo quimérico, humanizado o humano. En
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un modo de realizacién, un anticuerpo antihemaglutinina es un fragmento de anticuerpo, por ejemplo, un fragmento
Fv, Fab, Fab', scFv, diacuerpo o F(ab'),. En otro modo de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo de longitud
completa, un anticuerpo, por ejemplo, 1IgG1, por ejemplo, intacto u otra clase o isotipo de anticuerpo como se define
en el presente documento.

En otro aspecto, un anticuerpo antihemaglutinina de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacién anteriores
puede incorporar cualquiera de las caracteristicas, individualmente o en combinacién, como se describe en las
secciones 1-7 a continuacion:

1. Afinidad de anticuerpos

En determinados modos de realizacién, un anticuerpo proporcionado en el presente documento tiene una constante
de disociacion (Kd) de <1 gM, <100 nM, =10 nM, <1 nM, 0,1 nM, 0,01 nM o <0,001 nM (por ejemplo, 10®Mo
menos, por ejemplo, de 10° M a 10™ M, por ejemplo, de 10° M a 10™* m).

En un modo de realizacion, Kd se mide mediante un ensayo de union a antigeno radiomarcado (RIA). En un modo
de realizacion, se realiza un RIA con la version Fab de un anticuerpo de interés y su antigeno. Por ejemplo, la
afinidad de unién en solucion de los Fab por el antigeno se mide equilibrando el Fab con una concentracién minima
de antigeno marcado con (**I) en presencia de una serie de valoraciones de antigeno no marcado, capturando a
continuacion el antigeno unido con una placa recubierta con anticuerpo anti-Fab (véase, por ejemplo, Chen et al., J.
Mol. Biol. 293:865-881(1999)). Para establecer las condiciones para el ensayo, se recubren placas de mdultiples
pocillos MICROTITER (Thermo Scientific) durante la noche con 5 pug/ml de un anticuerpo anti-Fab de captura
(Cappel Labs) en carbonato de sodio 50 mM (pH 9,6) y posteriormente se bloquea con seroalbimina bovina al 2 %
(p/v) en PBS durante de dos a cinco horas a temperatura ambiente (aproximadamente 23 °C). En una placa no
adsorbente (Nunc n.° 269620), se mezcla [**[]-antigeno 100 pM o 26 pM con diluciones en serie de un Fab de
interés (por ejemplo, consecuente con la evaluacién del anticuerpo anti-VEGF, Fab-12, en Presta et al., Cancer Res.
57:4593-4599 (1997)). A continuacion, el Fab de interés se incuba durante la noche; sin embargo, la incubacion
puede continuar durante un periodo mas largo (por ejemplo, de aproximadamente 65 horas) para garantizar que se
alcanza el equilibrio. Después de esto, se transfieren las mezclas a la placa de captura para su incubaciéon a
temperatura ambiente (por ejemplo, durante una hora). A continuacion, se elimina la solucién y la placa se lava ocho
veces con polisorbato 20 (TWEEN-20®) al 0,1% en PBS. Cuando las placas se hayan secado, se afiaden
150 pl/pocillo de centelleador (MICROSCINT-20™; Packard) y las placas se cuentan en un contador gamma
TOPCOUNT™ (Packard) durante diez minutos. Las concentraciones de cada Fab que dan menos que o igual a un
20 % de unidon maxima se eligen para su uso en ensayos de unidon competitiva.

De acuerdo con otro modo de realizacion, Kd se mide usando un ensayo de resonancia de plasmon superficial
BIACORE®. Por ejemplo, se realiza un ensayo usando un BIACORE®-2000 o un BIACORE®-3000 (BlAcore, Inc.,
Piscataway, NJ) a 25 °C con chips CM5 de antigeno inmovilizado a ~10 unidades de respuesta (UR). En un modo de
realizacién, los chips de biosensor de dextrano carboximetilado (CM5, BIACORE, Inc.) se activan con clorhidrato de
N-etil-N*-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones
del proveedor. El antigeno se diluye con acetato de sodio 10 mM, pH 4,8, hasta 5 yg/ml (~0,2 uM) antes de la
inyeccion a un caudal de 5 pl/minuto para lograr aproximadamente 10 unidades de respuesta (UR) de proteina
acoplada. Tras la inyeccion del antigeno, se inyecta etanolamina 1 M para bloguear los grupos sin reaccionar. Para
las mediciones cinéticas, se inyectan diluciones en serie de dos veces de Fab (de 0,78 nM a 500 nM) en PBS con
tensioactivo polisorbato 20 (TWEEN-20™) (PBST) al 0,05 % a 25 °C a un caudal de aproximadamente 25 pl/min. Se
calculan las velocidades de asociacion (kaso) Yy velocidades de disociacion (Kgis) usando un modelo de unién de
Langmuir uno a uno sencillo (programa informatico de evaluacién de BIACORE®, versién 3.2) ajustando
simultdaneamente los sensogramas de asociacion y disociacion. Se calcula la constante de disociacion en equilibrio
(Kd) como la proporcion kgis/kaso. Véase, por ejemplo, Chen et al., J. Mol. Biol. 293:865-881 (1999). Si la velocidad de
asociacion excede de 10° M™'s™ por el ensayo de resonancia de plasmén superficial anterior, entonces la velocidad
de asociacién se puede determinar usando una técnica de extincién fluorescente que mide el incremento o
disminucion en la intensidad de emision de fluorescencia (excitacion = 295 nm; emisién = 340 nm, paso de banda
16 nm) a 25 °C de un anticuerpo antiantigeno 20 nM (forma Fab) en PBS, pH 7,2, en presencia de concentraciones
crecientes de antigeno como se mide en un espectrometro, tal como un espectrofotmetro equipado con interrupcion
de flujo (Aviv Instruments) o un espectrofotdmetro SLM-AMINCO™ serie 8000 (ThermoSpectronic) con una cubeta
agitada.

2. Fragmentos de anticuerpo

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un fragmento de
anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, los fragmentos Fab, Fab’, Fab’-SH, F(ab’),,
Fv y scFv, y otros fragmentos descritos a continuacion. Para una revision de determinados fragmentos de
anticuerpo, véase Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003). Para una revision de los fragmentos scFv, véase, por
ejemplo, Pluckthun, en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg and Moore eds., (Springer-
Verlag, Nueva York), pp. 269-315 (1994); véase también el documento WO 93/16185; y las patentes de EE. UU. n.”®
5.571.894 y 5.587.458. Para un andlisis de los fragmentos Fab y F(ab’), que comprenden residuos de epitopos de

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2701746 T3

unién al receptor de rescate y que tienen una semivida in vivo incrementada, véase la patente de EE. UU. n.°
5.869.046.

Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpo con dos sitios de union a antigeno que pueden ser bivalentes o
biespecificos. Véase, por ejemplo, el documento EP 404.097; el documento WO 1993/01161; Hudson et al., Nat.
Med. 9:129-134 (2003); y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993). Los triacuerpos y
tetracuerpos también se describen en Hudson et al., Nat. Med. 9:129-134 (2003).

Los anticuerpos de Unico dominio son fragmentos de anticuerpo que comprenden todo o una porcién del dominio
variable de la cadena pesada o todo o una porcion del dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo. En
determinados modos de realizacion, un anticuerpo de Unico dominio es un anticuerpo de Unico dominio humano
(Domantis, Inc., Waltham, MA; véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.248.516 B1).

Se pueden preparar fragmentos de anticuerpo mediante diversas técnicas que incluyen, pero no se limitan a,
digestion proteolitica de un anticuerpo intacto, asi como la produccion mediante células huésped recombinantes (por
ejemplo, E. coli o fago), como se describe en el presente documento.

3. Anticuerpos quiméricos y humanizados

En determinados modos de realizacién, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo
quimérico. Se describen determinados anticuerpos quiméricos, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 4.816.567;
y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)). En un ejemplo, un anticuerpo quimérico
comprende una region variable no humana (por ejemplo, una region variable derivada de un ratén, rata, hamster,
conejo o primate no humano, tal como un mono) y una regién constante humana. En otro ejemplo, un anticuerpo
guimérico es un anticuerpo de "clase cambiada" en el que se ha cambiado la clase o subclase de la del anticuerpo
original. Los anticuerpos quiméricos incluyen fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

En determinados modos de realizacién, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo humanizado. Tipicamente, se
humaniza un anticuerpo no humano para reducir la inmunogenia en los seres humanos, mientras que se retienen la
especificidad y afinidad del anticuerpo no humano original. En general, un anticuerpo humanizado comprende uno o
mas dominios variables en los que las HVR, por ejemplo, las CDR (0 porciones de las mismas), derivan de un
anticuerpo no humano y las FR (o porciones de las mismas) derivan de secuencias de anticuerpos humanos. Un
anticuerpo humanizado también comprendera opcionalmente al menos una porcion de una region constante
humana. En algunos modos de realizacién, se sustituyen algunos residuos de FR en un anticuerpo humanizado con
los residuos correspondientes de un anticuerpo no humano (por ejemplo, el anticuerpo del que derivan los residuos
de HVR), por ejemplo, para restablecer o mejorar la especificidad o afinidad del anticuerpo.

Los anticuerpos humanizados y los procedimientos de preparacién de los mismos se revisan, por ejemplo, en
Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008), y se describen adicionalmente, por ejemplo, en Riechmann
et al., Nature 332:323-329 (1988); Queen et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86:10029-10033 (1989); las patentes de
EE. UU. n.°® 5.821.337, 7.527.791, 6.982.321 y 7.087.409; Kashmiri et al., Methods 36:25-34 (2005) (que describen
el injerto en la regiéon determinante de la especificidad (SDR)); Padlan, Mol. Immunol. 28:489-498 (1991) (que
describe el "rebarnizado"); Dall'Acqua et al.,, Methods 36:43-60 (2005) (que describen el "barajado de FR"); y
Osbourn et al., Methods 36:61-68 (2005) y Klimka et al., Br. J. Cancer, 83:252-260 (2000) (que describen el enfoque
de "seleccién guiada" para el barajado de FR).

Las regiones estructurales humanas que se pueden usar para la humanizacion incluyen, pero no se limitan a:
regiones estructurales seleccionadas usando el procedimiento de "mejor ajuste” (véase, por ejemplo, Sims et al., J.
Immunol., 151:2296 (1993)); regiones estructurales derivadas de la secuencia consenso de anticuerpos humanos de
un subgrupo particular de regiones variables de la cadena ligera o pesada (véase, por ejemplo, Carter et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); y Presta et al., J. Immunol., 151:2623 (1993)); regiones estructurales maduras
(mutadas somaticamente) humanas o regiones estructurales de la estirpe germinal humana (véase, por ejemplo,
Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008)); y regiones estructurales derivadas del cribado de
colecciones de FR (véase, por ejemplo, Baca et al., J. Biol. Chem. 272:10678-10684 (1997) y Rosok et al., J. Biol.
Chem. 271:22611-22618 (1996)).

4. Anticuerpos humanos

En determinados modos de realizacién, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo
humano. Se pueden producir anticuerpos humanos usando diversas técnicas conocidas en la técnica o usando las
técnicas descritas en el presente documento. Los anticuerpos humanos se describen, en general, en van Dijk y van
de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol. 5: 368-74 (2001) y Lonberg, Curr. Opin. Immunol. 20:450-459 (2008).

Se pueden preparar anticuerpos humanos administrando un inmunégeno a un animal transgénico que se ha

modificado para producir anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables humanas en
respuesta a la exposicion a antigeno. Dichos animales tipicamente contienen todos o una porcién de los locus de
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inmunoglobulina humana, que remplazan a los locus de inmunoglobulina enddgena, o que estan presentes de forma
extracromosomica o integrados aleatoriamente en los cromosomas del animal. En dichos ratones transgénicos, los
locus de inmunoglobulina endégena, en general, se han inactivado. Para una revision de los procedimientos para
obtener anticuerpos humanos de animales transgénicos, véase Lonberg, Nat. Biotech. 23:1117-1125 (2005). Véanse
también, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n.°° 6.075.181 y 6.150.584 que describen la tecnologia
XENOMOUSE™; la patente de EE. UU. n.° 5.770.429 que describe la tecnologia HuMab®; la patente de EE. UU. n.°
7.041.870 que describe la tecnologia K-M MOUSE® y la publicacién de solicitud de patente de EE. UU. n.° US
2007/0061900, que describe la tecnologia VelociMouse®. Las regiones variables humanas de anticuerpos intactos
generados por dichos animales se pueden modificar adicionalmente, por ejemplo, mediante combinacién con una
regién constante humana diferente.

También se pueden preparar anticuerpos humanos mediante procedimientos basados en hibridoma. Se han descrito
lineas de células de mieloma humano y de heteromieloma humano-murino para la produccién de anticuerpos
monoclonales humanos. (Véase, por ejemplo, Kozbor J. Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications, pp. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987); y Boerner et
al., J. Immunol., 147:86 (1991)). Los anticuerpos humanos generados por medio de tecnologia de hibridoma de
linfocitos B humanos también se describen en Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:3557-3562 (2006). Los
procedimientos adicionales incluyen los descritos, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 7.189.826 (que describe
la produccién de anticuerpos IgM humanos monoclonales a partir de lineas de células de hibridoma) y Ni, Xiandai
Mianyixue, 26(4):265-268 (2006) (que describe hibridomas humanos-humanos). La tecnologia de hibridoma humano
(tecnologia de trioma) también se describe en Vollmers y Brandlein, Histology and Histopathology, 20(3):927-937
(2005) y Vollmers y Brandlein, Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3):185-91
(2005).

También se pueden generar anticuerpos humanos aislando secuencias de dominio variable del clon Fv
seleccionadas de colecciones de presentacion en fagos derivadas de seres humanos. A continuacion, se pueden
combinar dichas secuencias de dominio variable con un dominio constante humano deseado. Las técnicas para
seleccionar anticuerpos humanos a partir de colecciones de anticuerpos se describen a continuacion.

5. Anticuerpos derivados de colecciones

Se pueden aislar los anticuerpos de la invencién cribando colecciones combinatorias para determinar los anticuerpos
con la actividad o las actividades deseada(s). Por ejemplo, una variedad de procedimientos son conocidos en la
técnica para generar colecciones de presentacion en fagos y cribar dichas colecciones para determinar anticuerpos
gue posean las caracteristicas de union deseadas. Dichos procedimientos se revisan, por ejemplo, en Hoogenboom
et al., en Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001) y se describen
adicionalmente, por ejemplo, en McCafferty et al., Nature 348:552-554; Clackson et al., Nature 352: 624-628 (1991);
Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1992); Marks y Bradbury, en Methods in Molecular Biology 248:161-175 (Lo,
ed., Human Press, Totowa, NJ, 2003); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol.
340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34): 12467-12472 (2004); y Lee et al., J.
Immunol. Methods 284(1-2): 119-132(2004).

En determinados procedimientos de presentacién en fagos, los repertorios de genes de VH y VL se clonan por
separado mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se recombinan aleatoriamente en colecciones de
fagos, que, a continuacion, se pueden cribar para determinar el fago de unién a antigeno como se describe en
Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994). Tipicamente, los fagos presentan fragmentos de anticuerpo,
como fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o bien como fragmentos Fab. Las colecciones de fuentes inmunizadas
proporcionan anticuerpos de alta afinidad al inmundgeno sin el requisito de construir hibridomas. De forma
alternativa, se puede clonar el repertorio sin exposicion previa (por ejemplo, de un ser humano) para proporcionar
una Unica fuente de anticuerpos para una amplia gama de antigenos propios y también no propios sin ninguna
inmunizacién como se describe por Griffiths et al., EMBO J, 12: 725-734 (1993). Por ultimo, también se pueden
preparar de manera sintética colecciones sin exposicion previa clonando segmentos génicos V no reordenados a
partir de células madre y usando cebadores de PCR que contienen secuencias aleatorias para codificar las regiones
CDR3 altamente variables y para conseguir el reordenamiento in vitro, como se describe por Hoogenboom y Winter,
J. Mol. Biol., 227: 381-388 (1992). Las publicaciones de patente que describen colecciones de fagos de anticuerpos
humanos incluyen, por ejemplo: la patente de EE. UU. n.° 5.750.373 y las publicaciones de patente de EE. UU. n.*®
2005/0079574, 2005/0119455, 2005/0266000, 2007/0117126, 2007/0160598, 2007/0237764, 2007/0292936 y
2009/0002360.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo aislados de colecciones de anticuerpos humanos se consideran
anticuerpos humanos o fragmentos de anticuerpo humanos en el presente documento.

6. Anticuerpos multiespecificos
En determinados modos de realizacién, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo

multiespecifico, por ejemplo, un anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos
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monoclonales que tienen especificidades de union por al menos dos sitios diferentes. En determinados modos de
realizacién, una de las especificidades de unién es para hemaglutinina y la otra es para cualquier otro antigeno. En
determinados modos de realizacion, los anticuerpos biespecificos se pueden unir a dos epitopos diferentes de
hemaglutinina. También se pueden usar anticuerpos biespecificos para localizar agentes citotdxicos con respecto a
las células que expresan la hemaglutinina. Se pueden preparar anticuerpos biespecificos como anticuerpos de
longitud completa o fragmentos de anticuerpo.

Las técnicas para preparar anticuerpos multiespecificos incluyen, pero no se limitan a, la coexpresion recombinante
de dos pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina que tengan especificidades diferentes (véase
Milstein y Cuello, Nature 305: 537 (1983)), el documento WO 93/08829 y Traunecker et al., EMBO J. 10: 3655
(1991)) y la genomanipulacién de "botén en ojal" (véase, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 5.731.168). También
se pueden preparar anticuerpos multiespecificos genomanipulando los efectos de conduccién electrostatica para
preparar moléculas heterodiméricas de Fc de anticuerpo (documento WO 2009/089004A1); reticulando dos o més
anticuerpos o fragmentos (véanse, por ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 4.676.980, y Brennan et al., Science, 229:
81 (1985)); usando cremalleras de leucinas para producir anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo, Kostelny et
al., J. Immunol., 148(5): 1547-1553 (1992)); usando la tecnologia de "diacuerpos" para preparar fragmentos de
anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo, Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-6448 (1993)); y
usando dimeros de Fv monocatenarios (sFv) (véase, por ejemplo, Gruber et al., J. Immunol., 152:5368 (1994)); y
preparando anticuerpos triespecificos como se describe, por ejemplo, en Tutt et al., J. Immunol. 147: 60 (1991).

También se incluyen en el presente documento anticuerpos genomanipulados con tres 0 mas sitios de union a
antigeno funcionales, incluyendo los "anticuerpos pulpo" (véase, por ejemplo, el documento US 2006/0025576A1).

El anticuerpo o fragmento en el presente documento también incluye un "Fab de doble accion" o "DAF" que
comprende un sitio de union a antigeno que se une hemaglutinina, asi como otro antigeno diferente (véase, el
documento US 2008/0069820, por ejemplo).

7. Variantes de anticuerpo

En determinados modos de realizacion, se contemplan variantes de secuencia de aminoacidos de los anticuerpos
proporcionados en el presente documento. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras
propiedades biologicas del anticuerpo. Las variantes de secuencia de aminoacidos de un anticuerpo se pueden
preparar introduciendo modificaciones apropiadas en la secuencia de nucleétidos que codifica el anticuerpo o
mediante sintesis de péptidos. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones de y/o inserciones en y/o
sustituciones de residuos dentro de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Se puede realizar cualquier
combinacién de delecidn, insercion y sustitucion para llegar a la construccion final, siempre que la construccién final
posea las caracteristicas deseadas, por ejemplo, unién a antigeno.

a) Variantes de sustitucion, insercion y delecién

En determinados modos de realizacion, se proporcionan variantes de anticuerpo que tienen una o mas sustituciones
de aminoacidos. Los sitios de interés para la mutagénesis de sustitucion incluyen las HVR y las FR. Se muestran
sustituciones conservadoras en la tabla 1 bajo el encabezado "sustituciones preferentes”. Se proporcionan cambios
mas sustanciales en la tabla 1 bajo el encabezado "sustituciones ejemplares" y, como se describe adicionalmente a
continuacién, en referencia a las clases de cadena lateral de los aminoacidos. Se pueden introducir sustituciones de
aminoacidos en un anticuerpo de interés y cribar los productos para determinar una actividad deseada, por ejemplo,
unioén a antigeno retenida/mejorada, inmunogenia disminuida, o ADCC o CDC mejorada.

TABLA 1

Residuo original Sustituciones ejemplares Sustituciones preferentes
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) Glin; His; Asp, Lys; Arg Gin
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
GIn (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; Gin Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; GIn; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Reunio; Ala; Phe; norleucina Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
Lys (K) Arg; Gin; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
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Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle Leu; Met; Phe; Ala; norleucina Leu

Los aminoacidos se pueden agrupar de acuerdo con las propiedades comunes de la cadena lateral:
(1) hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;
(2) hidrofilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;
(3) acidos: Asp, Glu;
(4) basicos: His, Lys, Arg;
(5) residuos que influyen en la orientacién de la cadena: Gly, Pro;
(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.
Las sustituciones no conservadoras conllevaran el intercambio de un miembro de una de estas clases por otra clase.

Un tipo de variante de sustitucién implica sustituir uno o mas residuos de la region hipervariable de un anticuerpo
original (por ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano). En general, la(s) variante(s) resultante(s)
seleccionada(s) para su estudio adicional tendrdn modificaciones (por ejemplo, mejoras) en determinadas
propiedades biolégicas (por ejemplo, afinidad incrementada, inmunogenia reducida) en relacion con el anticuerpo
original y/o habran retenido sustancialmente determinadas propiedades bioldgicas del anticuerpo original. Una
variante de sustitucion ejemplar es un anticuerpo con maduracion de la afinidad, que se puede generar
convenientemente, por ejemplo, usando técnicas de maduracion de la afinidad basadasen presentacion en fagos,
tales como las descritas en el presente documento. En resumen, se mutan uno o mas residuos de HVR y los
anticuerpos variantes se presentan en fagos y se criban para determinar una actividad biolégica particular (por
ejemplo, la afinidad de union).

Se pueden realizar alteraciones (por ejemplo, sustituciones) en las HVR, por ejemplo, para mejorar la afinidad del
anticuerpo. Dichas alteraciones se pueden realizar en "puntos calientes” de la HVR, es decir, residuos codificados
por codones que se someten a una mutacion con alta frecuencia durante el proceso de maduracion soméatica (véase,
por ejemplo, Chowdhury, Methods Mol. Biol. 207:179-196 (2008)), y/o residuos que entran en contacto con el
antigeno, sometiendose a prueba el VH o VL variante resultante para determinar la afinidad de union. La maduracion
de la afinidad construyendo y seleccionando de nuevo a partir de colecciones secundarias se ha descrito, por
ejemplo, en Hoogenboom et al., en Methods in Molecular Biology 178:1-37 (O’Brien et al., ed., Human Press,
Totowa, NJ, (2001)). En algunos modos de realizacion de la maduracion de la afinidad, se introduce la diversidad en
los genes variables elegidos para su maduracion mediante cualquiera de una variedad de procedimientos (por
ejemplo, PCR propensa a error, reordenamiento de cadenas o mutagénesis dirigida por oligonucledtidos). A
continuacion, se crea una segunda coleccion. A continuacion, se criba la coleccion para identificar cualquier variante
de anticuerpo con la afinidad deseada. Otro procedimiento para introducir diversidad implica enfoques dirigidos a
HVR, en los que se aleatorizan varios residuos de HVR (por ejemplo, 4-6 residuos a la vez). Se pueden identificar
especificamente los residuos de HVR implicados en la unién a antigeno, por ejemplo, usando modelado o
mutagénesis por barrido de alanina. A menudo se seleccionan como dianas en particular CDR-H3 y CDR-L3.

En determinados modos de realizacién, se pueden producir sustituciones, inserciones o deleciones en una 0 mas
HVR, siempre que dichas alteraciones no reduzcan sustancialmente la capacidad del anticuerpo de unirse al
antigeno. Por ejemplo, se pueden realizar alteraciones conservadoras (por ejemplo, sustituciones conservadoras
como se proporciona en el presente documento) que no reduzcan sustancialmente la afinidad de unién en las HVR.
Dichas alteraciones pueden, por ejemplo, estar fuera de los residuos que entran en contacto con el antigeno en las
HVR. En determinados modos de realizacion de las secuencias de VH y VL variantes proporcionadas anteriormente,
cada HVR esta inalterada o bien contiene no méas de una, dos o tres sustituciones de aminoéacidos.

Un procedimiento Gtil para la identificacion de residuos o regiones de un anticuerpo que se pueden seleccionar como
dianas para la mutagénesis se llama "mutagénesis por barrido de alanina" como se describe por Cunningham y
Wells (1989) Science, 244:1081-1085. En este procedimiento, se identifica un residuo o grupo de residuos diana (por
ejemplo, residuos cargados, tales como arg, asp, his, lys y glu) y se remplazan por un aminoacido neutro o cargado
negativamente (por ejemplo, alanina o polialanina) para determinar si la interaccién del anticuerpo con el antigeno se
ve afectada. Se pueden introducir otras sustituciones en las localizaciones de aminoacidos que demuestren
sensibilidad funcional a las sustituciones iniciales. De forma alternativa, o adicionalmente, una estructura cristalina

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2701746 T3

de un complejo antigeno-anticuerpo para identificar los puntos de contacto entre el anticuerpo y el antigeno. Dichos
residuos de contacto y residuos adyacentes se pueden seleccionar como diana o eliminar como candidatos para la
sustitucion. Las variantes se pueden cribar para determinar si contienen las propiedades deseadas.

Las inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o carboxiterminales que varian en
longitud desde un residuo a polipéptidos que contienen cien o mas residuos, asi como inserciones intrasecuenciales
de residuos aminoacidicos Unicos o multiples. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen un anticuerpo con un
residuo de metionilo N terminal. Otras variantes de insercion de la molécula de anticuerpo incluyen la fusion al
extremo N o C del anticuerpo a una enzima (por ejemplo, para ADEPT) o un polipéptido que incrementa la semivida
en suero del anticuerpo.

b) Variantes de glucosilacién

En determinados modos de realizacidn, se altera un anticuerpo proporcionado en el presente documento para
incrementar o disminuir el grado en el que el anticuerpo se glucosila. La adicién o delecién de sitios de glucosilacion
a un anticuerpo se puede conseguir convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de modo que se cree
o elimine uno o mas sitios de glucosilacion.

Cuando el anticuerpo comprende una region Fc, se puede alterar el carbohidrato unido al mismo. Los anticuerpos
naturales producidos por células de mamifero tipicamente comprenden un oligosacarido biantenario ramificado que
se une, en general, mediante un enlace de N a Asn297 del dominio CH2 de la region Fc. Véase, por ejemplo, Wright
et al.,, TIBTECH 15:26-32 (1997). El oligosacarido puede incluir diversos carbohidratos, por ejemplo, manosa, N-
acetilglucosamina (GIcNAc), galactosa y acido siélico, asi como una fucosa unida a una GIcNAc en el "tallo" de la
estructura de oligosacérido biantenario. En algunos modos de realizacion, se pueden realizar modificaciones del
oligosacérido en un anticuerpo de la invencién a fin de crear variantes de anticuerpo con determinadas propiedades
mejoradas.

En un modo de realizacién, se proporcionan variantes de anticuerpo que tienen una estructura glucidica que carece
de fucosa unida (directa o indirectamente) a una regién Fc. Por ejemplo, la cantidad de fucosa en dicho anticuerpo
puede ser desde un 1 % a un 80 %, desde un 1 % a un 65 %, desde un 5 % a un 65 % o desde un 20 % a un 40 %.
La cantidad de fucosa se determina calculando la cantidad promedio de fucosa dentro de la cadena de glucido en
Asn297, en relacion con la suma de todas las glucoestructuras unidas a Asn297 (por ejemplo, estructuras complejas,
hibridas y de alto contenido en manosa) como se mide mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, como se
describe en el documento WO 2008/077546, por ejemplo. Asn297 se refiere al residuo de asparagina localizado en
aproximadamente la posicion 297 en la region Fc (numeracién EU de los residuos de la regiéon Fc); sin embargo,
también se puede localizar Asn297 aproximadamente + 3 aminoacidos en direccién 5' o en direccion 3' de la
posicion 297, es decir, entre las posiciones 294 y 300, debido a variaciones de secuencia insignificantes en los
anticuerpos. Dichas variantes de fucosilacion pueden tener una funcion ADCC mejorada. Véase, por ejemplo, las
publicaciones de patente de EE. UU. n.°® US 2003/0157108 (Presta, L.); US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo
Co., Ltd). Los ejemplos de publicaciones relacionadas con variantes de anticuerpo "desfucosilado” o "deficitario en
fucosa” incluyen: los documentos US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO 2001/29246; US 2003/0115614; US
2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865; WO
2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778; WO 2005/053742; WO 2002/031140; Okazaki
et al., J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki et al., Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004). Los ejemplos de
lineas celulares que pueden producir anticuerpos desfucosilados incluyen células CHO Lec 13 deficitarias en
fucosilacién de proteinas (Ripka et al., Arch. Biochem. Biophys. 249:533-545 (1986); solicitud de patente de EU. UU.
n.° US 2003/0157108 A1, Presta, L; y el documento WO 2004/056312 A1, Adams et al., especialmente en el ejemplo
11) y lineas celulares inactivadas, tales como el gen de la alfa-1,6-fucosiltransferasa, FUT8, células CHO inactivadas
(véase, por ejemplo, Yamane-Ohnuki et al., Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng.,
94(4):680-688 (2006) y el documento WO 2003/085107).

A las variantes de anticuerpos se les proporciona ademas oligosacéaridos bisecados, por ejemplo, en las que un
oligosacarido biantenario unido a la regién Fc del anticuerpo se biseca por GIcNAc. Dichas variantes de anticuerpo
pueden tener una fucosilacion reducida y/o funcion ADCC mejorada. Se describen ejemplos de dichas variantes de
anticuerpo, por ejemplo, en el documento WO 2003/011878 (Jean-Mairet et al.); la patente de EE. UU. n.° 6.602.684
(Umana et al.); y el documento US 2005/0123546 (Umana et al.). También se proporcionan variantes de anticuerpo
con al menos un residuo de galactosa en el oligosacarido unido a la region Fc. Dichas variantes de anticuerpo
pueden tener una funcion CDC mejorada. Dichas variantes de anticuerpo se describen, por ejemplo, en el
documento WO 1997/30087 (Patel et al.); el documento WO 1998/58964 (Raju, S.); y el documento WO 1999/22764
(Raju, S.).

c) Variantes de laregién Fc

En determinados modos de realizacion, se pueden introducir una o0 mas modificaciones de aminoéacidos en la regién
Fc de un anticuerpo proporcionado en el presente documento, generando de este modo una variante de la region Fc.
La variante de la region Fc puede comprender una secuencia de la region Fc humana (por ejemplo, una region Fc de
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IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4 humana) que comprende una modificacion de aminoacidos (por ejemplo, una sustitucién)
en una 0 mas posiciones de aminoacido.

En determinados modos de realizacién, la invencion contempla una variante de anticuerpo que posee algunas, pero
no todas, las funciones efectoras, que le convierten en un candidato deseable para aplicaciones en las que la
semivida del anticuerpo in vivo es importante, aunque determinadas funciones efectoras (tales como el complemento
y la ADCC) son innecesarias o perjudiciales. Se pueden llevar a cabo ensayos de citotoxicidad in vitro y/o in vivo
para confirmar la reduccién/disminucion de las actividades CDC y/o ADCC. Por ejemplo, se pueden llevar a cabo
ensayos de unién al receptor Fc (FCR) para garantizar que el anticuerpo carezca de unién a FcyR (de ahi que sea
probable que carezca de actividad ADCC), pero retenga su capacidad de unién a FcRn. Las células primarias para
mediar en la ADCC, los linfocitos NK, solo expresan FcyRIIl, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y
FcyRIll. La expresion de FcR en células hematopoyéticas se resume en la tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch y
Kinet, Annu. Rev. Immunol. 9:457-492 (1991). Los ejemplos no limitantes de ensayos in vitro para evaluar la
actividad ADCC de una molécula de interés se describen en la patente de EE. UU. n.° 5.500.362 (véase, por
ejemplo, Hellstrom, I. et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 83:7059-7063 (1986)) y Hellstrom, | et al., Proc. Natl Acad.
Sci. USA 82:1499-1502 (1985); 5.821.337 (véase Bruggemann, M. et al., J. Exp. Med. 166:1351-1361 (1987)). De
forma alternativa, se pueden emhjalear procedimientos de ensayo no radiactivo (véase, por ejemplo, el ensayo de
citotoxicidad no radiactivo ACTI™ para citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA; y el ensayo de
citotoxicidad no radiactivo CytoTox 96° (Promega, Madison, WI). Las células efectoras (tiles para dichos ensayos
incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos naturales (NK). De forma
alternativa, o adicionalmente, se puede evaluar in vivo la actividad ADCC de la molécula de interés, por ejemplo, en
un modelo animal tal como el divulgado en Clynes et al. Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 95:652-656 (1998). También se
pueden llevar a cabo ensayos de union a C1q para confirmar que el anticuerpo no se puede unir a C1q y, de ahi que
carezca de actividad CDC. Véase, por ejemplo, ELISA de unién a C1qy C3c en los documentos WO 2006/029879 y
WO 2005/100402. Para evaluar la activacion del complemento, se puede realizar un ensayo de CDC (véanse, por
ejemplo, Gazzano-Santoro, H., et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996); Cragg, M.S. et al., Blood 101:1045-1052
(2003); y Cragg, M.S. y M.J. Glennie, Blood 103:2738-2743 (2004)). También se pueden realizar determinaciones de
la uniéon a FcRn y del aclaramiento/semivida in vivo usando procedimientos conocidos en la técnica (véase, por
ejemplo, Petkova, S.B., et al., Intl. Immunol. 18(12):1759-1769 (2006)).

Los anticuerpos con funcion efectora reducida incluyen aquellos con sustitucion de uno o mas de los residuos de la
region Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 (patente de EE. UU. n.° 6.737.056). Dichos mutantes de Fc incluyen
mutantes de Fc con sustituciones en dos o méas de las posiciones de aminoacido 265, 269, 270, 297 y 327,
incluyendo el llamado mutante de Fc "DANA" con la sustitucién de los residuos 265 y 297 a alanina (patente de
EE. UU. n.° 7.332.581).

Se describen determinadas variantes de anticuerpo con unién mejorada o disminuida a los FcR. (Véase, por
ejemplo, la patente de EE. UU. n.° 6.737.056; el documento WO 2004/056312 y Shields et al., J. Biol. Chem. 9(2):
6591-6604 (2001)).

En determinados modos de realizacion, una variante de anticuerpo comprende una regién Fc con una 0 mas
sustituciones de aminoacidos que mejoran la ADCC, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 298, 333 y/o 334
de la region Fc (numeracion EU de residuos).

En algunos modos de realizacidn, las alteraciones se realizan en la regién Fc, que dan como resultado una unién a
C1q y/o una citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) alteradas (es decir, mejoradas o disminuidas), por
ejemplo, como se describe en la patente de EE. UU. n.° 6.194.551, el documento WO 99/51642 e ldusogie et al. J.
Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

Se describen anticuerpos con semividas incrementadas y unién mejorada al receptor Fc neonatal (FcRn), que es
responsable de la transferencia de las IgG maternas al feto (Guyer et al., J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al., J.
Immunol. 24:249 (1994)), en el documento US 2005/0014934A1 (Hinton et al.). Esos anticuerpos comprenden una
regién Fc con una o mas sustituciones en la misma que mejoran la unién de la regién Fc al FcRn. Dichas variantes
de Fc incluyen aquellas con sustituciones en uno o0 mas de los residuos de la region Fc: 238, 256, 265, 272, 286,
303, 305, 307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 o0 434, por ejemplo, sustitucion del
residuo 434 de la region Fc (patente de EE. UU. n.° 7.371.826).

Véase también Duncan y Winter, Nature 322:738-40 (1988); la patente de EE. UU. n.° 5.648.260; la patente de
EE. UU. n.°5.624.821; y el documento WO 94/29351 con respecto a otros ejemplos de variantes de la regién Fc.

d) Variantes de anticuerpo genomanipulado con cisteina

En determinados modos de realizacion, puede ser deseable crear anticuerpos genomanipulados con cisteina, por
ejemplo, "thioMAb", en los que uno o mas residuos de un anticuerpo se sustituyen con residuos de cisteina. En
modos de realizacion particulares, los residuos sustituidos se producen en sitios accesibles del anticuerpo.
Sustituyendo esos residuos con cisteina, los grupos tiol reactivos se posicionan de este modo en sitios accesibles
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del anticuerpo y se pueden usar para conjugar el anticuerpo a otros restos, tales como restos de farmaco o restos de
conector-farmaco, para crear un inmunoconjugado, como se describe adicionalmente en el presente documento. En
determinados modos de realizacion, se puede sustituir uno cualquiera o mas de los siguientes residuos con cisteina:
V205 (numeracion de Kabat) de la cadena ligera; A118 (numeracion EU) de la cadena pesada; y S400 (numeracion
EU) de la region Fc de la cadena pesada. Se pueden generar anticuerpos genomanipulados con cisteina como se
describe, por ejemplo, en la patente de EE. UU. n.° 7.521.541.

e) Derivados de anticuerpo

En determinados modos de realizacién, un anticuerpo proporcionado en el presente documento se puede modificar
adicionalmente para que contenga restos no proteicos adicionales que son conocidos en la técnica y estan
facilmente disponibles. Los restos adecuados para la derivatizacién del anticuerpo incluyen, pero no se limitan a,
polimeros hidrosolubles. Los ejemplos no limitantes de polimeros hidrosolubles incluyen, pero no se limitan a,
polietilenglicol (PEG), copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, poli(alcohol vinilico),
polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico, poliaminoacidos
(homopolimeros o bien copolimeros aleatorios) y dextrano o poli(n-vinilpirrolidona)/polietilenglicol, homopolimeros de
propropilenglicol, copolimeros de poli(6xido de propileno)/6xido de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo,
glicerol), poli(alcohol vinilico) y mezclas de los mismos. El propionaldehido de polietilenglicol puede tener ventajas en
la fabricacion debido a su estabilidad en agua. El polimero puede ser de cualquier peso molecular y puede ser
ramificado o no ramificado. El nimero de polimeros unidos al anticuerpo puede variar, y si se une mas de un
polimero, pueden ser las mismas moléculas o diferentes. En general, se pueden determinar el nUmero y/o el tipo de
polimeros usados para la derivatizacion en base a consideraciones que incluyen, pero no se limitan a, las
propiedades o funciones particulares del anticuerpo que se va a mejorar, si el derivado del anticuerpo se usara en un
tratamiento en condiciones definidas, etc.

En otro modo de realizacion, se proporcionan conjugados de un anticuerpo y un resto no proteico que se pueden
calentar de forma selectiva mediante exposicion a la radiacién. En un modo de realizacion, el resto no proteico es un
nanotubo de carbono (Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102: 11600-11605 (2005)). La radiacion puede ser de
cualquier longitud de onda e incluye, pero no se limita a, las longitudes de onda que no dafian las células normales,
pero que calientan el resto no proteico hasta una temperatura a la que se destruyen las células proximales al
anticuerpo-resto no proteico.

B. Procedimientos y composiciones recombinantes

Se pueden producir anticuerpos usando procedimientos y composiciones recombinantes, por ejemplo, como se
describe en la patente de EE. UU. n.° 4.816.567. En un modo de realizacidn, se proporciona un acido nucleico
aislado que codifica un anticuerpo antihemaglutinina descrito en el presente documento. Dicho acido nucleico puede
codificar una secuencia de aminoacidos que comprende el VL y/o una secuencia de aminoacidos que comprende el
VH del anticuerpo (por ejemplo, las cadenas ligera y/o pesada del anticuerpo). En otro modo de realizacion, se
proporcionan uno o mas vectores (por ejemplo, vectores de expresién) que comprenden dicho &cido nucleico. En
otro modo de realizacion, se proporciona una célula huésped que comprende dicho &cido nucleico. En un modo de
realizacién de este tipo, una célula huésped comprende (por ejemplo, se ha transformado con): (1) un vector que
comprende un &cido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende el VL del anticuerpo y una
secuencia de aminoacidos que comprende el VH del anticuerpo, o (2) un primer vector que comprende un acido
nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende el VL del anticuerpo y un segundo vector que
comprende un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende el VH del anticuerpo. En
un modo de realizacion, la célula huésped es eucariota, por ejemplo, una célula de ovario de hamster chino (CHO) o
una célula linfatica (por ejemplo, célula YO, NSO, Sp20). En un modo de realizacion, se proporciona un procedimiento
de preparacion de un anticuerpo antihemaglutinina, en el que el procedimiento comprende cultivar una célula
huésped que comprende un &cido nucleico que codifica el anticuerpo, como se proporciona anteriormente, en
condiciones adecuadas para la expresion del anticuerpo y, opcionalmente, recuperar el anticuerpo de la célula
huésped (0 medio de cultivo de células huésped).

Para la produccién recombinante de un anticuerpo antihemaglutinina, el acido nucleico que codifica un anticuerpo,
por ejemplo, como se describe anteriormente, se aisla e inserta en uno o mas vectores para su clonacion y/o
expresion adicional en una célula huésped. Dicho acido nucleico se puede aislar y secuenciar facilmente usando
procedimientos convencionales (por ejemplo, usando sondas de oligonucledtidos, que se pueden unir
especificamente a genes que codifican las cadenas pesada y ligera del anticuerpo).

Las células huésped adecuadas para la clonacién o la expresion de vectores que codifican el anticuerpo incluyen las
células procariotas o eucariotas descritas en el presente documento. Por ejemplo, los anticuerpos se pueden
producir en bacterias, en particular, cuando no se necesitan glucosilacién ni la funcién efectora de Fc. Para la
expresion de los fragmentos de anticuerpo y polipéptidos en bacterias, véase, por ejemplo, las patentes de EE. UU.
n.%® 5.648.237, 5.789.199 y 5.840.523. (Véase también Charlton, Methods in Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo,
ed., Humana Press, Totowa, NJ, 2003), pp. 245-254, que describe la expresion de fragmentos de anticuerpos en E.
coli). Después de la expresion, el anticuerpo se puede aislar de la pasta de células bacterianas en una fraccion
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soluble y se puede purificar adicionalmente.

Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas, tales como los hongos filamentosos o levaduras, son
huéspedes de clonacién o expresién adecuados para vectores que codifican anticuerpos, incluyendo cepas de
hongos y levaduras en las que sus vias de glucosilacion se han "humanizado", dando como resultado la produccion
de un anticuerpo con un patrén de glucosilacion parcial o completamente humano. Véanse Gerngross, Nat. Biotech.
22:1409-1414 (2004) y Li et al., Nat. Biotech. 24:210-215 (2006).

Las células huésped adecuadas para la expresion del anticuerpo glucosilado también derivan de organismos
pluricelulares (invertebrados y vertebrados). Los ejemplos de células de invertebrado incluyen células vegetales y de
insecto. Se han identificado numerosas cepas de baculovirus que se pueden usar conjuntamente con células de
insecto, en particular para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda.

También se pueden utilizar cultivos de células vegetales como huéspedes. Véanse, por ejemplo, las patentes de
EE.UU. n.® 5.959.177, 6.040.498, 6.420.548, 7.125.978 y 6.417.429 (que describen la tecnologia
PLANTIBODIES™ para producir anticuerpos en vegetales transgénicos).

También se pueden usar células de vertebrado como huéspedes. Por ejemplo, pueden ser (tiles lineas celulares de
mamifero que se adaptan para crecer en suspension. Otros ejemplos de lineas de células huésped de mamifero
utiles son linea CV1 de rifion de mono transformada por SV40 (COS-7); linea de rifiédn embrionario humano (células
293 0 293 como se describe, por ejemplo, en Graham et al., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); células de rifién de cria de
hamster (BHK), células de Sertoli de raton (células TM4 como se describe, por ejemplo, en Mather, Biol. Reprod.
23:243-251 (1980)); células de rifion de mono (CV1); células de rifion de mono verde africano (VERO-76); células de
carcinoma de cuello uterino humano (HELA); células de rifién canino (MDCK); células de higado de rata bufalo (BRL
3A); células de pulmoén humano (W138); células de higado humano (Hep G2); células de tumor mamario de ratén
(MMT 060562); células TRI (como se describe, por ejemplo, en Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-68
(1982); células MRC 5; y células FS4. Otras lineas de células huésped de mamifero utiles incluyen células de ovario
de hamster chino (CHO), incluyendo células CHO DHFR’ (Urlaub et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 (1980));
y lineas de células de mieloma, tales como YO, NSO y Sp2/0. Para una revision de determinadas lineas de células
huésped de mamifero adecuadas para la producciéon de anticuerpos véase, por ejemplo, Yazaki y Wu, Methods in
Molecular Biology, Vol. 248 (B.K.C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, NJ), pp. 255-268 (2003).

C. Ensayos

Los anticuerpos antihemaglutinina proporcionados en el presente documento se pueden identificar, cribar o
caracterizar para determinar sus propiedades fisicas/quimicas y/o sus actividades biol6gicas mediante diversos
ensayos conocidos en la técnica.

1. Ensayos de uniony otros ensayos

En un aspecto, un anticuerpo de la invencion se somete a prueba para determinar su actividad de unién a antigeno,
por ejemplo, mediante procedimientos conocidos, tales como ELISA, inmunoelectrotransferencia, etc.

En otro aspecto, se pueden usar ensayos de competicion para identificar un anticuerpo que compita por la uniéon de
la hemaglutinina con cualquier anticuerpo antihemaglutinina descrito en el presente documento. En determinados
modos de realizacion, dicho anticuerpo competidor se une al mismo epitopo (por ejemplo, un epitopo lineal o
conformacional) que estd unido por un anticuerpo antihemaglutinina descrito aqui (por ejemplo, un anticuerpo
antihemaglutinina que comprende una secuencia de VH de SEQ ID NO: 234 y una secuencia de VL de SEQ ID NO:
235. Se proporcionan procedimientos ejemplares detallados para cartografiar un epitopo al que se une un anticuerpo
en Morris (1996) "Epitope Mapping Protocols”, en Methods in Molecular Biology vol. 66 (Humana Press, Totowa, NJ).

En un ensayo de competicion ejemplar, la hemaglutinina inmovilizada se incuba en una soluciéon que comprende un
primer anticuerpo marcado que se une a la hemaglutinina y un segundo anticuerpo no marcado que se esta
sometiendo a prueba para determinar su capacidad para competir con el primer anticuerpo por la unién a la
hemaglutinina. El segundo anticuerpo puede estar presente en un sobrenadante de hibridoma. Como control, se
incuba la hemaglutinina inmovilizada en una solucion que comprende el primer anticuerpo marcado, pero no el
segundo anticuerpo no marcado. Después de la incubacién, en condiciones que permitan la unién del primer
anticuerpo a hemaglutinina, se elimina el anticuerpo no unido en exceso y se mide la cantidad de marcador asociado
con la hemaglutinina inmovilizada. Si se reduce sustancialmente la cantidad de marcador asociado la hemaglutinina
inmovilizada en la muestra de prueba en relaciéon con la muestra de control, entonces eso indica que el segundo
anticuerpo esta compitiendo con el primer anticuerpo por su unién a la hemaglutinina. Véase Harlow y Lane (1988)
Antibodies: A Laboratory Manual cap.14 (Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY).

2. Ensayos de actividad

En un aspecto, se proporcionan ensayos para identificar anticuerpos antihemaglutinina y fragmentos de los mismos
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que tengan actividad biolégica. La actividad bioldégica puede incluir, por ejemplo, la unién especifica a la
hemaglutinina del virus de la gripe A, la neutralizacion del virus de la gripe A, etc. También se proporcionan
anticuerpos y composiciones que comprenden anticuerpos o fragmentos de los mismos que tienen dicha actividad
bioldgica in vivo y/o in vitro.

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo de la invencién se somete a prueba para determinar dicha
actividad biolégica. Véanse los ejemplos 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 y 13 para obtener descripciones ejemplares de dichos
ensayos.

D. Inmunoconjugados

La invenciéon también proporciona inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo antihemaglutinina en el
presente documento conjugado a uno o mas agentes citotdxicos, tales como agentes o farmacos quimioterapicos,
agentes inhibidores del crecimiento, toxinas (por ejemplo, toxinas proteicas, toxinas enziméaticamente activas de
origen bacteriano, fangico, vegetal o animal o fragmentos de las mismas) o is6topos radioactivos.

En un modo de realizacién, un inmunoconjugado es un conjugado anticuerpo-farmaco (ADC) en el que un anticuerpo
se conjuga a uno o mas farmacos, que incluyen pero no se limitan a un maitansinoide (véanse las patentes de
EE. UU. n.*® 5.208.020, 5.416.064 y la patente europea EP 0 425 235 B1); una auristatina tal como las fracciones DE
y DF de farmacos de monometilauristatina (MMAE y MMAF) (véanse las patentes de EE. UU. n.*® 5.635.483 y
5.780.588 y 7.498.298); una dolastatina; una caliqueamicina o un derivado de la misma (véanse las patentes de
EE. UU. n.° 5.712.374, 5.714.586, 5.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710, 5.773.001 y 5.877.296; Hinman et
al., Cancer Res. 53:3336-3342 (1993); y Lode et al., Cancer Res. 58:2925-2928 (1998)); una antraciclina tal como
daunomicina o doxorrubicina (véase Kratz et al., Current Med. Chem. 13:477-523 (2006); Jeffrey et al., Bioorganic &
Med. Chem. Letters 16:358-362 (2006); Torgov et al., Bioconj. Chem. 16:717-721 (2005); Nagy et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 97:829-834 (2000); Dubowchik et al., Bioorg. & Med. Chem. Letters 12:1529-1532 (2002); King et al.,
J. Med. Chem. 45:4336-4343 (2002) y la patente de EE. UU. n.° 6.630.579); metotrexato; vindesina; un taxano tal
como docetaxel, paclitaxel, larotaxel, tesetaxel y ortataxel; un tricoteceno; y CC1065.

En otro modo de realizacién, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo como se describe en el presente
documento conjugado a una toxina enzimaticamente activa o fragmento de la misma, que incluye, pero no se limita
a, la cadena A de difteria, fragmentos activos que no se unen de la toxina diftérica, la cadena A de exotoxina (de
Pseudomonas aeruginosa), la cadena A de ricina, la cadena A de abrina, la cadena A de modeccina, alfa-sarcina,
proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S),
inhibidor de Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina,
restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos.

En otro modo de realizacién, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo como se describe en el presente
documento conjugado a un atomo radioactivo para formar un radioconjugado. Estan disponibles una variedad de
isétopos radioactivos para la produccion de radioconjugados. Los ejemplos incluyen AP B M5 v Re!® Re!®E
sm™?, Bi**?, p¥, pp*? y los iso6topos radiactivos de Lu. Cuando el radioconjugado se usa para la deteccion, puede
comprender un atomo radioactivo para estudios gammagraficos, por ejemplo, Tc99m o 1123, o un marcador de espin
para la obtencién de imagenes por resonancia magnética nuclear (RMN) (también conocida como resonancia
magnética, RM), tal como yodo 123 de nuevo, yodo 131, indio 111, fldor 19, carbono 13, nitrégeno 15, oxigeno 17,
gadolinio, manganeso o hierro.

Se pueden preparar conjugados de un anticuerpo y agente citotdxico usando una variedad de agentes de
acoplamiento de proteinas bifuncionales, tales como 3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP), 4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de
imidoésteres (tales como clorhidrato de adipimidato de dimetilo), ésteres activos (tales como suberato de
disuccinimidilo), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos de bis-azido (tales como bis(p-
azidobenzoil)hexanodiamina), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina),
diisocianatos (tales como toluen-2,6-diisocianato) y compuestos de flaor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobenceno). Por ejemplo, se puede preparar una inmunotoxina de ricina como se describe en Vitetta et al.,
Science 238:1098 (1987). El 4cido 1-isotiocianatobencil-3-metildietilentriaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con
carbono 14 es un agente quelante ejemplar para la conjugacién del radionuclido al anticuerpo. Véase el documento
WQ094/11026. El conector puede ser un "conector escindible” que facilite la liberacion de un farmaco citotéxico en la
célula. Por ejemplo, se puede usar un conector labil en acido, conector sensible a la peptidasa, conector fotolabil,
conector de dimetilo o conector que contiene disulfuro (Chari et al., Cancer Res. 52:127-131 (1992); patente de
EE. UU. n.° 5.208.020).

Los inmunoconjugados o ADC en el presente documento contemplan expresamente, pero no se limitan a, dichos
conjugados preparados con reactivos de reticulacion, que incluyen, pero no se limitan a, BMPS, EMCS, GMBS,
HBVS, LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS,
sulfo-MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC y sulfo-SMPB y SVSB ((4-vinilsulfona)benzoato de succinimidilo), que estan
disponibles comercialmente (por ejemplo, de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., EE. UU.).

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2701746 T3

E. Procedimientos y composiciones para diagnéstico y deteccion

En determinados modos de realizacién, cualquiera de los anticuerpos antihemaglutinina proporcionados en el
presente documento es Util para detectar la presencia de hemaglutinina o el virus de la gripe A en una muestra
biolégica. El término "detectar" como se usa en el presente documento engloba la deteccion cuantitativa o
cualitativa. En determinados modos de realizacién, una muestra biolégica comprende una célula o tejido, tal como,
por ejemplo, pulmén, vias respiratorias altas, conducto 6seo nasolagrimal, sangre, esputo, o comprende una
muestra biol6gica obtenida mediante frotis nasal o faringeo.

En un modo de realizacién, se proporciona un anticuerpo antihemaglutinina para su uso en un procedimiento de
diagndstico o deteccion. En otro aspecto, se proporciona un procedimiento de deteccién de la presencia de
hemaglutinina o el virus de la gripe A en una muestra biolégica. En determinados modos de realizacién, el
procedimiento comprende poner en contacto la muestra biolégica con un anticuerpo antihemaglutinina como se
describe en el presente documento en condiciones que permitan la unién del anticuerpo antihemaglutinina a la
hemaglutinina, y detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo antihemaglutinina y la hemaglutinina. Dicho
procedimiento puede ser un procedimiento in vitro o in vivo. En un modo de realizacion, se usa un anticuerpo
antihemaglutinina para seleccionar sujetos idoneos para su tratamiento con un anticuerpo antihemaglutinina, por
ejemplo, donde la hemaglutinina es un biomarcador para la seleccion de pacientes.

Los trastornos ejemplares que se pueden diagnosticar usando un anticuerpo de la invencion incluyen la infeccion por
el virus de la gripe A, incluyendo la infeccién por el virus de la gripe A en nifios, lactantes, adultos y ancianos.

En determinados modos de realizacion, se proporcionan anticuerpos antihemaglutinina marcados. Los marcadores
incluyen, pero no se limitan a, marcadores o restos que se detectan directamente (tales como marcadores
fluorescentes, cromoforos, electrodensos, quimioluminiscentes y radioactivos), asi como restos, tales como enzimas
o ligandos, que se detectan indirectamente, por ejemplo, a través de una reaccidon enzimatica o interaccion
molecular. Los marcadores ejemplares incluyen, pero no se limitan a, los radioisétopos *°P, **C, **°I, *H y ™!,
fluoréforos tales como quelatos de tierras raras o fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansilo,
umbeliferona, luciferasas, por ejemplo, luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana (patente de EE. UU. n.°
4.737.456), luciferina, 2,3-dihidroftalazindionas, peroxidasa de rdbano picante (HRP), fosfatasa alcalina, B-
galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, oxidasas de sacaridos, por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa y
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, oxidasas heterociclicas tales como uricasa y xantina oxidasa, acopladas con una
enzima que emplea peréxido de hidrégeno para oxidar un precursor colorante tal como HRP, lactoperoxidasa o
microperoxidasa, biotina/avidina, marcadores de espin, marcadores de bacteriéfagos, radicales libres estables y
similares.

F. Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones farmacéuticas de un anticuerpo antihemaglutinina como se describe en el presente documento se
preparan mezclando dicho anticuerpo que tiene el grado de pureza deseado con uno o mas vehiculos
farmacéuticamente aceptables opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences 16.2 edicion, Osol, A. (Ed.)
(1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables,
en general, no son téxicos para los receptores a las dosificaciones y concentraciones empleadas e incluyen, pero no
se limitan a: tampones, tales como fosfato, citrato y otros &cidos organicos; antioxidantes, que incluyen acido
ascoérbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio;
cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos, tales como metil o
propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular
(menos de aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como seroalbumina, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidrofilos, tales como polivinilpirrolidona; aminoéacidos, tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina o lisina; monosacéridos, disacaridos y otros carbohidratos, que incluyen glucosa, manosa o dextrinas;
agentes quelantes, tales como EDTA; glucidos, tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones
formadores de sales, tales como sodio; complejos de metal (por ejemplo, complejos Zn-proteina) y/o tensioactivos
no idnicos, tales como polietilenglicol (PEG). Los vehiculos farmacéuticamente aceptables ejemplares en el presente
documento incluyen ademas agentes de dispersion intersticial de farmacos, tales como glucoproteinas de
hialuronidasa activa a pH neutro soluble (SHASEGP), por ejemplo, glucoproteinas de hialuronidasa PH-20 soluble
humana, tales como rHuPH20 (HYLENEX®, Baxter International, Inc.). Se describen determinadas sHASEGP
ejemplares y procedimientos de uso, incluyendo rHuPH20, en las publicaciones de patente de EE.UU. n.*®
2005/0260186 y 2006/0104968. En un aspecto, se combina una sHASEGP con una o mas glucosaminoglucanasas
adicionales, tales como condroitinasas.

Se describen formulaciones de anticuerpos liofilizadas ejemplares en la patente de EE. UU. n.° 6.267.958. Las
formulaciones de anticuerpos acuosas incluyen las descritas en la patente de EE. UU. n.° 6.171.586 y el documento
WO 2006/044908, incluyendo las ultimas formulaciones un tampén histidina-acetato.

La formulacién en el presente documento también puede contener mas de un ingrediente activo segin sea
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necesario para la indicacién particular que se esté tratando, preferentemente aquellos con actividades
complementarias que no se ven afectadas de manera adversa entre si. Por ejemplo, puede ser deseable
proporcionar ademas un inhibidor de neuraminidasa, un anticuerpo antihemaglutinina, un anticuerpo anti-M2, etc.
Dichos ingredientes activos estan presentes adecuadamente en combinacién en cantidades que son eficaces para el
propésito previsto.

Los ingredientes activos se pueden atrapar en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de
coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o de gelatina
y microcapsulas de poli(metacrilato de metilo), respectivamente, en sistemas de administracion de farmacos
coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o
en macroemulsiones. Dichas técnicas se divulgan en Remington’s Pharmaceutical Sciences 16.2 edicion, Osol, A.
(ed.) (1980).

Se pueden preparar preparaciones de liberacion mantenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
mantenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sdélidos que contienen el anticuerpo, en las
gue dichas matrices se encuentran en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas.

Las formulaciones que se van a usar para su administracion in vivo son, en general, estériles. Se puede conseguir
facilmente la esterilidad, por ejemplo, mediante filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

G. Procedimientos y composiciones terapéuticas

Se puede usar cualquiera de los anticuerpos antihemaglutinina proporcionados en el presente documento en
procedimientos terapéuticos.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo antihemaglutinina para su uso como un medicamento. En otros
aspectos, se proporciona un anticuerpo antihemaglutinina para su uso en el tratamiento, prevencién o inhibicion de
la infeccién por el virus de la gripe A. En determinados modos de realizacién, se proporciona un anticuerpo
antihemaglutinina para su uso en un procedimiento de tratamiento. En determinados modos de realizacion, la
invencion proporciona un anticuerpo antihemaglutinina como se define en las reivindicaciones para su uso en un
procedimiento de tratamiento de un individuo que tiene una infeccion por el virus de la gripe A, que comprende
administrar al individuo una cantidad eficaz del anticuerpo antihemaglutinina. En un modo de realizacion de este tipo,
el procedimiento comprende ademds administrar al individuo una cantidad eficaz de al menos un agente terapéutico
adicional, por ejemplo, como se describe a continuacion. En otros modos de realizacion, la invencién proporciona un
anticuerpo antihemaglutinina como se define en las reivindicaciones para su uso en la prevencion, inhibicion o
reduccion de la fusion mediada por hemaglutinina entre la membrana virica del virus de la gripe A y las membranas
endosomicas de las células infectadas, evitando por tanto la entrada del ARN virico en el citoplasma de las células
infectadas y previniendo la propagacion adicional de la infeccion. En determinados modos de realizacion, la
invencion proporciona un anticuerpo antihemaglutinina como se define en las reivindicaciones para su uso en un
procedimiento de prevencion, inhibicion o tratamiento de la infeccion por el virus de la gripe A en un individuo que
comprende administrar al individuo una cantidad eficaz del anticuerpo antihemaglutinina para prevenir, inhibir o tratar
la infeccion por el virus de la gripe A. Un "individuo" de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacion
anteriores es preferentemente un ser humano.

Se divulga en el presente documento el uso de un anticuerpo antihemaglutinina en la fabricacién o preparacion de
un medicamento. En un aspecto, el medicamento es para el tratamiento de la infeccion por el virus de la gripe A. En
otro aspecto, el medicamento es para su uso en un procedimiento de tratamiento de la infeccién por el virus de la
gripe A, que comprende administrar a un individuo que tiene infeccion por el virus de la gripe A una cantidad eficaz
del medicamento. En un aspecto de este tipo, el procedimiento comprende ademas administrar al individuo una
cantidad eficaz de al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se describe a continuacion. En otro
aspecto, el medicamento es para prevenir, inhibir o reducir la fusién mediada por hemaglutinina entre la membrana
virica del virus de la gripe A y las membranas endosomicas de las células infectadas, evitando por tanto la entrada
de ARN virico en el citoplasma de las células infectadas y previniendo la propagacion adicional de la infeccion. En
otro aspecto, el medicamento es para su uso en un procedimiento de prevencion, inhibicion o tratamiento de la
infeccion por el virus de la gripe A en un individuo, que comprende administrar al individuo una cantidad eficaz del
medicamento para prevenir, inhibir o reducir, la infeccidon por el virus de la gripe A. Un "individuo" de acuerdo con
cualquiera de los modos de realizacién anteriores puede ser un ser humano.

En otro aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencién para su uso en
un procedimiento para tratar la infeccién por el virus de la gripe A. En un modo de realizacion, el procedimiento
comprende administrar a un individuo que tiene dicha infeccién por el virus de la gripe A una cantidad eficaz de un
anticuerpo antihemaglutinina. En un modo de realizacion de este tipo, el procedimiento comprende ademas
administrar al individuo una cantidad eficaz de al menos un agente terapéutico adicional, como se describe en el
presente documento. Un "individuo" de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacién anteriores puede ser un
ser humano.
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La presente invencion proporciona anticuerpos antihemaglutinina eficaces en la inhibicién, prevencién o tratamiento
de la infeccion por el virus de la gripe A en un individuo (por ejemplo, un sujeto o un paciente). En algunos aspectos,
un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion es eficaz en el tratamiento profilactico de un individuo a fin
de prevenir la infeccion por el virus de la gripe A en el individuo.

En algunos aspectos, un individuo adecuado para el tratamiento con un anticuerpo antihemaglutinina de la presente
invencién es un individuo que tiene o se sospecha que tiene una infeccion por el virus de la gripe A. En algunos
modos de realizacién, dichos individuos incluyen lactantes, nifios, adultos y ancianos. En algunos modos de
realizacién, el individuo esta hospitalizado con una infeccion por el virus de la gripe A. En otros modos de
realizacién, el individuo que tiene una infeccion por el virus de la gripe A tiene una o mas comorbilidades, tales
como, por ejemplo, inmunodeficiencia, embarazo, neumopatia, cardiopatia, nefropatia o infeccion simultanea (por
ejemplo, una infeccion bacteriana o una infeccion virica, tal como neumonia bacteriana o virica).

En algunos aspectos, el tratamiento de un individuo con un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion
reduce la gravedad de la infeccion por el virus de la gripe A, reduce la duracion de la infeccién por el virus de la gripe
A o reduce la infecciosidad del virus de la gripe A. En otros aspectos, el tratamiento de la infeccion por el virus de la
gripe A con un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencién proporciona un beneficio adicional, que incluye
una reduccion de la duracion de la estancia hospitalaria, reduccién o prevencion de la necesidad del uso de la
unidad de cuidados intensivos (UCI), reduccion o prevencion de la necesidad de respiracion asistida o mecénica,
reduccion o prevencion de la necesidad del uso de oxigenoterapia y reduccién de la mortalidad. En algunos
aspectos, la reduccion en la duracién de la estancia hospitalaria es de 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias 0 mas de 5
dias. En algunos aspectos, la reduccion en la necesidad del uso de la unidad de cuidados intensivos es de 1 dia, 2
dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias 0 mas de 5 dias. En algunos aspectos, la reduccién en la necesidad de respiracion
asistida o0 mecénica es de 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias 0 mas de 5 dias. En algunos aspectos, la reduccion en
la necesidad de oxigenoterapia es de 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias 0 mas de 5 dias. En algunos aspectos, el
tratamiento de un individuo con un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencién reduce los sintomas de la
enfermedad de la infeccion por el virus de la gripe A, tales como, por ejemplo, fiebre, rinitis, escalofrios, dolor de
garganta, mialgias, artromialgias generalizadas, cefalea, tos, congestion nasal, astenia o cansancio, ojos irritados o
lagrimeo y malestar general.

En algunos aspectos, el tratamiento de un individuo con un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion
reduce el tiempo de normalizacion de la actividad respiratoria, tal como una reduccion del tiempo de normalizacion
de la frecuencia respiratoria, o una reduccion del tiempo de normalizacion de la saturacién de oxigeno. En algunos
aspectos, el tratamiento de un individuo con un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion reduce el
tiempo de regreso a la saturacion de oxigeno normal, por ejemplo, a una saturacion de oxigeno de
aproximadamente un 92 % o mas, como se mide durante un periodo de 24 horas sin administracion de
oxigenoterapia. En otros aspectos, el tratamiento de un individuo con un anticuerpo antihemaglutinina de la presente
invencion reduce el tiempo de normalizacion de las constantes vitales, tal como la frecuencia cardiaca, la tension
arterial, la frecuencia respiratoria y la temperatura.

En algunos aspectos, el tratamiento de un individuo con un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencion
mejora los criterios de valoracion virolégicos, tales como, por ejemplo, el valor del virus de la gripe. El valor del virus
se puede medir de diversas formas conocidas por un experto en la técnica, tales como, por ejemplo, el area bajo la
curva (ABC) virica, como se mide, por ejemplo, por qPCR o la dosis infecciosa en cultivo de tejido (TCID50). En
algunos aspectos, el tratamiento da como resultado una reduccion mayor que o igual a un 50 % en el ABC virica
como se mide por gPCR o TCID50.

En diversos aspectos de la presente invencion, un anticuerpo antihemaglutinina proporcionado en el presente
documento es eficaz en el tratamiento de la infeccion por el virus de la gripe A cuando se administra en
aproximadamente 12 horas, en aproximadamente 24 horas, en aproximadamente 36 horas, en aproximadamente 48
horas, en aproximadamente 60 horas, en aproximadamente 72 horas, en aproximadamente 84 horas y en
aproximadamente 96 horas después de la aparicion de los sintomas (por ejemplo, la aparicion de la enfermedad). En
otros aspectos, un anticuerpo antihemaglutinina proporcionado en el presente documento es eficaz en el tratamiento
de la infeccion por el virus de la gripe A cuando se administra entre aproximadamente 24 horas y 48 horas después
de la aparicion de los sintomas (por ejemplo, el individuo ha tenido sintomas durante entre 24 y 48 horas), cuando se
administra entre aproximadamente 48 horas y 72 horas después de la aparicion de los sintomas, o cuando se
administra entre aproximadamente 72 horas y 96 horas después de la aparicion de los sintomas. En determinados
modos de realizacién de la presente invencién, un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invencién es eficaz
en el tratamiento o reduccion de la infeccidn por el virus de la gripe A y prolonga el margen de tratamiento del
tratamiento habitual actual (por ejemplo, oseltamivir) mas de 48 horas después de la aparicion de los sintomas.

En otro aspecto, la invencién proporciona formulaciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de los
anticuerpos antihemaglutinina proporcionados en el presente documento, por ejemplo, para su uso en cualquiera de
los procedimientos terapéuticos anteriores. En un modo de realizacién, una formulacién farmacéutica comprende
cualquiera de los anticuerpos antihemaglutinina proporcionados en el presente documento y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En otro modo de realizacién, una formulacion farmacéutica comprende cualquiera de
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los anticuerpos antihemaglutinina proporcionados en el presente documento y al menos un agente terapéutico
adicional, por ejemplo, como se describe a continuacion.

Los anticuerpos de la invencion se pueden usar por si solos o bien en combinaciéon con otros agentes en un
tratamiento. Por ejemplo, un anticuerpo de la invencién se puede coadministrar con al menos un agente terapéutico
adicional. En determinados modos de realizacién, un agente terapéutico adicional es un inhibidor de la
neuraminidasa (por ejemplo, zanamivir, fosfato de oseltamivir, amantadina, rimantadina), un anticuerpo anti-M2, un
anticuerpo antihemaglutinina, etc. En algunos aspectos, el tratamiento de un individuo, que tiene infeccién por el
virus de la gripe A, con un anticuerpo antihemaglutinina de la presente invenciéon coadministrado con un inhibidor de
la neuraminidasa proporciona un efecto terapéutico sinérgico en comparacion con el tratamiento con cualquiera de
los agentes por si solos.

Dichas politerapias indicadas anteriormente engloban la administracibn combinada (donde dos o méas agentes
terapéuticos se incluyen en las mismas formulaciones o en formulaciones separadas) y la administracién separada,
caso en el que la administracion del anticuerpo de la invencién se puede producir antes de, simultdneamente y/o tras
la administracion del agente o agentes terapéuticos adicionales. En un modo de realizacion, la administracion del
anticuerpo antihemaglutinina y la administraciéon de un agente terapéutico adicional se producen en un plazo de
aproximadamente un mes, o en un plazo de aproximadamente una, dos o tres semanas, en un plazo de
aproximadamente uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis dias, o en un plazo de aproximadamente una, dos, tres, cuatro,
cinco, seis, ocho, diez, doce, dieciséis, veinte o veinticuatro horas entre si.

Un anticuerpo de la invencion (y cualquier agente terapéutico adicional) se puede administrar mediante cualquier
medio adecuado, incluyendo administracion parenteral, intrapulmonar e intranasal y, si se desea para el tratamiento
local, intralesional. Las infusiones parenterales incluyen administracion intramuscular, intravenosa, intrarterial,
intraperitoneal o subcutdnea. La dosificaciéon puede ser mediante cualquier via adecuada, por ejemplo, por
inyecciones, tales como inyecciones intravenosas o subcuténeas, dependiendo en parte de si la administracion es
breve o cronica. En el presente documento se contemplan diversas pautas de dosificacién que incluyen pero no se
limitan a administraciones individuales o multiples durante diversos puntos temporales, administracion intravenosa
rapida, e infusién pulsada.

Los anticuerpos de la invencion se formularan, dosificardn y administraran de una forma consecuente con las
practicas médicas correctas. Los factores a considerar en este contexto incluyen el trastorno particular que se esta
tratando, el mamifero particular que se esta tratando, el estado clinico del paciente individual, la causa del trastorno,
el sitio de administracion del agente, el procedimiento de administracion, la programacién de la administracion, y
otros factores conocidos por los médicos. Aunque no se necesita, el anticuerpo se formula opcionalmente con uno o
mas agentes usados actualmente para prevenir o tratar el trastorno en cuestion. La cantidad eficaz de dichos otros
agentes depende de la cantidad de anticuerpo presente en la formulacién, del tipo de trastorno o tratamiento y de
otros factores analizados anteriormente. Estos se usan, en general, en las mismas dosificaciones y por las vias de
administracion que se describen en el presente documento, o aproximadamente desde un 1 a un 99 % de las
dosificaciones descritas en el presente documento, o en cualquier dosificacién y mediante cualquier via que se
determine empiricamente/clinicamente que sea apropiada.

Para la prevencion o tratamiento de la enfermedad, la dosificacion apropiada de un anticuerpo de la invencién
(cuando se usa por si solo 0 en combinacion con uno o mas agentes terapéuticos adicionales) dependera del tipo de
enfermedad que se va a tratar, del tipo de anticuerpo, de la gravedad y la evolucién de la enfermedad, de si el
anticuerpo se administra con propositos preventivos o terapéuticos, del tratamiento previo, de la anamnesis del
paciente y de su respuesta al anticuerpo y del criterio del médico especialista. El anticuerpo se administra
adecuadamente al paciente de una vez o durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y de la gravedad
de la enfermedad, de aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 45 mg/kg (por ejemplo, de aproximadamente
1,0 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg) de anticuerpo puede ser una dosis inicial candidata para la administracion
al paciente, ya sea, por ejemplo, mediante una o0 mas administraciones separadas o mediante infusién continua. Una
dosis diaria tipica podria variar de aproximadamente 1 pg/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores
mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas durante varios dias o mas, dependiendo de la
afeccion, el tratamiento en general se mantendra hasta que se produzca una supresion deseada de los sintomas de
la enfermedad. Las dosis ejemplares del anticuerpo estardn en el intervalo de aproximadamente 1,0 mg/kg a
aproximadamente 45 mg/kg, de aproximadamente 1,0 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, de aproximadamente
1,0 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg, de aproximadamente 1,0 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg o de
aproximadamente 1,0 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg. Por tanto, se puede administrar al paciente una o mas
dosis de aproximadamente 1,0 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5,0 mg/kg, 10 mg/kg o 45 mg/kg (o cualquier combinacion de las
mismas). Dichas dosis se pueden administrar de forma intermitente, por ejemplo, todos los dias, cada dos dias, cada
tres dias, etc. Se puede administrar una dosis inicial de carga mas alta, seguida de una o0 mas dosis mas bajas. La
dosificacion también puede ser en una dosis fija, tal como, por ejemplo, de 200 mg, 400 mg, 600 mg, 800 mg,
1000 mg, 1200 mg, 1400 mg, 1500 mg, 1600 mg, 1800 mg, 2000 mg, 2200 mg, 2400 mg, 2500 mg, 2600 mg,
2800 mg, 3000 mg, 3200 mg, 3400 mg, 3600 mg, etc. La evolucion de este tratamiento se comprueba facilmente
mediante técnicas y ensayos convencionales.
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Se entiende que se puede llevar a cabo cualquiera de las formulaciones o procedimientos terapéuticos anteriores
usando un inmunoconjugado de la invencién en lugar de o ademas de un anticuerpo antihemaglutinina.

H. Articulos de fabricacion

En otro aspecto de la invencién, se proporciona un articulo de fabricacién que contiene materiales Utiles para el
tratamiento, la prevencion y/o el diagnostico de los trastornos descritos anteriormente. El articulo de fabricacién
comprende un recipiente y una ficha técnica o prospecto del envase en o asociado con el recipiente. Los recipientes
adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringuillas, bolsas con solucién i.v., etc. Los recipientes se pueden
formar de una variedad de materiales tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene una composicién que es por
si misma o combinada con otra composicion eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar la afeccion y puede tener
una via de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa con solucion intravenosa o un vial que tiene
un tapon perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica). Al menos un agente activo de la composicién es un
anticuerpo de la invencién. La ficha técnica o prospecto del envase indica que la composicién se usa para tratar la
afeccion de eleccion. Ademas, el articulo de fabricacion puede comprender (a) un primer recipiente con una
composicion contenida en el mismo, en el que la composicién comprende un anticuerpo de la invencion; y (b) un
segundo recipiente con una composicion contenida en el mismo, en el que la composicion comprende un agente
citotoxico o de otro modo terapéutico adicional. El articulo de fabricacion en este modo de realizacion de la invencion
puede comprender ademas un prospecto del envase que indique que las composiciones se pueden usar para tratar
una afeccion particular. De forma alternativa, o adicionalmente, el articulo de fabricacién puede comprender ademéas
un segundo (o tercer) recipiente que comprende un tampon farmacéuticamente aceptable, tal como agua
bacteriostatica para inyectables (BWFI), solucion salina tamponada con fosfato, soluciéon de Ringer y solucion de
dextrosa. Puede incluir ademés otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y de usuario,
incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringuillas.

Se entiende que cualquiera de los articulos de fabricacion anteriores puede incluir un inmunoconjugado de la
invencion en lugar de o ademas de un anticuerpo antihemaglutinina.

lll. EJEMPLOS

Los siguientes son ejemplos de procedimientos y composiciones de la invencién. Se entiende que se pueden
practicar otros modos de realizacion diversos, dada la descripcién general proporcionada anteriormente.

Ejemplo 1. Identificacion de anticuerpos antihemaglutinina mediante presentacién en fagos

Construccién de colecciones de fagos a partir de donantes humanos vacunados contra el virus de la gripe

Se identificaron los anticuerpos dirigidos contra la hemaglutinina del virus de la gripe A usando una coleccién de
presentacién en fagos construida a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) aisladas a partir de
donantes humanos vacunados con la vacuna contra el virus de la gripe estacional como sigue.

Los leucopaquetes de donantes humanos normales que recibieron la vacuna contra la gripe estacional Fluvirin®
(Novartis Fot n.° 111796P1) 7 dias antes de su donacién de sangre se obtuvieron de Blood Centers of the Pacific
(San Francisco, CA). Las PBMC se aislaron a partir de los leucopaquetes usando metodologias estandar. Las PBMC
se separaron para determinar las células de plasmoblastos CD19/CD20 mediante FACS. Se extrajo el ARN de los
plasmoblastos separados CD19°/CD20" usando un kit de purificacion RNeasy (Qiagen, EE. UU.) y se generd el
ADNc a partir del ARN aislado mediante transcripcion inversa usando Superscript® Il Reverse Transcriptase
(Invitrogen, EE. UU.). Los genes del pesado variable (VH), kappa variable (VK) y ligero variable (VL) humanos se
amplificaron por PCR a partir del ADNc usando las siguientes mezclas de cebadores de ADN inversos y directos.
Inversos de VH

BssHIIL.HUVH1: ATCGTTTCATAAGCGCGCCAGGTGCAGCTGGTGCAGTC (sEQ 1D NO: 1)
BssHILHuvH2:  ATCGTTTCATAAGCGCGCCAGRTCACCTTGAAGGAGTC (seQ 1D NO: 2)
BssHILHUVH3.1: ATCGTTTCATAAGCGCGCGAGGTGCAGCTGGTGGAGTC (SEQ ID NO: 3)
BssHIL.HuvH3.2: ATCGTTTCATAAGCGCGCCAGGTGCAGCTGGTGGAGTC (SEQ ID NO: 4)
BssHIL.HuVH3.3: ATCGTTTCATAAGCGCGCGAAGTGCAGCTGGTGGAGTC (seq b NO: 5)

BssHILHuVH4.1: ATCGTTTCATAAGCGCGCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTC (seq b NO: 6)
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BssHIL.HUVH4.2: ATCGTTTCATAAGCGCGCCAGCTGCAGCTGCAGGAGTC (seq b NO: 7)

BssHIl.HUVH5: ATCOTTTCATAAGCGCGCOGARGTOGCAGCTGOTGCAGTC (sEQ ID NO: 8)

BssHILHuvHe:  ATCGTTTCATAAGCGCGCCAGGTACAGCTGCAGCAGTC (sEQ 1p NO: 9)

BssHiLHuvH7:  ATCGTTTCATAAGCGCGCCAGGTGCAGCTGGTGCAATC (SEQ 1D NO: 10)
BssHILHUVHLA: ATCGTTTCATAAGCGCGCCAGGTCCAGCTTGTGCAGTC (SEQ 1D NO: 11)
BssHIl.LHuVH1.B: ATCGTTTCATAAGCGCGCCAGGTTCAGCTGGTGCAGTC (seQ 1D NO: 12)
BssHILHUVHLC:  ATCGTTTCATAAGCGCGCCAGGTCCAGCTGGTACAGTC (SEQ ID NO: 13)
BssHILHUVHLD: ATCGTTTCATAAGCGCGCCAGATGCAGCTGGTGCAGTC (SEQ 1D NO: 14)
BssHILHUVHLE: ATCGTTTCATAAGCGCGCCAAATCCAGCTGGTGCAGTC (sgQ 1D NO: 15)
BssHILHuVHLE: ATCGTTTCATAAGCGCGCGAGGTCCAGCTGGTGCAGTC (sEQ 1D NO: 16)
BssHILHuvH3 A ATCGTTTCATAAGCGCGCGAGGTGCAGCTGTTGGAGTC (s£Q 1D NO: 17)
BssHILHuVH3.B: ATCGTTTCATAAGCGCGCGAGGTGCAGCTGGTGGAGAC (SEQ ID NO: 18)
BssHILHuVH4.A: ATCGTTTCATAAGCGCGCCAGGTGCAGCTACAGCAGTG (sgQ 1D NO: 19)

Directos de VH

Nhel.JH 2: GACATTCTACGAGCTAGCTGAGGAGACAGTGACCAGGGT (SEQ ID NO: 20)
Nhel. JH1/4/5: GACATTCTACGAGCTAGCTGAGGAGACGGTGACCAGGGT (SEQ ID NO: 21)
Nhel. JH3: GACATTCTACGAGCTAGCTGAAGAGACGGTGACCATTGTC (SEQ D NO: 22)
Nhel.JH6: GACATTCTACGAGCTAGCTGAGGAGACGGTGACCGTGG (SEQ ID NO: 23)

Inversos de VK

Nhel.OL.HuVK1:

TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCGACATCCAGWTGACCCAGTC (sgq Ip NO: 24)

Nhel.OL.HUVK2:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCGATGTTGTGATGACTCAGTC (seq 1D NO: 25)

Nhel.OL.HUVK3:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCGAAATTGTGWTGACRCAGTC (seq Ip NO: 26)

Nhel.OL.HuVK4:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCGATATTGTGATGACCCACAC (seqQ Ip NO: 27)

Nhel.OL.HuVKS5:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCGAAACGACACTCACGCAGTC (sgq 1p No: 28)

Nhel.OL.HUVK®6:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
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AGCGAAATTGTGCTGACTCAGTC (seq Ip NO: 29)

Directos de VK

Ncol.Jk1-: AGTTCATGCCATGGTTTTGATTTCCACCTTGGTCCCTT (seq 1p No: 30)
Ncol.Jk2-: AGTTCATGCCATGGTTTTGATCTCCACCTTGGTCCC (seq Ip NO: 31)
Neol.Jk3-: AGTTCATGCCATGGTTTTGATATCCACTTTGGTCCCAG (SEQ ID NO: 32)
Ncol.JK4-- AGTTCATGCCATGGTTTTGATCTCCAGCTTGGTCCCT (sEQ ID NO: 33)
Ncol.JKs-: AGTTCATGCCATGGTTTTAATCTCCAGTCGTGTCCCTT (seQ Ip NO: 34)

Inversos de VL

Nhel.OL.HuVL1.1:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCCAGTCTGTG CTGACTCAGCC (seq 1D NO: 35)

Nhel.OL.HuVL1.2:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCCAGTCTGTG YTGACGCAGCC (seq ID NO: 36)

Nhel.OL.HUVL1.3:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCCAGTCTGTC GTGACGCAGCC (seq Ip NO: 37)

Nhel.OL.HuVL2:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCCARTCTGCC CTGACTCAGCC (seq ID NO: 38)

Nhel.OL.HuVL3.1:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCTCCTATGWG CTGACTCAGCC (seq ID NO: 39)

Nhel.OL.HUVL3.2:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCTCTTCTGAG CTGACTCAGGA (SEQ ID NO: 40)

Nhel.OL.HuVL4:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCCACGTTATA CTGACTCAACC (SEQ ID NO: 41)

Nhel.OL.HuVL5:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCCAGGCTGTG CTGACTCAGCC (sSeq ID NO: 42)

Nhel.OL.HuVL6:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCAATTTTATG CTGACTCAGCC (seqQ ID NO: 43)

Nhel.OL.HUVL7/8:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCCAGRCTGTG GTGACYCAGGA (seqQ ID NO: 44)

Nhel.OL.HuVL9:
TCTCCTCAGCTAGCGGTGGCGGCGGTTCCGGAGGTGGTGGTTCTGGCGGTGGTGGC
AGCCWGCCTGTG CTGACTCAGCC (seq ID NO: 45)

Directos de VL
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NeoLdLl-: AGTTCATGCCATGGTTAGGACGGTGACCTTGGTCC (seQ ID NO: 46)
Neol.JL2/3- AGTTCATGCCATGGTTAGGACGGTCAGCTTGGTCC (SeQ ID NO: 47)
NeoldL7-:  AGTTCATGCCATGGTGAGGACGGTCAGCTGGGTG (SEQ ID NO: 48)

Los productos de ADNc amplificados resultantes se ensamblaron a scFv usando PCR de solapamiento con los
siguientes cebadores de solapamiento.

BssHILVH.oL+: ATCGTTTCATAAGCGCGCSA (SEQ ID NO: 49)
Notl.JK.OL-: AGTTCATGCCATGGTTTTGAT (SEQ ID NO: 50)
Notl.JL.OL-: AGTTCATGCCATGGTKAGGAC (SEQ ID NO: 51)

Los fragmentos de ADNc de scFv purificados (1 pg) y el vector fagdmido p2056BNN (2 pg) se digirieron con la
endonucleasa de restriccion BssHIl y Ncol (New England Biolabs, EE. UU.). El vector fagémido p2056BNN es una
version modificada de pS2025e (Sidhu et al., (2004) J Mol Biol 338:299-310), genomanipulado para que contenga
los sitios de restriccion BssHII, Nhel y Ncol. A continuacion, se fijaron los fragmentos de ADNc de scFv en el vector
p2056BNN (proporcion 6:1 M) usando la enzima ADN ligasa T4 (New England Biolabs). Los productos de la fijacion
de ADNc/fago resultantes se purificaron usando un kit de purificaciéon de PCR (Qiagen, EE. UU.) y se transformaron
en células de E. coli SS320 electrocompetentes. El tamafio de la coleccion de fagos se estimé sembrando 10 ul de
cultivo de coleccion diluido 1:10 en placas de LB/carbenicilina. A continuacion, el cultivo de coleccién se amplifico y
se propagé adicionalmente en un volumen total de 60 ml de medio 2YT, y se indujo la expresion del fago-scFv por
infeccion simultanea con el fago cooperador M13KO7. Se afiadio posteriormente canamicina al cultivo coleccion y se
incub6 con agitacién durante 30 horas a 30 °C. A continuacion, se centrifug6 el cultivo de coleccién para sedimentar
las células. El sobrenadante que contenia fago-scFv se precipité con 5x de PEG/NaCl 2,5 M y se resuspendi6 en
PBS.

Separacion y cribado de colecciones de fagos para identificar anticuerpos antihemaglutinina

Las proteinas hemaglutinina H1 y H3 del virus de la gripe A (producidas como se describe a continuacion en el
ejemplo 2) se usaron como antigenos para la separacion de colecciones de fagos. Los antigenos de hemaglutinina
H1 y H3 se recubrieron sobre una placa MaxiSorp de 96 pocillos de alta unién. Las placas y las colecciones de fagos
se bloquearon previamente con tampén de bloqueo de fagos (solucidon salina tamponada con fosfato (PBS),
seroalbimina bovina (BSA) al 1% (p/v) y tween-20 (PBS-T) al 0,05 % (v/v)) y se incub6 durante 2 horas a
temperatura ambiente. La coleccion de fagos bloqueados (100 pl) se afiadi6 a los pocillos recubiertos con
hemaglutinina y se incub6 durante 3 horas. Los fagos no unidos se eliminaron por lavado de las placas usando PBS-
Tween al 0,05 %, y los fagos unidos se eluyeron con 100 pl de HCI 50 mM y NaCl 500 mM durante 30 minutos,
seguido de neutralizacion con 100 pl de base Tris 1 M (pH 7,5). Los fagos recuperados se amplificaron en células de
E. coli XL-1 Blue. Los fagos resultantes se precipitaron y se sometieron a otra ronda de seleccion negativa/seleccion
frente a las proteinas hemaglutinina. Durante las rondas posteriores de seleccion negativa/seleccion, los fagos de
anticuerpos se incubaron con los mismos o diferentes antigenos de hemaglutinina. La rigurosidad del lavado de la
placa se increment6 gradualmente desde el lavado 15x al lavado 40x.

Después de 2-3 rondas de seleccién negativa y seleccion, se observé un enriquecimiento significativo de fagos
especificos de hemaglutinina. Se escogieron 96 clones de fagos de la coleccidon separandolos para determinar si se
unian especificamente a la hemaglutinina H1 y/o H3. Se secuenciaron las regiones variables de los clones de fagos
que presentaban una union especifica a las proteinas hemaglutinina para identificar clones de fagos que contenian
secuencias de acido nucleico de inmunoglobulina Unicas. Se caracterizaron adicionalmente los anticuerpos de fagos
Unicos que se unian a la hemaglutinina H1 y/o H3 con al menos 5x por encima del fondo. Los clones derivados de
fagos de interés se reconstruyeron para dar las 1gG clonando las regiones V. y V4 de clones individuales en los
vectores de expresion LPG3 y LPG4, respectivamente, expresados de forma transitoria en células de mamifero 293,
y se purificaron usando una columna de proteina A. Se identificaron dos anticuerpos (mAb9 y mAb23) para su
andlisis posterior. (Véase el ejemplo 5 a continuacion).

Ejemplo 2. Enriquecimiento y expansién de plasmoblastos

Para descubrir e identificar anticuerpos escasos contra la hemaglutinina del virus de la gripe A, se desarrolld la
siguiente técnica de enriquecimiento y expansién de plasmoblastos. (Véase la solicitud de patente pendiente de
tramitacion de la solicitud de patente de EE. UU. con nimero de serie 61/725.764).

Se obtuvieron los leucopaquetes de donantes humanos normales que recibieron la vacuna contra la gripe estacional

Fluvirin® (n.° de lote 111796P1 de Novartis) 7 dias antes de su donacion de sangre de Blood Centers of the Pacific
(San Francisco, CA). Se aislaron las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) a partir de los
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leucopaquetes usando metodologias estandar. Se adquirieron ratones SCID/beige hembra de seis a ocho semanas
de edad de Charles River Laboratories (Hollister, CA) y se alojaron y mantuvieron en Genentech de acuerdo con las
pautas de la American Association of Laboratory Animal Care. Todos los estudios experimentales se realizaron bajo
la aprobacion de los comités institucionales de cuidado y uso de animales de Genentech Lab Animal Research en un
establecimiento acreditado por AAALACI de acuerdo con la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio y
las leyes y normas aplicables. Se obtuvo leucopaquete o sangre a partir de donantes humanos sanos después de
que se proporcion6 el consentimiento informado por escrito y se otorg6 la aprobacion ética de la Western Institutional
Review Board.

El enriquecimiento y expansion de plasmoblastos en funcion de los antigenos in vivo se realizdé usando el trasplante
intraesplénico de las PBMC como sigue. Las PBMC aisladas se resuspendieron con antigenos de hemaglutinina
(0,1-2 pg por cada millén de linfocitos B) y se incubaron durante 30 minutos a 37 °C (premezcla de PBMC/antigeno).
Tras esta incubacion, las PBMC se lavaron para eliminar los antigenos no unidos. Para el enriquecimiento de los
plasmoblastos que produjeron anticuerpos de hemaglutinina de reactividad cruzada, se escogieron especificamente
las variantes de antigeno de hemaglutinina usadas para la premezcla de PBMC/antigeno y la separaciéon de células
sueltas para que difirieran de las variantes de antigeno de hemaglutinina contenidas en la vacuna contra la gripe
Fluvirin®. Los antigenos de hemaglutinina usados en este estudio, por lo tanto, incluyeron hemaglutinina H1 del
aislado del virus de la gripe A AINWS/1933 (una hemaglutinina del virus de la gripe A del grupo 1), hemaglutinina H3
del aislado del virus de la gripe A A/Hong Kong/8/1968 (una hemaglutinina del virus de la gripe A del grupo 2), y
hemaglutinina H7 del aislado del virus de la gripe A A/Paises Bajos/219/2003 (una hemaglutinina del virus de la gripe
A del grupo 2). Los antigenos de hemaglutinina se produjeron en Genentech usando técnicas estandar de biologia
molecular.

Los ratones SCID/beige hembra de 6-8 semanas de edad (Charles River Laboratories, Hollister, CA) se irradiaron de
forma subletal con 350 rads usando una fuente de cesio 137. Se afiadieron polimixina B (110 mg/l) y neomicina
(1,1 g/l) al agua potable durante 7 dias tras la irradiacion. Cuatro horas después de la irradiacion, se afeit6 el flanco
izquierdo de cada ratdn y se prepar6 con Betadine® (Purdue Pharma, Stamford, CT) y alcohol al 70 %. Se realizaron
los procedimientos quirirgicos bajo anestesia usando procedimientos quirlrgicos asépticos. Se realizd una incision
en la piel de 1 cm justo debajo del borde costal de cada ratén, seguido de una incision de la pared abdominal y el
peritoneo. Se expuso con cuidado el bazo de cada ratén y se inyectaron 50x10° PBMC humanas resuspendidas en
30 pL de PBS. Se cerraron las incisiones en la capa muscular y en la piel usando suturas 5-O Vicryl® (Ethicon,
Somerville, NJ) y grapas quirlrgicas, respectivamente. Para los experimentos de separacion de células especificas
de antigeno, los ratones se sacrificaron 8 dias posteriormente al trasplante y se recogieron sus bazos.

Las suspensiones de células sueltas de las células del bazo obtenidas de los ratones se tifieron con un combinado
de anticuerpos monoclonales contra la Ig humana CD38 PECy7 (BD Biosciences, San Jose, CA) e IgG Dylight
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA) que definen los plasmoblastos IgG+ humana como
la expresion de CD38a"°/IgG+. Para la identificacion de plasmoblastos de reactividad cruzada con hemaglutinina en
la suspensién de las células de bazo aisladas, se tifieron las células con hemaglutinina H1 del aislado del virus de la
gripe A AINWS/1933 y hemaglutinina H3 del aislado del virus de la gripe A A/Hong Kong/8/1968, que se conjugaron
previamente con FITC o PE, respectivamente, usando los kits de marcado Lightning-Link® (Innova Biosciences,
Cambridge, Reino Unido).

La figura 1A muestra el andlisis de datos representativos de FACS de los plasmoblastos positivos para
antihemaglutinina de las PBMC el dia 7 posteriormente a la vacunacion antes del enriquecimiento de los ratones
SCID/beige (es decir, antes de la premezcla de PBMC/antigeno). La figura 1B muestra el andlisis de datos
representativos de FACS de los plasmoblastos positivos para hemaglutinina del dia 8 posteriormente al trasplante
después del enriguecimiento de los ratones SCID/beige, que comparan sin premezcla y con premezcla de antigeno
en los paneles superior e inferior, respectivamente. Como se muestra en las figuras 1A y 1B, la premezcla de
PBMC/antigeno antes de la inyeccion intraesplénica dio como resultado una mayor frecuencia de plasmoblastos
antihemaglutinina H3*/H1".

La tabla 2 a continuacién muestra una comparacién de las frecuencias de plasmoblastos anti-H1'/anti-H3" antes y
después del enriquecimiento de SCID como se describe en el presente documento. Como se muestra en la tabla 2,
la frecuencia de plasmoblastos anti-H1'/anti-H3" se incrementé en gran medida usando los procedimientos de
enriquecimiento del raton SCID/beige de la presente invencion en comparacion con la observada sin el
enriquecimiento del ratén SCID/beige.

Tabla 2
Condicion Frecuencia de plasmoblastos anti-
H1+/anti-H3+ (%)
Vacunacién de PBMC 0,00028+0,00008
Premezcla de SCID + antigeno 0,011+0,007

A continuacion, se analizaron las muestras en presencia de exclusion de células muertas con yoduro de propidio en
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un separador de células de alta velocidad Aria (BD Biosciences, San Jose, CA) y se separaron los plasmoblastos
especificos de antihemaglutinina de una manera de células sueltas en placas de cultivo de tejido de 96 pocillos que
contenian 50 pl de medio de cultivo de células RPMI complementado con suero fetal bovino bajo en IgG al 5 %.
(Gibco, Grand Island, NY). Se registraron cinco millones de células vivas para todos los perfiles de analisis. Los
perfiles se analizaron mediante el programa informético Flowjo version 9.4.11.

La figura 2 muestra el analisis de los esplenocitos obtenidos del dia 8 posteriormente al trasplante de ratones
SCID/beige individuales que muestran una respuesta estocastica, que compara sin premezcla (circulos) y con
premezcla de antigeno (cuadrados). Los datos se presentan como porcentaje de plasmoblastos anti-H1/CD38%". E|
rectangulo indica los ratones que presentaron plasmoblastos anti-H1".

Estos resultados mostraron que se detectaron amplios plasmoblastos de reactividad cruzada con hemaglutinina si se
incubaron antigenos de hemaglutinina del grupo 1 (por ejemplo, hemaglutinina H1) y grupo 2 (por ejemplo,
hemaglutinina H3, hemaglutinina H7) del virus de la gripe A con PBMC antes del trasplante intraesplénico. Estos
resultados indicaron ademéas que la estimulaciéon in vitro de las PBMC primovacunadas con antigeno de
hemaglutinina a partir de donantes vacunados contra la gripe promovio el enriquecimiento especifico de antigeno de
hemaglutinina de los plasmoblastos en los receptores de raton SCID/beige.

Ejemplo 3. Clonacién de IgG a partir de plasmoblastos individuales

Los plasmoblastos humanos de reactividad cruzada con hemaglutinina H1 y H3 (descritos anteriormente) se
separaron en células sueltas, dando como resultado aproximadamente 950 plasmoblastos. Los plasmoblastos
sueltos se separaron directamente en placas de micropocillos de 96 pocillos con fondo en U que contenian 50 ul de
RPMI que contenia suero fetal bovino bajo en IgG al 5 %. Las placas se centrifugaron durante 5 minutos a 600 x g
(Beckman Coulter, Brea, CA) y el medio se retird con cuidado por aspiracion. Las células se resuspendieron y se
lavaron dos veces en 90 pl de PBS siguiendo el mismo procedimiento.

Para generar un ADNc que codifica las cadenas ligeras y las cadenas pesadas variables, cada célula se resuspendié
en 6 ul de la mezcla de reaccion de retrotranscriptasa (RT) que contenia 2 unidades de RNaseOUT (Invitrogen,
Grand lIsland, NY), 4dNTP 0,5 mM (Perkin Elmer, Waltham , MA), MgCl, 1,5 mM, KCI 37,5 mM, DTT (ditiotreitol)
10 mM, Nonidet P40 al 0,25 % (US Biological, Marblehead, MA), 0,1 mg/ml de seroalbumina bovina (Sigma-Aldrich),
Tris 25 mM pH 8,3, 0,25 pmol de oligonucledtidos especificos de la regiéon constante de 1gGi.4, constante de la
cadena kappa y constante de la cadena lambda (se muestran a continuacion) y 40 U de Superscript Il (Invitrogen,
Grand Island, NY).

Constante de IgG1.s; GAAGTAGTCCTTGACCAGGCAG (seq ID NO: 52)
Constante de kappa: CTCAGCGTCAGGGTGYTGCTGAG (SEQ ID NO: 53)
Constante de lambda: GGGTKTGGTSGTCTCCAC (SEQ ID NO: 54)

La reaccion se incub6 durante intervalos de 3 x 30 minutos a 45 °C, 50 °C y 55 °C cada uno. Tras la incubacion, la
mezcla de reaccién se diluyd hasta 15 pl con tampon TE (Tris HCI 10 mm, EDTA 1 mM). Las reacciones en cadena
de la polimerasa (PCR) iniciales se realizaron para amplificar las cadenas pesadas, las cadenas kappa y las
cadenas lambda de IgG usando 2 pl del combinado RT diluido de anteriormente y la mezcla de polimerasa
Advantage-GC 2 (Clontech, Mountain View, CA), siguiendo los protocolos proporcionados por los fabricantes. Las
amplificaciones por PCR se realizaron usando oligonucleétidos degenerados basados en la estirpe germinal de la
cadena ligera y la cadena pesada variable y las secuencias de region constante que se muestran a continuacion.

IGVH1a CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGC (SEQ ID NO: 55)
IGVH1b CAGGTCCAGCTGGTGCAGTCTGGGGC (SEQ ID NO: 56)
IGVH2 CAGGTCACCTTGAAGGAGTCTGGTCC (SEQ ID NO: 57)
IGVH3 GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGG (SEQ ID NO: 58)
IGVH4 CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCC (SEQ ID NO: 59)
IGVHS GAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGG (SEQ ID NO: 60)
IGVH6 CAGGTACAGCTGCAGCAGTCAGGTCC (SEQ ID NO: 61)
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IGVH7 CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGG (SEQ ID NO: 62)
IGKV1 GHCATCCRGWTGACCCAGTCTC (SEQ ID NO: 63)
IGKV2 GATRTTGTCGATGACYCAGWCTC (SEQ ID NO: 64)
IGKV3 GAAATWGTRWTGACRCAGTCTC (SEQ ID NO: 65)
IGKV4 GACATCGTGATGACCCAGTCTCC (SEQ ID NO: 66)
IGKV5 GAAACGACACTCACGCAGTCTC (SEQ ID NO: 67)
IGKV6 GAWRTTGTGMTGACWCAGTCTC (SEQ ID NO: 68)
IGLV1 CAGTCTGTGY TGACKCAGCCRCCUCTC (SEQ ID NO: 69)
IGLV2 CAGTCTGCCCTGACTCAGCCT (SEQ ID NO: 70)
IGLV3 TCCTATGAGCTGACWCAGSHVCCCKC (SEQ ID NO: 71)
IGLV4 CAGCCTGTGCTGACTCARTCVCCCTC (SEQ ID NO: 72)
IGLVS CAGCCTGTGCTGACTCAGCCAACTTC (SEQ ID NO: 73)
IGLV6 AATTTTATGCTGACTCAGCCCCAC (SEQ ID NO: 74)
IGLV7 CAGGCTGTGGTGACTCAGGAGCCC (SEQ ID NO: 75)
IGLVS CAGACTGTGGTGACCCAGGAGCC (SEQ ID NO: 76)
IGLV9 CAGCCTGTGCTGACTCAGCCACC (SEQ ID NO: 77)
HC301.5constante GCAGCCCAGGGCSGCTGTGC (SEQ ID NO: 78)
Kappal02constante GCACACAACAGAGGCAGTTCCAG (SEQ ID NO: 79)
Lambda202constante ~ CT TGRAGCTCCTCAGAGGAG (SEQ ID NO: 80)

Las reacciones de amplificacion por PCR de la cadena pesada y la cadena ligera se dividieron cada una en dos
reacciones como sigue: familias de la cadena pesada VH.1,2,3 (cebadores IGVH1a, IGVH1b, IGVH2, IGVH3) y
VH.4,5,6,7 (cebadores IGVH4, IGVH5, IGVH6 e IGVH7); familias de la cadena kappa VK.1,2,3 (cebadores IGKV1,
IGKV2 e IGKV3) y VK.4,5,6 (cebadores IGVK4, IGVK5 e IGVKS); y las familias de la cadena lambda VL.1,2,3,4,5
(IGLV1, IGLV2, IGLV3, IGLV4 e IGLV5) y VL.6,7,8,9 (cebadores IGLV6, IGLV7, IGLV8 e IGLV9). Se usd un
protocolo de amplificacién por PCR con rampa decreciente de temperaturas para los ciclos de temperatura.

Tras la reaccion, los productos de amplificacién por PCR se trataron con exonucleasa 1 (Exo) y fosfatasa alcalina de
gamba (SAP) para eliminar el exceso de nucleétidos y cebadores de cada una de las reacciones de amplificacion
por PCR (U.S. Biologicals, Marblehead, MA). Los productos de amplificacion por PCR inicial se secuenciaron
directamente para determinar las secuencias variables tanto de las cadenas pesadas como de las cadenas ligeras
usando la secuenciacion de Sanger. Las segundas amplificaciones por PCR con cebadores internos se realizaron
usando oligonucledtidos variables de la cadena ligera y la cadena pesada concordantes con la estirpe germinal a fin
de insertar secuencias sefial y de clonacién de region constante de mamifero usando los siguientes cebadores de
oligonucledtidos.

sVH1a:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCACAGG (seq ID NO: 81)

sVH2:

CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCACAGATCACCT (seQ D NO: 82)
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sSVH3vv:
CCACCATGGGATOGGTCATGTATCATCCTTITTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCACAG (seqQ ID NO: 83)

sVH3gl:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCAGAGG (SEQ ID NO: 84)

SsVH4:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCACAGGTGCAGCTGCAGG (seq ID NO: 85)

SVH5:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCAGAGGTGCA (seq 1D NO: 86)

SVH6:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCACAGGTACAGC (seq D NO: 87)

SVHT:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCACAGGTGCA (sgq Ip NO: 88)

SVK1:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCAGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTG (SEQ ID NO: 89)

sVK2:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCAGATATTGTGATGACTCAGTCTCACTCTCCCTGC (seq 1D NO: 90)

sVKa3:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCAGAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTG (seq Ip NO: 91)

SVK4:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCAGACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTG (seq 1D NO: 92)

SVKS:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTITTITCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCAGAAACGACACTCACGCAGTCTCCAGC (seq D NO: 93)

sVKG6:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCAGAAATTGTGCTGACTCAGTCTCCAGACTTTCG (SEQ ID NO: 94)

sVL1:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCACAGTCTGTGYTGACKCAGCCRCCCTC (g ip NO: 95)

sVL2:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA

CATTCACAGTCTGCCCTGACTCAGCCT (seqip No: 96)

SVL3:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCATCCTATGAGCTGACWCAGSHVCCCKC (seq 1D NO: 97)
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sVL4:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCACAGCCTGTGCTGACTCARTCVCCCTC (SEQ ID NO: 98)

SVL5:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCACAGCCTGTGCTGACTCAGCCAACTTC (SeqQ ID NO: 99)

SVL6:
CCACCATOGOGATOUTCATOGTATCATCCTTTTICTAGTAGCAACTGCAACTOGGAGTA
CATTCAAATTTTATGCTGACTCAGCCCCAC (seq ID NO: 100)

SVL7:
CCACCATOGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA

CATTCACAGGCTGTGGTGACTCAGGAGCCC (seqQ ID NO: 101)

sVLS:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGT A
CATTCACAGACTGTGGTGACCCAGGAGCC (SEQ ID NO: 102)

wVL9:
CCACCATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAGTAGCAACTGCAACTGGAGTA
CATTCACAGCCTGTGCTGACTCAGCCACC (SEQ ID NO: 103)

Constante de pesada: GCCAGGGGGAAGACCGATG (SEQ ID NO: 104)

Constante de kappa:
CTGGGATAGAAGTTATTCAGCAGGCACACAACAGAAGCAGTTCCAGATTTCAACT
GCTC (seqQ ID NO: 105)

Constante de lambda: CTTGRAGCTCCTCAGAGGAG (SEQ ID NO: 80)

Las reacciones de amplificacién por PCR se configuraron usando ADN polimerasa PrimeStar HS con CG (Takara
Bio, Shiga, Japon) de acuerdo con la recomendacion del fabricante. Tras las reacciones de amplificacion por PCR,
los productos de amplificacion se trataron con Exo/SAP como se describe anteriormente. La cadena variable pesada
y la cadena variable ligera que codifican los productos de amplificacién por PCR se insertaron en un vector de
expresion de mamifero usando procedimientos sin endonucleasas de restriccion. Se hibridaron 20 pl de los
productos de amplificacién por PCR en moldes humanos de ADN monocatenario para 1gGi, la cadena kappa y
lambda usando el protocolo de mutagénesis de Kunkel. (Véase Kunkel (1985) PNAS 82: 488-492). Las
construcciones correctamente insertadas se confirmaron mediante secuenciacion de ADN. Los plasmidos que
contienen acidos nucleicos que codifican cadenas pesadas y cadenas ligeras se transfectaron simultaneamente en
células de riidbn embrionario humano 293T usando reactivo de transfeccion de Fugene (Roche Diagnostic,
Indianapolis, IN) para determinar la expresion transitoria, y se analizaron para determinar la expresion y la unién
como se describe a continuacion en el ejemplo 4.

Ejemplo 4. Ensayo de cribado con ELISA de hemaglutinina

Se examind la capacidad de cada anticuerpo monoclonal antihemaglutinina obtenido como se describe
anteriormente para unirse a diversos subtipos de hemaglutinina mediante ELISA como sigue. Se transfectaron
diversos plasmidos que expresan hemaglutinina en células 293T como se describe anteriormente. Estos incluyeron
hemaglutinina H1 de H1N1/Carolina del Sur/1918, hemaglutinina H3 de H3N2/Perth/2009, hemaglutinina H5 de
H5N1/Viet/2004 y hemaglutinina H7 de H7N7/Paises Bajos/2003 de los virus de la gripe A. Después de dos dias, las
células se lisaron en Tris 50 mM, pH 8, EDTA 5 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1 % mas combinado inhibidor de
proteasa (Roche). Los nucleos se eliminaron por centrifugacion y los lisados resultantes se almacenaron a -80 °C.

Para el cribado con ELISA, se recubrieron placas de 384 pocillos (Nunc MaxiSorp) con 5 pg/ml de lectina de
Galanthus nivalis (Sigma) en PBS. Las placas se lavaron y a continuacién se recubrieron con diluciones de los
lisados celulares que contenian diversas hemaglutininas expresadas. Las placas se lavaron e incubaron con
diversas diluciones de los anticuerpos antihemaglutinina y posteriormente con un anticuerpo secundario caprino
contra la Ig humana-HRP (Jackson). Las placas se lavaron y procesaron para la deteccién del sustrato TMB
(3,3',5,5'-tetrametilbencidina).

Se obtuvieron aproximadamente 950 plasmoblastos a partir de la separacion de células sueltas descrita
anteriormente en el ejemplo 2. De esto, 840 anticuerpos monoclonales se expresaron de forma transitoria en células
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293T y se cribaron mediante ELISA para determinar su unién a los subtipos H1, H3, H5 y H7 de hemaglutinina, lo
que dio como resultado 82 anticuerpos monoclonales que se unieron a la hemaglutinina del grupo 1 o grupo 2 del
virus de la gripe A, y 20 anticuerpos monoclonales que se unieron tanto a las hemaglutininas del grupo 1 como del
grupo 2 del virus de la gripe A.

Ejemplo 5. Neutralizacién del virus de la gripe A in vitro

Se examind la capacidad de los anticuerpos antihemaglutinina de la presente invencién para provocar la union
amplia del subtipo de hemaglutinina y la neutralizacién de un panel de aislados del virus del grupo 1 y grupo 2 de la
gripe A in vitro como sigue.

Las células MDCK se cultivaron en medio DMEM complementado con FBS al 10 % como una Unica monocapa
confluente al 25 % en placas de obtencion de imagenes negras con fondo transparente de 96 pocillos (Costar 3904).
Se diluy6é cada subtipo/cepa del virus de la gripe A en medio para el virus de la gripe (DMEM + BSA al 0,2 %,
2 pg/ml de tripsina tratada con TPCK) a una MOI de 1 y se incub6 durante 1 hora a 37 °C con concentraciones
variables (que van desde 0,02 nM hasta 1600 nM) de cada anticuerpo. A cada mezcla de anticuerpo/virus de la gripe
se le permitié que infectara células MDCK durante 16 horas a 37 °C en un incubador con CO; al 5 % antes de la
fijacion de las células con etanol frio al 100 %. A continuacion, las células fijadas se tifieron con Hoechst 33342
(Invitrogen, n.° de cat. H3570) para visualizar los nicleos celulares y determinar el nimero total de células. Las
células también se tifieron con un anticuerpo monoclonal ampliamente reactivo (n.° de cat. MAB8258 de Millipore)
especifico para la nucleoproteina del virus de la gripe A a fin de determinar el nimero de células infectadas.

Se obtuvieron imégenes de las células usando el dispositivo Image Express Micro (Molecular Devices) y las
imagenes de datos se analizaron usando el programa informéatico MetaXpress 3.1. Se determiné el porcentaje de
células infectadas y se representé en el eje Y frente al log 10 de la concentracion de anticuerpo en el eje X. Todos
los ensayos de neutralizacion se completaron por triplicado. Los datos se ajustaron usando una curva de respuesta a
la dosis con regresién no lineal y se presentan en la figura 3 como valores de Clso en nM con intervalos de confianza
del 95 % (IC del 95 %).

El subtipo de hemaglutinina (HA) de cada cepa del virus de la gripe A se proporciona en la tabla que se muestra en
la figura 3.

Las curvas de respuesta a la dosis de neutralizacién in vitro se generaron usando diversas concentraciones de los
anticuerpos monoclonales descritos en el presente documento frente a un amplio panel de cepas del virus del grupo
1y grupo 2 de la gripe A. Las figuras 4A y 4B muestran las curvas de neutralizacion de mAb 39.29 NWPP ("NWPP"
divulgado como SEQ ID NO: 177) frente a un panel de cepas del virus del grupo 1 y grupo 2 de la gripe A,
respectivamente. Como se muestra en las figuras 4A y 4B, el mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID
NO: 177) fue eficaz en la neutralizacion in vitro de todas las cepas del virus de la gripe A sometidas a prueba.
(Véase también la figura 3). Adicionalmente, las figuras 5A y 5B muestran las curvas de neutralizacién de mAb 81.39
SVSH-NYP ("SVSH" divulgado como SEQ ID NO: 171) frente a un panel de cepas del virus del grupo 1y grupo 2 de
la gripe A, respectivamente. Como se muestra en las figuras 5A y 5B, el mAb 81.39 SVSH-NYP ("SVSH" divulgado
como SEQ ID NO: 171) fue eficaz en la neutralizacién in vitro de todas las cepas del virus de la gripe A sometidas a
prueba. (Véase también la figura 3).

Cuatro anticuerpos antihemaglutinina de la presente invencion (especificamente mAb 39.18 B11, mAb 36.89,
mAb9.01F3 y mAb23.06C2) fueron eficaces in vitro en la neutralizacion de las cepas del virus de la gripe A del grupo
1 o bien del grupo 2, pero no de ambos. Especificamente, el mAb 39.18 B11 fue eficaz en la neutralizacion in vitro de
todo el panel del virus de la gripe A del grupo 1 examinado, pero no pudo neutralizar las cepas del virus de la gripe A
del grupo 2. (Véanse la figura 6 y la figura 3). A la inversa, el mAb 36.89, el mAb9.01F3 y el mAb23.06C2 pudieron
neutralizar todo el panel del virus de la gripe A del grupo 2 examinado, pero no pudieron neutralizar ningun aislado
del virus de la gripe A del grupo 1 sometido a prueba. (Véanse las figuras 7, 8 y 9, que muestran curvas de
neutralizacion in vitro para el mAb 36.89, el mAb9.01F3 y el mAb23.06C2, respectivamente; véase también la figura
3).

Tomados conjuntamente, estos resultados mostraron que los anticuerpos monoclonales de la presente invencién
pudieron neutralizar de manera dependiente de la dosis diversos aislados/cepas del virus de la gripe A in vitro.
Adicionalmente, estos resultados mostraron que la metodologia de enriquecimiento de plasmoblastos descrita en el
presente documento dio como resultado la identificacién de anticuerpos monoclonales que pueden neutralizar las
cepas del virus de la gripe A tanto del grupo 1 como del grupo 2 a partir de solo 950 plasmoblastos aislados.

También se realizaron estudios de neutralizacion in vitro usando un virus seudotipado genomanipulado para
expresar la hemaglutinina H5 para someter a prueba la eficacia de un anticuerpo de la presente invencion en la
neutralizacion del virus de la gripe A H5N1. En particular, se sometié a prueba un virus seudotipado del VIH que
porta la proteina de superficie hemaglutinina H5 para determinar su neutralizacion con mAb 39.29 NCvl en las
células 293T como sigue. El virus seudotipado H5 se produjo por transfeccion simultanea de las células 293T con
tres plasmidos: A8.9, FCMV-GFP y un pldsmido que expresa la hemaglutinina H5 del aislado del virus de la gripe A
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H5N1/Vietnam/1203/2004. El virus se purificéd por ultracentrifugacién a través de sacarosa al 20 %. Para la infeccion,
se incubd el virus seudotipado con diversas cantidades de mAb 39.29 NCv1l antes de afiadirse a las células 293T
diana cultivadas en placas de 96 pocillos. Después de dos dias, se determind el nimero de células infectadas
contando las células positivas para GFP. La infeccion se normalizé con respecto al niUmero de células infectadas a la
concentracién de anticuerpo mas baja usada. Los resultados se presentan en la figura 10. Como se muestra en la
figura 10, el mAb 39.29 NCv1 presenté una neutralizacion in vitro dependiente de la dosis frente al virus seudotipado
que expresaba la proteina de superficie hemaglutinina H5. Estos datos sugirieron que los anticuerpos de la presente
invencioén serian eficaces en el tratamiento y prevencion de las cepas del virus de la gripe A H5N1.

También se sometié a prueba un virus de la gripe equina para determinar la capacidad de los anticuerpos de la
presente invencién para presentar actividad de neutralizacién in vitro como sigue. El virus de la gripe A H7N7
Alequino/1/Praga/56 se transmiti6 a las células MDCK hasta que se logré un alto grado de infecciosidad. El virus de
la gripe A H7N7 Alequino/1/Praga/ 56 resultante se us6 en ensayos de neutralizacion (usando los procedimientos
descritos anteriormente para el mAb 39.29 NCvl) en células MDCK. Los resultados de estos experimentos se
presentan en la figura 11. Como se muestra en la figura 11, el mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID
NO: 177) presentd una neutralizacion in vitro dependiente de la dosis frente al virus de la gripe H7N7
Alequino/1/Praga/56 que expresaba la proteina de superficie hemaglutinina H7.

Tomados conjuntamente, estos resultados mostraron que los anticuerpos antihemaglutinina de la presente invencion
presentaron una actividad de neutralizacién dependiente de la dosis frente a una variedad de cepas del virus de la
gripe A. Especificamente, dos anticuerpos antihemaglutinina (mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID
NO: 177) y mAb 81.39 SVSH-NYP ("SVSH" divulgado como SEQ ID NO: 171)) fueron eficaces en la neutralizacion
de todas las cepas del virus de la gripe A examinadas, incluyendo la neutralizacidn tanto de las cepas del virus de la
gripe A del grupo 1 (A/CA/7/2009, A/Brisbane/59/2007, A/Solomon/3/2006, A/Nueva Caledonia/20/1999,
A/PR/8/1934 y A/Jap6n/305/1957) como de las cepas del virus de la gripe A del grupo 2 (A/Victoria/361/2011,
A/Perth/16/2009, A/Brisbane/10/2007, A/Wisconsin/67/2005, A/Victoria/3/1975, A/Port Chalmers/1/1973,
A/HK/8/1968 y A/Aichi/2/1968).

Adicionalmente, estos resultados mostraron que los anticuerpos antihemaglutinina de la presente invencién (por
ejemplo, mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177) (figuras 4A y 4B) y mAb 81.39 SVSH-NYP
("SVSH" divulgado como SEQ ID NO: 171) (figuras 5A y 5B) fueron eficaces en la neutralizaciéon de una variedad de
diferentes cepas del virus de la gripe A H1N1 estacional, cepas del virus de la gripe A H3N2, una cepa del virus de la
gripe A H2N2 y la cepa del virus de la gripe A asociada con la pandemia de Japon de 1957 (A/Japon/305/1957).
Estos resultados indicaron que los anticuerpos de la presente invencion son eficaces en el tratamiento y prevencion
de la infeccién por el virus de la gripe A estacional y las cepas del virus de la gripe A asociadas con pandemias de

gripe.
Ejemplo 6. Eficacia in vivo del mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177) en ratones

La eficacia in vivo del mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177) con respecto a la infeccidn por
el virus de la gripe A en ratones se realizé como sigue. Se infectaron ratones DBA/2J (Jackson Lab, Bar Harbor, ME)
por via intranasal con 50 pl de diversas cepas del virus de la gripe A diluidas en medio para el virus de la gripe
(DMEM, BSA al 0,2 %, 2 ug/ml de tripsina tratada con TPCK) a la dosis DL1go minima. En esta serie de experimentos
se usaron cuatro cepas diferentes del virus de la gripe A que presentan un intervalo de valores de Clsg in vitro, que
incluyen: HIN1 A/PR/8/1934 (Genentech; Clsp 2,0 nM), usada a 40 UFP por ratén; H3N2 A/Hong Kong/1/1968
(ViraPur, San Diego, CA; Clsg 45,1 nM), usada a 3 UFP por raton; H3N2 A/Port Chalmers/1/1973 (ViraPur, San
Diego, CA; Clsp 2,2 nM), usada a 1,5x10* UFP por ratén; y H3N2 A/Aichi/2/1968 (ViraPur, San Diego, CA; Clso
35 nM), usada a 2x10? UFP por ratdén. Se permitié que la infecciéon por el virus de la gripe progresara durante 72
horas antes de la administracion intravenosa de mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177).

Después de 72 horas posteriores a la infeccién por el virus de la gripe A, se administraron por via intravenosa a los
ratones diversas cantidades de mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177) en una dosis de
900 pg/raton  (aproximadamente 45 mg/kg), 300 pg/ratdbn (aproximadamente 15 mg/kg) y 100 pg/raton
(aproximadamente 5 mg/kg) en 200 ul de PBS. A los animales tratados con control se les administr6 mAb gD5237
(un anticuerpo monoclonal especifico para la glucoproteina D del virus del herpes simple (VHS)) a la dosis
equivalente mas alta sometida a prueba de mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177) (es decir,
aproximadamente 45 mg/kg). Los ratones se controlaron diariamente para determinar el acondicionamiento corporal
y la supervivencia, y también se pesaron diariamente, hasta 21 dias después de la infeccion. Todas las dosis de
mADb39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177) frente al control en las cuatro infecciones de la cepa
del virus de la gripe A dieron una prueba del orden logaritmico de P<0,01.

Las figuras 12A, 12B, 12C y 12D muestran el porcentaje de supervivencia (en el tiempo, en dias) de ratones a los
que se administraron diversas cantidades de mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177) 72
horas después de la infeccion con el virus de la gripe A A/PR/8/1934, A/Port Chalmers/1/1973, A/Hong Kong/1/1968
y A/Aichi/2/1968, respectivamente. Como se muestra en las figuras 12A, 12B, 12C y 12D, se observé una mortalidad
del 100 % el dia 14 en los ratones infectados a los que se administré el anticuerpo de control. Sin embargo, los
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ratones infectados a los que se administrd el anticuerpo monoclonal de la presente invencion mostraron una
supervivencia incrementada. En particular, se observé una supervivencia del 100 % en ratones infectados con el
virus de la gripe A/Port Chalmers/1/1973 o el virus de la gripe A/Aichi/2/1968 en todas las dosis de mAb 39.29
NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177) sometidas a prueba. (Véanse las figuras 12B y 12D).

Estos resultados mostraron que los anticuerpos monoclonales de la presente invencidon son eficaces en el
tratamiento de diversas infecciones por el virus de la gripe A. Adicionalmente, estos datos mostraron que los
anticuerpos monoclonales de la presente invencion fueron eficaces en el tratamiento de la infeccién por el virus de la
gripe A cuando se administraron por hasta al menos 72 horas posteriores a la infeccion por el virus de la gripe A.

Ejemplo 7. Eficacia in vivo del mAb 39.29 NCv1 en ratones

Para someter a prueba la eficacia in vivo del mAb 39.29 NCv1 en ratones, se administré i.v. el anticuerpo a ratones
infectados con cuatro diferentes aislados del virus de la gripe A que presentaron un intervalo de valores de Clsg in
vitro. Se infectaron por via intranasal ratones DBA/2J (Jackson Lab, Bar Harbor, ME) con 50 pl de diferentes cepas
del virus de la gripe A diluidas en medio para el virus de la gripe (DMEM, BSA al 0,2 %, 2 ug/ml de tripsina tratada
con TPCK) a la dosis DL100 minima.

En un grupo de experimentos, se uso el aislado del virus de la gripe A HIN1 A/PR/8/1934 a 40 UFP por raton. A las
72 horas posteriores a la infeccién, se administr6 por via intravenosa mAb 39.29 NCvl antihemaglutinina a
aproximadamente 15 mg/kg, aproximadamente 5 mg/kg, aproximadamente 1,7 mg/kg o aproximadamente
0,56 mg/kg en 200 ul de PBS por via intravenosa. Los animales tratados con control recibieron mAb gD5237, que es
especifico para la glucoproteina D de VHS a la dosis equivalente méas alta sometida a prueba de mAb 39.29 NCv1.
Los ratones se controlaron para determinar el acondicionamiento corporal y la supervivencia, y se pesaron hasta 21
dias después de la infeccion.

Para los ratones infectados por HIN1 A/PR/8/1934, una dosis i.v. Unica de mAb 39.29 NCv1 a 15 mg/kg por raton
fue eficaz en comparacion con la observada con el anticuerpo de IgG de control. (Véase la figura 13).
Especificamente, se observé una mortalidad de un 100 % en el grupo de tratamiento de control el dia 12, mientras
que una dosis Unica de 15 mg/kg de mAb 39.29 NCv1 salvé a un 87,5 % de los ratones infectados. Una triple dosis
més baja de 100 pg por raton (aproximadamente 5 mg/kg) de mAb 39.29 NCv1 presentd cierta eficacia, pudiendo
proteger a un 25 % de los animales de la exposicion letal, mientras que dosis de aproximadamente 1,7 mg/kg o
aproximadamente 0,56 mg/kg mostraron una eficacia minima mas alla de la observada en el grupo de tratamiento de
control. (Véase la figura 13).

En otro grupo de experimentos, se examino adicionalmente la eficacia in vivo del mAb 39.29 NCv1 frente a la cepa
del virus de la gripe A H3N2 de Hong Kong adaptada al ratén (H3N2 de A/Hong Kong/1/1968), que tiene una CI50 in
vitro diez veces mas alta que A/PR8/1934. Como se observl en los experimentos previos descritos anteriormente,
los ratones tratados con el anticuerpo de control tras la infeccion por el virus de la gripe A mostraron una mortalidad
de un 100 % en el dia 12. (Véase la figura 14). Sin embargo, una dosis Unica de mAb 39.29 NCvl a
aproximadamente 45 mg/kg o aproximadamente 15 mg/kg pudo proteger a un 87,5 % y a un 75 % de los ratones,
respectivamente. La dosis minima eficaz de 15 mg/kg in vivo del mAb 39.29 NCv1 en modelos de infeccion por el
virus de la gripe A tanto con A/PR8/1934 como con A/Hong Kong/1/1968 es muy similar a pesar del contraste
observado en los valores de Clsg in vitro de mAb 39.29 NCv1 entre estas dos cepas. (Véanse las figuras 3y 14).

Para explorar adicionalmente la eficacia in vivo del mAb 39.29 NCv1, se sometié a prueba una valoracion de la dosis
de mAb 39.29 NCvl frente a dos cepas adicionales del virus de la gripe A, Port Chalmers (H3N2 de A/Port
Chalmers/1/1973) y Aichi (H3N2 de A/Aichi/2/1968). EI mAb 39.29 NCv1l tiene una Clso in vitro frente a Port
Chalmers de 2,9 nM, que es muy similar a la de A/PR8/1934, mientras que Aichi tiene una Clsg in vitro de 35,0 nM,
un valor méas cercano al de A/Hong Kong/1/1968. Como se muestra en la figura 15 y la figura 16, se observo una
mortalidad de un 100 % en los animales tratados con control el dia 12 y el dia 10 para los modelos Port Chalmers y
Aichi, respectivamente. El anticuerpo monoclonal 39.29 NCvl demostré ser muy eficaz frente a ambas cepas del
virus de la gripe A en todas las dosis sometidas a prueba (por ejemplo, 45 mg/kg, 15 mg/kg, 5 mg/kg y 1,7 mg/kg).

Estos datos indicaron, en parte, que existia una pequefia correlacion entre la Clsg in vitro del mAb 39.29 NCvl y la
dosis minima eficaz in vivo. No obstante, una dosis Unica de 15 mg/kg administrada i.v. 72 horas posteriores a la
infeccion fue eficaz en los cuatro modelos de ratén con el virus de la gripe A a pesar del intervalo de los valores de
Clso in vitro para estas cepas del virus de la gripe A.

Ejemplo 8. Eficacia in vivo del mAb 39.29 y oseltamivir en la infeccién por el virus de la gripe A grave en
ratones

Para comparar la eficacia de los anticuerpos antihemaglutinina de la presente invencion con la del fosfato de
oseltamivir (Tamiflu®) en ratones, se realizaron los siguientes estudios. Se infectaron por via intranasal ratones
Balb/c (Charles River Laboratories, Hollister, CA) a las 6 semanas de edad con 50 pl de HIN1 de A/PR/8/1934 a
100x la dosis letal (5X104 UFP/raton). A las 48 horas posteriores a la infeccién, se administré un anticuerpo 39.29
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antihemaglutinina (una mezcla 50:50 de mAb 39.29 D8C2 y mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID
NO: 177)) como una dosis Unica de aproximadamente 15 mg/kg o IgG de control en 200 ul de PBS por via
intravenosa. En estos experimentos, se compardé una pauta posolégica de oseltamivir que consistia en 2 mg
dosificados dos veces al dia (BID) durante cinco dias con una dosis i.v. Gnica de 300 pg (~15 mg/kg) de mAb 39.29
NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177). Una prueba del orden logaritmico de mAb 39.29 NWPP
("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177) u oseltamivir frente al control dio p<0,01 y una prueba de méxima
verosimilitud de mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177) frente a oseltamivir dio p<0,05.
(Oseltamivir (es decir, Tamiflu®) se obtuvo de Toronto Research Chemicals, n.° de cat. 0701000).

Como se muestra en la figura 17, se observé una mortalidad de un 100 % el dia 9 en animales tratados con IgG de
control (mAb gD5237). El tratamiento BID de oseltamivir durante 5 dias solo protegié a un 37,5 % de los ratones de
la letalidad. Sin embargo, una dosis Unica de 15 mg/kg de una mezcla de mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado
como SEQ ID NO: 177) protegi6 a un 87,5 % de los animales infectados de la exposicion letal al virus de la gripe A.
(Veéase la figura 17). La dosis de 15 mg/kg totalmente eficaz de la mezcla de mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado
como SEQ ID NO: 177) dio mejor resultado que el oseltamivir en ratones gravemente infectados con el virus de la
gripe A.

Estos resultados mostraron que una dosis Unica de un anticuerpo monoclonal de la presente invencion fue mas
eficaz en el tratamiento de la infeccion por el virus de la gripe A que un tratamiento de 5 dias con oseltamivir.

Ejemplo 9. Eficacia in vivo del mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177) en ratones con y
sin coadministracion de oseltamivir

La administracion de oseltamivir es eficaz en la reduccion de la infeccion por el virus de la gripe A humana si se
administra en un plazo de 48 horas después de la aparicion de los sintomas. Desafortunadamente, el oseltamivir
muestra una eficacia minima en pacientes que han estado sintométicos durante mas de 48 horas. Por lo tanto, se
realizaron los siguientes experimentos para probar si la coadministracion de un anticuerpo monoclonal de la
presente invencion y oseltamivir mostrd una eficacia mejorada con respecto a cualquiera de los tratamientos por si
solos. Estos experimentos se realizaron usando el modelo de infeccion por gripe grave en ratdn descrito
anteriormente en el ejemplo 8. En resumen, se infectaron ratones Balb/C hembra (Charles River Laboratories) con
100x la dosis letal (5x10” ufp) de A/PR/8/1934 72 horas antes de la administracion i.v. de una dosis Gnica de 100 pg
de mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177) (aproximadamente 6 mg/kg, una dosis subeficaz
determinada previamente), 1IgG de control, 2 mg BID de oseltamivir o una combinacién de una dosis Unica de mAb
39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID NO: 177) y tratamiento con oseltamivir durante 5 dias. Una prueba
del orden logaritmico del tratamiento de combinacién frente a mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como SEQ ID
NO: 177) u oseltamivir da p<0,01.

Como se esperaba, los animales tratados con IgG de control presentaron un 100 % de mortalidad 9 dias posteriores
a la infeccion. (Véase la figura 18). La mortalidad observada para los animales tratados con control fue muy similar a
los grupos que recibieron solo oseltamivir o una dosis subeficaz de mAb 39.29 NWPP ("NWPP" divulgado como
SEQ ID NO: 177). Sin embargo, la coadministracion de una dosis subeficaz de mAb 39.29 NWPP ("NWPP"
divulgado como SEQ ID NO: 177) més oseltamivir mejor6 significativamente la supervivencia en comparacion con la
observada en cualquiera de los tratamientos por si solos, lo que dio como resultado una supervivencia de un 87,5 %.
(Véase la figura 18).

Estos resultados mostraron que se produjo un efecto sinérgico en el tratamiento de la infeccion por el virus de la
gripe A durante la politerapia usando un anticuerpo monoclonal de la presente invencion usado en combinacion con
oseltamivir, un inhibidor de la neuraminidasa.

Ejemplo 10. Los anticuerpos antihemaglutinina de la presente invencion dan mejores resultados que el
oseltamivir en un modelo de infeccién por el virus de la gripe A H5N1 en hurdn

Los modelos de infeccién del virus de la gripe A en hurén a menudo se usan para examinar la eficacia profilactica y
terapéutica de los medicamentos contra la gripe. Los hurones se consideran un modelo animal clinicamente
pertinente para la infeccion por el virus de la gripe A humana. (Véase Matsuoka et al., (2009) Current Protocols in
Microbiology, capitulo 15, unidad 15G 12).

Para examinar la eficacia in vivo del mAb 39.29 D8C2 y mAb 81.39 B1C1 frente a un aislado humano del virus de la
gripe A H5N1 en hurones, se realizaron los siguientes estudios. El estudio con H5N1 en hurén se completd bajo
contrato en el Lovelace Respiratory Research Institute (Albuquerque, NM). Se expusieron hurones macho (Mustela
putorius furo) a una dosis intranasal de 1x10° ufp de la cepa del virus de la gripe A H5N1 de A/Vietnam/1203/04
altamente virulenta (dosis DL90). Los animales se infectaron 48 o 72 horas antes de recibir el anticuerpo por i.v. o el
oseltamivir (Tamiflu®) por sonda gastrica oral. Los animales tratados con el control recibieron una dosis i.v. de
25 mg/kg de mAB gD5237, un anticuerpo monoclonal especifico para la glucoproteina D de VHS. Los animales
tratados contra la gripe recibieron una dosis i.v. Unica de 25 mg/kg de mAb 39.29 D8C2 o bien mAb 81.39 B1C1 a
las 48 o 72 horas posteriores a la infeccién por el virus de la gripe. Cada grupo de tratamiento con anticuerpos
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incluia 10 hurones. Los animales tratados con oseltamivir recibieron una dosis oral de 25 mg/kg dos veces al dia
durante 5 dias. Se controlaron los animales diariamente para determinar la pérdida de peso, fiebre y
acondicionamiento corporal.

Consecuente con una infeccion por H5N1, la mayoria de los hurones infectados mostraron signos tempranos de
enfermedad de las vias respiratorias altas a las 48 horas posteriores a la infeccion. Como se esperaba con una dosis
letal de H5N1, el grupo de tratamiento con anticuerpo de control negativo presenté una mortalidad de un 90 % a los
14 dias posteriores a la inoculacién. (Véase las figuras 19A y 19B).

Por el contrario, los hurones que recibieron una dosis Unica de mAb 39.29 D8C2 a las 48 o bien 72 horas posteriores
a la infeccion por el virus de la gripe mostraron una supervivencia de un 80 % y un 90 % (un 20 % y un 10 % de
mortalidad), respectivamente. (Véase la figura 19A). Asimismo, los hurones que recibieron una dosis Unica de mAb
81.39 B1C1 a las 48 o bien 72 horas posteriores a la infeccién mostraron una supervivencia de un 100 % y un 80 %
(un 0 % y un 20 % de mortalidad), respectivamente. (Véase la figura 19B). Independientemente del tiempo de inicio
del tratamiento, los grupos tratados con oseltamivir mostraron una mortalidad de un 50 %.

Estos resultados mostraron que los anticuerpos antihemaglutinina ampliamente neutralizantes de la presente
invencion eran altamente protectores en el tratamiento de la infeccion por el virus de la gripe A grave H5N1 en
hurones y dieron mejores resultados que el oseltamivir cuando se administraron ya fuera a las 48 como a las 72
horas posteriores a la infeccion por el virus de la gripe A.

Ejemplo 11. Cristalizacién y recogida de datos

A fin de examinar la base estructural de la reactividad cruzada con hemaglutinina de los anticuerpos de la presente
invencion, se cristalizé simultdneamente el fragmento Fab del mAb 39.29 NCv1 con hemaglutinina H3 recombinante
de la cepa del virus de la gripe A humana A/Perth/16/2009 como sigue.

Expresién y purificaciéon de proteinas

Para comprender mejor la base estructural de la neutralizacién de la hemaglutinina, se determiné la estructura
cristalina del fragmento Fab del mAb 39.29 NCvl en el complejo con hemaglutinina como sigue. Se cloné el acido
nucleico que codifica el dominio extracelular de la hemaglutinina Perth H3 (H3HA, A/Perth/16/2009, residuos
aminoacidicos 25-520 (SEQ ID NO: 226 para la secuencia de aminoacidos de hemaglutinina H3 (H3HA) de longitud
completa) en un vector pACGP67 (BD Biosciences) sin cambio de pauta de lectura con un sitio de escision de
trombina (LVPRGS, SEQ ID NO: 106), secuencia de "foldon" de trimerizacion
(PGSGYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTFLG, SEQ ID NO: 107) y una marca 6xHis C terminal (SEQ ID NO: 108).
El baculovirus recombinante se gener6 mediante transfeccion simultdnea de células Sf9 con el vector H3HA-
pACGP67 y el ADN de baculovirus linealizado (Pharmingen).

Para generar la proteina H3HA recombinante, se infectaron las células PRO Trichoplusia ni con el baculovirus
recombinante usando una MOI de 1 y se cultivaron durante 72 horas a 27 °C. Los sobrenadantes celulares se
trataron con Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, CaCl, 5 mM y NiCl, 1 mM seguido de centrifugacion y filtracion. A continuacion,
se concentro el medio y se intercambié el tamp6n por Tris 10 mM, pH 8,0 y NaCl (TBS) 150 mM que contenia
imidazol 20 mM mediante filtracién de flujo tangencial, y la proteina se capturé con Ni-agarosa y se eluyé en TBS
gue contenia imidazol 200 mM. La marca foldon se escindié durante la noche con trombina, y se concentr6 H3HA y
se purificd adicionalmente en una columna de exclusion por tamafio Superdex 200 16/60 equilibrada en TBS.

Para generar el complejo hemaglutinina-Fab, se expreso el Fab de mAb 39.29 NCv1 (bajo el control del promotor
PhoA) en E. coli durante la noche a 30 °C. Las células se sedimentaron mediante centrifugacion a 6.000 rpm durante
15 minutos y se lisaron mediante microfluidificacion en PBS complementado con EDTA 25 mM y PMSF 1 mM. Los
residuos celulares se eliminaron mediante centrifugacion a 10.000 rpm durante 1 hora a 4 °C. El sobrenadante
resultante se paso a través de una columna de proteina G y el Fab se eluy6 con &cido acético al 0,58 %. La
purificacién adicional de Fab de mAb 39.29 NCvl se logré mediante cromatografia con SP Sepharose usando un
gradiente de NaCl de 0 a 1 M en MES 20 mM, pH 5,5. Para generar el complejo HA/39.29, se incubé H3HA durante
la noche con un exceso de Fab de mAb 39.29 NCvl, seguido de concentraciéon y cromatografia de exclusién por
tamafo con S200 en TBS para aislar el complejo. El complejo se concentrd hasta 10 mg/ml para los ensayos de
cristalizacion.

Cristalizacién

La generacion de cristales para el complejo H3HA/Fab de 39.29 NCvl se encontrd en un tampon de fosfato/citrato
0,1M, pH 4,2, usando PEG 300 al 40 % como precipitante (condicién C6, pantalla de matriz dispersa JCSG+,
Qiagen). Los cristales de calidad de difraccion finalmente se cultivaron a 19 °C en gotas sentadas que contenian
0,1 pl de proteina 'y 0,1 pl de fosfato/citrato 0,1 M, pH 4,2, PEG 300 al 40 % y 1-butanol al 0,7 %. Se crioprotegieron
los cristales en liquido original seguido de congelacién instantanea y almacenamiento en nitrégeno liquido. Se
recogieron los datos en condiciones de enfriamiento criogénico en la linea de haz de la Canadian Light Source
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CMCF-08ID y se procesaron usando MOSFLM y SCALA. El cristal pertenecia al grupo espacial 1213, con
dimensiones de celda unitaria de a=b=c=204,4 y a=p=y=90°.

Determinacion de la estructura

Se obtuvieron las fases iniciales mediante reemplazo molecular con PHASER usando la estructura de una H3HA
(PDB 3SDY) como modelo de busqueda. Posteriormente, las porciones Fc y Fv del Fab se colocaron por separado
usando PHASER y se sometieron a rondas iniciales de refinado de cuerpo rigido con Phenix. EI modelo pasé por
varias rondas de ajuste iterativo con COOT e hibridacion simulada, coordenadas y refinado de factor b con Phenix.
Se afiadieron las moléculas de glicido encontradas en los sitios de glucosilacién unidos a Asn usando el paquete
Carboload de Phenix, y las rondas finales de refinado se llevaron a cabo usando REFMACS5. El modelo final se refind
a 3,1 A con valores R/Rfree de 19,9 y 25,9 %, respectivamente. Los datos estadisticos de Ramachandran calculados
mediante Molprobity indican que un 89,7 % de los residuos se encuentran en regiones favorecidas con un 1,1 % de
valores atipicos.

Se analizaron los contactos usando el programa informatico Protein Interfaces, Surfaces, and Assemblies (PISA) y
se prepararon las figuras estructurales con PYMOL.

Ejemplo 12. Caracterizacion estructural del epitopo 39.29 en la hemaglutinina H3

Como se describe anteriormente en el ejemplo 11, el fragmento Fab del mAb 39.29 NCvl se cristalizd
simultdneamente con hemaglutinina H3 recombinante de la cepa del virus de la gripe A humana A/Perth/16/2009. La
estructura cristalina del complejo anticuerpo/hemaglutinina se determiné a una resolucién de 3,1 A. La estructura
global de la hemaglutinina H3 A/Perth/16/2009 era similar a las estructuras de hemaglutinina determinadas
previamente, con la excepcion de reordenamientos leves y la alteraciéon del conector de la hélice 1/hélice 2 de HA2.
Se ha visto previamente una alteracion en estas localizaciones en condiciones de cristalizacion de pH bajo, que es
consecuente con la cristalizacion de este complejo a pH 4,2 (Ekiert et al., (2011) Science 333:843-850). La
estructura cristalina del complejo anticuerpo/HA mostré una Unica molécula Fab del mAb 39.29 enlazada a cada
mondémero del trimero de HA H3 no escindido. Tanto los fragmentos de cadena ligera como los de cadena pesada
de Fab del mAb 39.29 NCv1 se resolvieron bien, permitiendo un examen detallado de la interaccion de Fv con HA.

Se determiné que el epitopo para mAb 39.29 NCvl estd en la region del tallo de la hemaglutinina H3,
aproximadamente en la parte superior de la hélice A de HA2. Esta region del tallo de la hemaglutinina se identificd
por primera vez como un epitopo ampliamente neutralizante para los virus de la gripe A que expresan los subtipos
de hemaglutinina del grupo 1 (Ekiert et al., (2009) Science 324:246-251; Sui et al., (2009) Nature Structural &
Molecular Biology 16:265-273)), y mas recientemente como un epitopo neutralizante para las cepas del virus de la
gripe A que portan los subtipos de hemaglutinina del grupo 1y grupo 2 (Corti et al., (2011) Science 333:850-856). El
anticuerpo mAb 39.29 NCvl usa extensos contactos de la cadena pesada y ligera para ocultar aproximadamente
1175 A% del area de superficie del tallo de la hemaglutinina. La cadena pesada del mAb 39.29 NCv1 contribuye a la
unién en gran parte a través de un bucle CDRH3 hidréfobo extendido que se inserta en una ranura no polar poco
profunda adyacente a la hélice A de HA2 y debajo de un sitio de glucosilacion de hemaglutinina del grupo 2
conservado en Asn54. Este bucle CDRH3 extiende la cadena lateral Phe99 para interactuar con Thr334, 11e390 e
11e393 de la hemaglutinina H3, mientras establece contactos polares de cadena principal con la GIcNAc unida a
Asn54 de la hemaglutinina H3. El bucle CDRH3 del mAb 39.29 NCv1 también realiza un giro  en Gly100, que
probablemente esté estabilizado por los contactos de cadena principal entre bucles entre Val98 e lle100A. lle100A
esta orientada hacia abajo para interactuar con Trp366 de una hemaglutinina H3 conservada, mientras que Val98 y
Pro100C también establecen contactos de van der Waals con el tallo de la hemaglutinina H3. Residiendo en la
interfase de la cadena pesada/ligera, Pro100D y TrplO0E terminan el bucle largo CDRH3 y actlan para anclar el
bucle en su lugar.

La cadena ligera del mAb 39.29 NCvl también contribuye significativamente a la interaccion con el tallo de la
hemaglutinina H3, estableciendo contactos con el tallo de la hemaglutinina H3 con los tres bucles CDR de la cadena
ligera, asi como los residuos estructurales. De los aproximadamente 1100 A? del area de superficie oculta de
hemaglutinina, la cadena ligera contribuye ~60 % (640 A? frente a 480 A? para la cadena ligera y la cadena pesada,
respectivamente). La Asn32 de CDRL1 forma un enlace de hidrégeno con los residuos Asp391 y Asn394 de la hélice
A de HA2 de H3, mientras que la His31 de CDRL1 se apila contra la cadena lateral de Asn376 de la hemaglutinina
H3. Ser52 en el bucle CDRL2 también establece un contacto polar con Asn398. Dentro del bucle CDRLS3, el
esqueleto de Asn93 se pone en contacto con Asp391, mientras que Trp94 establece una interaccién cation-1 con
Lys384 en la hélice A de HA2. De forma interesante, el mAb 39.29 también establece una serie de contactos
estructurales con la hemaglutinina, principalmente a través de interacciones de esqueleto de la repeticion SGSGSG
(SEQ ID NO: 109) en la hebra beta 6 de IgKV3 con los residuos aminoacidicos 403 a 405 en el polipéptido de la
hemaglutinina H3. Ser67 de mAb 39.29 NCvl también establece interacciones polares con Asp48 y Thr404 de
hemaglutinina H3.

Los tres bucles CDR de la cadena ligera del mAb 39.89 NCv1 contribuyen a la unién del epitopo del tallo de HA H3,
lo que representa aproximadamente un 60 % del area de superficie total oculta. Esta gran dependencia de los
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contactos de la cadena ligera es Unica entre los anticuerpos de union y neutralizaciéon del grupo 1 y el grupo 2 de
hemaglutinina conocidos, contribuyendo la cadena ligera del anticuerpo F16v3 en solo un 20 % al area de superficie
oculta 'y a que la cadena ligera del anticuerpo CR9114 no establezca contacto con el epitopo.

Aunqgue estructuralmente conservados, los subtipos de hemaglutinina del grupo 1 y el grupo 2 divergen
significativamente en el nivel de secuencia de aminoacidos primarios. Para comparar los residuos de contacto de
H3HA del mAb 39.29 NCvl con otros subtipos de hemaglutinina, se alineé la secuencia de aminoéacidos de la
hemaglutinina H3 del virus de la gripe A/Perth/16/2009 con secuencias de aminoacidos de hemaglutinina
representativas de otras cepas del virus de la gripe: H1IHA de A/California/07/2009; H2HA de A/Jap6n/305/1957;
H5HA de A/Vietnam/1203/2004; y H7HA de A/pollo/NSW/1/1997. La numeracion de aminoacidos de la
hemaglutinina H3 de A/Perth/16/2009 en la estructura cristalina coincide con la secuencia H3 de hemaglutinina
usada en la alineacion. La alineacién de la secuencia de hemaglutinina se generé usando clustalW y las secuencias
de aminodcidos correspondientes a la hemaglutinina H1 de A/California/07/2009, hemaglutinina H2 de
AlJap6n/305/1957, hemaglutinina H3 de A/Perth/19/2009, hemaglutinina H5 de A/Vietham/1203/2004 vy
hemaglutinina H7 de A/pollo/NSW/1/1997. La estructura cristalina se us6 para determinar los residuos de contacto
entre el fragmento Fab de 39.29 NCv1 y el tallo de hemaglutinina H3.

La alineacion se presenta en la figura 20. Los residuos de contacto con hemaglutinina (sombreados en gris) se
definen como los residuos dentro de 4,5 A del mAb 39.29 NCv1l. Cada residuo aminoacidico que tenia mas de un
50 % de su &rea de superficie disponible oculta por el Fab del mAb 39.29 NCv1 est4 marcado con un asterisco.

Se observa un alto grado de conservacién de la secuencia entre los residuos de contacto que contribuyen
significativamente a la unién del mAb 39.29 NCv1 a este epitopo. (Véase la figura 20). Esta observacion sugiere que
el mAb 39.29 NCv1 se une a las moléculas de hemaglutinina del grupo 1y el grupo 2 por medio del mismo epitopo
del tallo visto en la estructura cristalina descrita anteriormente. Este epitopo es similar a un epitopo de hemaglutinina
identificado para el anticuerpo antihemaglutinina FI6v3 (Corti et al., (2011), supra). Sin embargo, el mAb 39.29 NCv1
se une en una orientacion diferente con respecto al tallo de hemaglutinina que el FI6v3. La comparacion de las
estructuras de 39.29 NCvl, F16v3 y CR9114 en complejo con HA revel6 que los tres anticuerpos se unen a un
epitopo que incluye la hélice A de HA2 y los grupos no polares adyacentes. Sin embargo, cada uno de los tres
anticuerpos tiene una orientacion de unién Unica, con cada cadena pesada enlazada a una posicion topogréfica
similar en HA pero con el posicionamiento de la cadena ligera girada en ~60° (F16v3) o ~120° (CR9114) en
comparacion con 39.29 NCvl1. También Gnico para el mAb 39.29 NCvl, la repeticion SGSGSG de la cadena ligera
de IgKV3 (SEQ ID NO: 109) en la region estructural de la hebra beta 6 establece contacto con HA H3. Por lo tanto, la
estructura 39.29 representa una tercera solucion para la union de este epitopo altamente conservado y consolida la
importancia de acoplar la hélice A de HA2 para la neutralizacion amplia del virus de la gripe A.

Los datos de cristalografia del mAb 39.29 en complejo con hemaglutinina H3 de la cepa del virus de la gripe A
humana A/Perth/16/2009 revelaron las siguientes posiciones de contacto: 34, 36, 54, 70, 292, 294, 305, 307, 334,
363, 364, 365, 366, 379, 380, 382, 383, 384, 386, 387, 390, 391, 393, 394, 395, 397, 398, 401, 403, 404 y 405. El
anticuerpo FI6v3 mostro las siguientes posiciones de contacto: 334, 352, 356, 363, 364, 365, 366, 381, 383, 384,
386, 387, 388, 390, 391, 393, 394, 397, 398, 401 y 402. Las posiciones de residuos aminoacidicos corresponden a la
hemaglutinina H3 de la cepa del virus de la gripe A A/Perth/16/2009 (SEQ ID NO: 226). (Véanse las publicaciones de
solicitud Internacional n.°>: WO 2010/010466 y WO 2013/011347; Corti et al. (2011) Science 333:850-856). Aunque
se observa cierto solapamiento, el mAb 39.29 mostr6 un mayor nimero de posiciones de contacto dentro de la
hemaglutinina que FI6v3.

El hecho de que las CDR del anticuerpo mAb 39.29 NCv1 y FI6v3 no tengan homologia de secuencia y que ambos
anticuerpos se acoplen a un epitopo del tallo similar pero no idéntico de diferentes formas sugiere que existen
diversas formas para que los anticuerpos se unan al epitopo del tallo conservado y neutralicen ampliamente los virus
de la gripe A.

Ejemplo 13. ELISA de competicion

Los ensayos ELISA de competicion se desarrollaron usando hemaglutinina H1 del virus de la gripe A/AWSN/1933 y
hemaglutinina H3 del virus de la gripe A/Hong Kong/8/1968. Se permitié que las placas ELISA recubiertas con
hemaglutinina se unieran al anticuerpo de prueba a diversas concentraciones (eje X) antes de la adicién de
concentraciones de saturaciéon de mAb 39.29 marcado con biotina. Si el anticuerpo de prueba competia por el
epitopo de hemaglutinina del mAb 39.29, la sefial ELISA de biotina (eje Y) disminuy6 en funcién del incremento de la
concentracion del anticuerpo de prueba. Los datos de unién se ajustaron con una curva de respuesta a la dosis no
lineal para determinar el valor de CEso dado en nM.

La IgG de mAb 39.29 se biotinil6 a través de un acoplamiento de amina de acuerdo con el protocolo recomendado
por el fabricante (Sulfo-NHS-LC-LC, Pierce, Rockford, IL). La concentracién patron final del mAb biotinilado fue de
13,2 mM. Para determinar la concentracion éptima para el uso, el 39.29 biotinilado se valoré en serie frente a
hemaglutinina H1 inmovilizada del virus de la gripe A AAWSN/1933 y hemaglutinina H3 del virus de la gripe A A/Hong
Kong/8/1968. Las proteinas hemaglutinina H1 y H3 recombinantes se diluyeron hasta 2 pg/ml en solucion salina
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tamponada con fosfato (PBS) y se distribuyeron (100 ul) en placas de 96 pocillos Nunc Maxisorp (Nunc, Rochester,
NY). Las placas se recubrieron durante la noche a 4 °C, se enjuagaron con PBS y a continuacion se bloquearon
durante 1 hora a temperatura ambiente con PBS que contenia seroalbimina bovina al 1 % (BSA, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO).

A continuacién, cada placa recibié 100 pl de mAb 39.29 biotinilado diluido en serie, empezando a una concentracion
inicial de 88 nM con diluciones 1/3 en PBS que contenia BSA al 1,0 % y polisorbato 20 al 0,05 % (Sigma-Aldrich).
Después de una hora de incubacién, se lavaron las placas y a continuacion se incubaron con 100 pl de una dilucién
1:5000 de peroxidasa de rabano picante conjugada con estreptavidina (Caltag Laboratories, Carlsbad, CA) durante
30 minutos a temperatura ambiente. Tras la incubacion, se lavaron las placas y se revelaron con 100 pl de sustrato
TMB (Kirkegaard y Perry Laboratories, Inc. Gaithersburg, MD). Se leyeron las placas en un lector de placas
SpectraMax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA.) a una D.O. de 450 nM. Se determin6 que la concentracion optima
de mAD biotinilado era de 1 nM.

Se incubaron diversas concentraciones (eje x) de los anticuerpos monoclonales 39.18, 36.89, 81.39 39.29, mAb 9,
mADb 23 de la presente invencion e IgG de control con las placas recubiertas con hemaglutinina durante 30 minutos a
temperatura ambiente. La concentracion inicial fue de 200 nM seguido de diluciones en serie de 3 veces. Se afiadié
mAb 39.29 biotinilado a una concentraciéon de subsaturacion final de 1 nM. Tras una hora de incubacion, se lavaron
las placas y se incubaron con 100 pl de una dilucion 1:5000 de peroxidasa de rdbano picante conjugada con
estreptavidina durante 45 minutos. Se lavaron las placas y a continuacion se revelaron con solucion TMB. Si el
anticuerpo de prueba competia por el epitopo HA del mAb 39.29, la sefial ELISA de biotina (eje Y) disminuy6 en
funcién del incremento de la concentracion del anticuerpo de prueba. Los datos de union se ajustaron con una curva
de respuesta a la dosis no lineal para determinar el valor de CEsy dado en nM.

Las figuras 21A y 21B muestran los resultados del andlisis ELISA de competicion de los mAb para la uniéon a HIHA
de A/NWS/1933 (figura 21A) o H3HA de A/HK/8/1968 (figura 21B). Los resultados mostraron que el mAb 39.29, el
mAb 81.39, el mAb 39.18 y el mAb 36.89 se unen todos a un epitopo del tallo de hemaglutinina solapado (figuras
21A y 21B). Especificamente, el mAb 81.39 y el mAb 39.18 compiten por la unién del mAb 39.29 en el tallo de la
hemaglutinina H1 (figura 21A), mientras que el mAb 81.39 y el mAb 36.89 compiten por la unién con el mAb 39.29
por el epitopo del tallo identificado en la hemaglutinina H3 (figura 21B).

Usando los ensayos ELISA de competicion, se establecid que los anticuerpos monoclonales 81.39, 39.18, 36.89,
mAb 9 y mAb 23 se unen al epitopo del tallo altamente conservado de la hemaglutinina identificado por el analisis
estructural. Especificamente, el mAb 81.39 y el mAb 39.18 compiten por la unién del mAb 39.29 en el tallo de la
hemaglutinina H1 del grupo 1. Adicionalmente, el mAb 81.39, el mAb 36.89, el mAb 9 y el mAb 23 compiten por la
unién con el mAb 39.29 por el epitopo del tallo identificado en la hemaglutinina H3 del grupo 2. Como se predijo,
dado que el mAb 39.18 neutraliza solo los aislados de la gripe A del grupo 1, no compite por la unioén del epitopo del
mAb 39.29 en la hemaglutinina del grupo 2. Asimismo, el mAb 36.89, el mAb 9 y el mAb 23 solo neutralizan los
aislados de la gripe A del grupo 2y, por lo tanto, no compiten por la unién del mAb 39.29 a la hemaglutinina H1 del
grupo 1. Los datos de estos experimentos se resumen adicionalmente en la tabla 3 a continuacion.

Tabla 3
Aislado de la gripe | Subtipo de HA MAb MAD MAD MAD MADb 9 MAb 23
39.18 39.29 81.39 36.89
A/NWS/1933 Grpl/H1 0,88 2,8 2,15 - - -
A/HK/8/1968 Grp2/H3 - 2,54 4,2 1,32 8,42 1,84

CE50 dada en nM
- Indica CE50 >200 nM

Ejemplo 14: Seguridad y farmacocinética del anticuerpo contra el virus de la gripe A en voluntarios sanos

Se realiz6 un estudio de fase 1 de dosis Unica ascendente de mAb 39.29-NWPP en sujetos humanos de sexo
masculino y femenino sanos de 18 afios de edad o més. La dosis inicial para investigar la seguridad, tolerabilidad y
farmacocinética en sujetos adultos sanos se realiz6 mediante administracién i.v. de una dosis Unica (1,5 mg/kg,
5 mg/kg, 15 mg/kg o 45 mg/kg) de mADb39.29. El mAb39.29 era seguro y bien tolerado en todos los niveles de dosis
después de un periodo de seguimiento de al menos 58 dias para el nivel de dosis de 45 mg/kg y de 120 dias para el
nivel de dosis de 1,5 mg/kg. No se informaron de acontecimientos adversos graves relacionados con el farmaco del
estudio.

Las concentraciones séricas de mAb 39.29 presentaron una disposicion bifasica con una fase de distribucion rapida
inicial seguida de una fase de eliminacion lenta. El mAb39.29 demostré una farmacocinética (PK) lineal. La media de
Cmax S€ incrementd de una manera proporcional a la dosis de 33,5 pg/ml para el grupo de dosis de 1,5 mg/kg y
1180 pg/ml para el grupo de dosis de 45 mg/kg. De forma similar, la media del ABCo.nfinito del grupo fue de 518 y
5530 pg/ml*dia para los grupos de dosis de 1,5mg/kg y 15 mg/kg, respectivamente, y es aproximadamente
proporcional a la dosis. Sobre la base de los datos de PK disponibles en sujetos de sexo masculino y femenino
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sanos, el mAb 39.29 parecia tener un perfil de PK consecuente con el de un anticuerpo humano IgG1 tipico con una
media de semivida de aproximadamente 20 dias (media del intervalo 19,3-22,2).

Ejemplo 15. Estudio de fase 2 del anticuerpo contra la hemaglutinina del virus de la gripe A

Un estudio clinico de fase 2 de un anticuerpo contra la hemaglutinina del virus de la gripe A de la presente invencién
se realiza como sigue. A individuos hospitalizados que tienen una infeccién por el virus de la gripe A se les
administra un anticuerpo contra la hemaglutinina del virus de la gripe A de la presente invencion mediante
administracion intravenosa, en una dosis de 1,5 mg/kg, 5 mg/kg, 15 mg/kg o 45 mg/kg.

De forma alternativa, se les administra un anticuerpo a los individuos en una dosis fija de 120 mg, 400 mg, 1200 mg
0 3600 mg. También se les puede administrar a los individuos oseltamivir (Tamiflu®) (el tratamiento habitual actual)
antes de, en el momento de o posteriormente a la administracién del anticuerpo contra la hemaglutinina del virus de
la gripe A. En general, se usa una pauta posoldgica de una sola vez del anticuerpo, aunque se contemplan dosis
posteriores.

La administracion de un anticuerpo contra la hemaglutinina del virus de la gripe A de la presente invencién muestra
eficacia en el tratamiento de la infeccion por el virus de la gripe A, incluyendo la reduccién de la infecciosidad del
virus de la gripe A, la reduccion de la duracion de la estancia hospitalaria, la reduccion o prevencién de la necesidad
del uso de la unidad de cuidados intensivos, la reduccién o prevencion de la necesidad de respiracién asistida o
mecanica o la reduccion o prevencion de la necesidad del uso de oxigenoterapia.

Los resultados de la administracién de un anticuerpo contra la hemaglutinina del virus de la gripe A de la presente
invencion muestra eficacia en el tratamiento de la infeccion por el virus de la gripe A mediante la reduccién del
tiempo de normalizacion de la actividad respiratoria (tal como una reduccion del tiempo de normalizacion de la
frecuencia respiratoria 0 una reduccion del tiempo de normalizacion de la saturacion de oxigeno), reduccion del
tiempo de regreso a la saturacion de oxigeno normal, por ejemplo, a una saturacion de oxigeno de
aproximadamente un 92 % o mas, como se mide durante un periodo de 24 horas sin administracion de
oxigenoterapia o reduccion del tiempo de normalizacion de las constantes vitales, tales como la frecuencia cardiaca,
tension arterial, frecuencia respiratoria y temperatura.

Analisis estadistico

Los datos estadisticos se calcularon usando el programa informéatico JMP version 9.0.2 (SAS Institute). Los
experimentos de supervivencia se compararon usando la prueba del orden logaritmico. Los valores de p<0,05 se
consideraron significativos. Las curvas y los valores de Clsg se representaron y calcularon usando el programa
informatico Graphpad Prism version 5.0.

Aungue la invencion anterior se ha descrito con algin detalle a modo de ilustracion y ejemplo con propdsitos de

claridad de comprension, las descripciones y ejemplos no se deben interpretar como limitantes del alcance de la
invencion.
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<221>
<223>

<400>

62

23

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"

62

caggtgeage tggtgeaate tgg

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

<220>
<221>
<223>

<400>

63

22

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"

63

ghcatcocrgw tgacccagte te

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

<220>
<221>
<223>

<400>

64

22

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético

64

gatrttgtga tgacycagwe to

<210> 65

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> [nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético"
<400> 65

gaaatwgtrw tgacrcagtc to

<210> 66

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

59

26

23

22

22

22
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65

ES 2701746 T3

<400> 66

gacatogtga tgacccagto too
<210> 67

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> [nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 67
gaaacgacac tcacgecagte to

<210> 68
<211> 22
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 68
gawrttgtgm tgacweoagte to

<210> 69
<211> 26
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /[nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 69
cagtctgtgy tgackcagoc roocto

<210> 70
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> [nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético"

<400> 70
cagtctgece tgacteagec t

<210> 71
<211> 26
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 71
tecctatgage tgacweagsh veoccke

<210> 72
<211> 26

60

23

22

22

26

21

26
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65

ES 2701746 T3

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"
<400> 72

cagoctgtge tgactecartc veoccto

<210> 73

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético"

<400>

73

cagcctgtge tgactcocagoc aactte

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

<220>
<221>
<223>

<400>

74

24

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"

74

aattttatge tgactcagec cocac

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

<220>
<221>
<223>

<400>

75

24

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"

75

caggctgtgg tgactcagga geoc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

76

23

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"

76

cagactgtgg tgacccagga gee

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

<220>
<221>

77

23

ADN

Secuencia artificial

fuente

61

26

26

24

24

23
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<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético"

<400> 77
cagoctgtge tgactcagee ace

<210> 78
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> [nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 78

gocagoccagg gosgetgtgoe
<210> 79

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético"

<400> 79
gcacacaaca gaggocagtte cag

<210> 80
<211> 20
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /[nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 80
cttgragete ctcagaggag

<210> 81
<211> 66
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético"

<400> 81
ccaccatggy atggtcatgt atcatccttt ttctagtagoc aactgcaact ggagtacatt

cacagg
<210> 82
<211> 72
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> /[nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético"

<400> 82

62

23

20

23

20

60

13
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ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtage aactgcaact ggagtacatt

cacagatcae ct

<210> 83

<211> 65

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 83
ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttotagtage aactgcoaact ggagtacatt

cacag

<210> 84

<211> 66

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 84
ccaccatggy atggtcatgt atcatceottt ttetagtage aactgeaact ggagtacatt

cagagg

<210> 85

<211> 78

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético"

<400> 85
ccaccatggg atggtcatgt atcateecttt ttctagtage aactgeaact ggagtacatt

cacaggtgoa gotgoagg

<210> 86

<211> 70

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> [nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético"

<400> 86
ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtage aactgcaact ggagtacatt

cagaggtgca

<210> 87

<211> 72

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

63

60

72

60

65

&0

66

&0

T8

60

70
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45

50

<220>
<221>
<223>

<400>

ES 2701746 T3

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"

87

ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtage aactgcaact ggagtacatt

cacaggtaca gc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

88

70

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"

88

ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtagec aactgcaact ggagtacatt

cacaggtgca

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

<220>
<221>
<223>

<400>

89

95

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"

89

ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttectagtage aactgcaact ggagtacatt

cagacatcca gatgacccag tctccatcct ccctg

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

<220>
<221>
<223>

<400>

90

95

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"

90

ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtage aactgcaact ggagtacatt

cagatattgt gatgactcag tctcactctc cctge

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

<220>
<221>
<223>

<400>

91

101

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"

91

64

60

72

60

70

60

95

60

95



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2701746 T3

ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtage aactgcaact ggagtacatt

cagaaattgt gttgacacag tctccagcca ccctgtettt g

<210> 92

<211> 101

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /[nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 92
ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtagc aactgcaact ggagtacatt

cagacatcgt gatgacccag tctccagact ccctggetgt g

<210> 93

<211> 88

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 93
ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtagc aactgcaact ggagtacatt

cagaaacgac actcacgcag tctccagc

<210> 94

<211> 94

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético"

<400> 94
ccaccatggg atggtcatgt atcatcettt ttctagtage aactgcaact ggagtacatt

cagaaattgt gctgactcag tctccagact tteg

<210> 95

<211> 88

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> [nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 95
ccaccatggg atggtcatgt atcatcecttt ttctagtage aactgecaact ggagtacatt

cacagtctgt gytgackcag ccrcccte

<210> 96
<211> 83
<212> ADN

65

60

101

60

101

60

88

60

94

60

88
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55

<213>
<220>
<221>
<223>

<400>

ES 2701746 T3

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"

96

ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtage aactgcaact ggagtacatt

cacagtctge cctgactcag cct

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

<220>
<221>
<223>

<400>

97

88

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"

97

ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtagc aactgcaact ggagtacatt

catcctatga gctgacwcag shvcecke

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

<220>
<221>
<223>

<400>

98

88

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"

98

ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtagc aactgcaact ggagtacatt

cacagcctgt gctgactcar tcveccctc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

99

88

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"

99

ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtagc aactgcaact ggagtacatt

cacagcctgt gctgactcag ccaacttc

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

<220>
<221>
<223>

<400>

100

86

ADN

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético"

100

66

60

83

88

60

88

60

88
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ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtagec aactgcaact ggagtacatt

caaattttat gctgactcag ccccac

<210> 101

<211> 86

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: cebador sintético"

<400> 101
ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtage aactgcaact ggagtacatt

cacaggctgt ggtgactcag gagccc

<210> 102

<211> 85

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 102
ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtage aactgcaact ggagtacatt

cacagactgt ggtgacccag gagcc

<210> 103

<211> 85

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /[nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 103
ccaccatggg atggtcatgt atcatccttt ttctagtage aactgcaact ggagtacatt

cacagcctgt gctgactcag ccacce

<210> 104
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> [nota="Descripcién de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 104
gccaggggga agaccgatg

<210> 105

<211> 59

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

67

60

86

60

86

60

85

60

85

19
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<220>
<221> fuente
<223> /[nota="Descripcion de secuencia artificial: cebador sintético”

<400> 105
ctgggataga agttattcag caggcacaca acagaagcag ttccagattt caactgctc

<210> 106

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 106
Leu Val Pro Arg Gly Ser
1 5

<210> 107

<211> 31

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 107
Pro Gly Ser Gly Tyr Ile Pro Glu Ala Pro Arg Asp Gly Gln Ala Tyr
1 5 10 15

Val Arg Lys Asp Gly Glu Trp Val Leu Leu Ser Thr Phe Leu Gly
20 25 30

<210> 108

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: marcador 6xHis sintético"

<400> 108
His His His His His His
1 5

<210> 109

<211> 6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 109
Ser Gly Ser Gly Ser Gly
1 5

68

59



10

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

<220>
<221>
<223>

<400>

110

455

PRT

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

110

ES 2701746 T3

69



Gln

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Asp

Lys

Gly

145

Pro

Thr

val

Asn

Pro
225

val

Leu

Met

Leu

50

Gly

Gln

Val

His

Gly

130

Gly

val

Phe

val

val

210

Lys

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Pro

Trp

115

Fro

Thr

Thr

Pro

Thr

195

Asn

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Gly

Ser

Ala

val

Ala

180

val

His

Cys

val

Ser

val

Phe

Thr

Ser

85

Pro

Gln

val

ala

Ser

165

val

Pro

Lys

Asp

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Ile

Gly

Fhe

Leu
150

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys
230

Ser

Ala

Gln

Gly

ab

Ser

Arqg

Phe

Ile

Pro

135

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

215

Thr

ES 2701746 T3

Gly

aAla

Ala

40

Ser

Arg

Pro

Gly

Leu

120

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

200

Asn

His

Gly

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Ile

105

val

Ala

Leu

Gly

Ser

185

Leu

Thr

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Gln

Asn

Asp

Phe

Thr

Pro

val

Ala

170

Gly

Gly

Lys

Cys

70

val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Pro

val

Ser

Lys

155

Leu

Leu

Thr

Val

Pro
235

val

ala

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Pro

Ser

Ser

140

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

220

Pro

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Trp

Ser

125

Lys

Tyzr

Ser

Ser

Thr

205

Lys

Cys

Pro

His

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ser

110

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

190

Tyr

Lys

Pro

Gly
15

Asn

Trp

Ser

val

Tyr

85

Tyr

Ser

Thr

Pro

val

175

Ser

Ile

val

ala

Arg

Arg

val

Vval

Phe

80

Cys

Phe

Thr

Ser

Glu

160

His

Ser

Cys

Glu

Pro
240



10

Glu

Gly

Asn
305

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
385

Thr

Lys

Cys

Leu

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

<220>
<221>
<223>

Leu

Thr

Val

Val

290

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

370

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
450

111
125
PRT

Leu

Leu

Ser

275

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

355

vVal

val

Pro

Thr

val

435

Leu

Gly

Met

260

His

Val

Tyr

Gly

Ile

340

val

Ser

Glu

Pro

Val

420

Met

Ser

Gly

245

Ile

Glu

His

arg

Lys

325

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

405

Asp

His

Pro

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

Pro

Ser

Asp

Asn

val

310

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

390

Leu

Lys

Glu

Gly

Ser

Arg

Pro

Rla

295

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

375

Ser

Asp

Sar

Ala

Lys
455

ES 2701746 T3

Val

Thr

Glu

280

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

360

Leu

Asn

Ser

Leu
440

Phe

Pro

265

vVal

Thr

val

Cys

Sar

345

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

425

His

Leu

250

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

330

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

410

Gln

Asn

71

Phe

val

Phe

Pro

Thr

315

vVal

Ala

Arg

Gly

Pro

395

Ser

Gln

His

Pro

Thr

Asn

Arg

300

val

Ser

Lys

Glu

Phe

380

Glu

Phe

Gly

Tyr

Pro

Cys

285

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

365

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
445

Lys

val

270

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

350

Met

Pro

Asn

Val
430

Gln

Pro

255

val

Val

Gln

Gln

Ala

335

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyxr

415

Phe

Lys

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

320

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

400

Ser

Ser

Ser



10

15

<400>

111

Gln Val Gln

1

Ser

Ala

Lys
65

Leu

Ala

Asp

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Leu

Leu
50

Gly

Gln

val

His

112
216

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Pro

Trp
115

PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético”

112

Leu
20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Gly

val

Ser

Val

Phe

Thr

Ser

85

Pro

Gln

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Ile

Gly

Ser

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Ile

ES 2701 746 T3

Gly

Ala

40

Ser

Arg

Pro

Gly

Leu
120

Gly

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Ile

105

val

Gly

10

Gly

Gly

Gln

Asn

Asp

90

Phe

Thr

Val

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Pro

Val

vVal

Ala

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Pro

Ser

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser

1

5

10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser

20

25

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
35

40

Tyr Ser Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro ala

50

55

72

60

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Trp

Ser
125

Val

Val

Arg

45

Arg

Pro

His

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ser
110

Ser

Asp

30

Leu

Phe

Gly
15

Trp

Ser

vVal

Tyr

95

Tyr

Pro
15

Ser

Ser

Arg

Arg

val

val

Phe

80

Cys

Phe

Gly

Asn

val

Gly



10

Ser
65

Glu

Ala

Ser

Glu
145

Ser

val

Lys

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Gly

Asp

Ala

Gly

130

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
210

113
109

ES 2701746 T3

Ser Gly Thr Glu Phe Thr
70

Phe Ala Val Tyr Tyr Cys
85

Thr Phe Gly Gly Gly Ser
100

Pro Ser Val Phe Ile Phe
115 120

Thr Ala Ser val val Cys
135

Lys Val Gln Trp Lys Val
150

Glu Ser Val Thr Glu Gln
165

Ser Thr Leu Thr Leu Ser
180

Ala Cys Glu Val Thr His
195 200

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
215

PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

113

Leu

Gln

Lys

105

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

185

Gln

Ala

His

90

Vval

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Ala

Gly

Ile

75

Tyr

Glu

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Ser

Thr

Ile

Asp

Asn

140

Asp

Tyr

Ser

Ser

Asn

Lys

Glu

125

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
205

Leu

Trp

Arg

110

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

190

Pro

Gln

Pro

95

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

175

His

val

Ser

80

Pro

Val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1

5

10

15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Asp Ser Asn

20

25

30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Val

35 40

73

a5
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Tyr Ser Ala Ser
50

Ser Gly Ser Gly
65

Glu Asp Phe Ala

Arg Leu Thr Phe
100

<210> 114
<211> 455
<212> PRT

Thr Arg Ala

Thr Glu Phe

Val Tyr Tyr

85

Gly Gly Gly

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

70

ES 2701746 T3

Thr

Thr

Cys

ser

Gly Ile Pro Ala Arg

60

Leu Ala Ile Ser Ser

75

Gln His Tyr Thr Asn

90

Lys Val Glu Ile Lys

105

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 114
Glu val Gln Leu
1

Ser Leu Arg Leu
20

Ala Met His Trp
35

Ala Leu Ile Tyr
50

Lys Gly Arg Phe
€5

Leu Gln Met Asn

Ala Vval Pro Gly
100

Rsp His Trp Gly
115

Lys Gly Pro Ser
130

vVal

5

Sar

val

Phe

Thr

Ser

85

Pro

Gln

val

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Ile

Gly

Phe

Ser Gly Gly Gly val val Gln

Ala Ala

Gln ala
49

Gly Ser
55

Ser Arg

Arg Pro

Phe Gly

Ile Leu

120

Pro Leu
135

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Ile

105

Val

ala

10

Gly Phe

Gly Lys

Gln Tyr

Asn Ser

75

Agp Thr

S0

Phe Pro

Thr Val

Pro Ser

74

Ala Phe

Gly Leu
45

Tyr Ala
60

Lys Asn

Ala val

Pro Trp

Ser Ser

125

Ser Lys
140

Phe Ser Gly

Leu Gln Ser

Trp Pro

Pro

His

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ser

110

Ala

Ser

Gly

Asn

Trp

Ser

Val

Tyr

95

Tyr

Ser

Thzr

80

Pro

Arg

Arg

val

val

Phe

g0

Cys

Phe

Thr

Ser



Gly

145

Pro

Thr

vVal

Asn

Pro

225

Glu

Asp

A=p

Gly

Asn

305

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

Gly

Vval

Phe

val

Val

210

Lys

Leu

Thr

Val

val

290

Ser

Ala

Pro

Gln

370

Ala

Thr

Thr

Pro

Thr

195

Asn

Sar

Leu

Leu

Sar

275

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

355

Val

val

Ala

Vval

Ala

180

val

His

Cys

Gly

Met

260

His

val

Tyr

Gly

Ile

340

Vval

Sar

Glu

Ala

Sar

165

Val

Pro

Lys

Asp

Gly

245

Tle

Glu

His

Arg

Lys

325

Glu

Tyr

Trp

Leu
150

Trp

Ser

Pro

Lys

230

Pro

Ser

Asp

Asn

val

310

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

215

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

295

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

375

Ser

ES 2701746 T3

Cys

Sar

Ser

Ser

200

Asn

His

val

Thr

Glu

280

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

360

Leu

Asn

Leu

Gly

Ser

185

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

265

Val

Thr

Val

Cys

Ser

345

Pro

Val

Gly

val

Ala

170

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

250

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

330

Lys

Ser

Lys

Gln

75

Lys

155

Leu

Leu

Thz

Val

Pro

235

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

315

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

220

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

300

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

380

Glu

Tyxr

Ser

Ser

Thzr

205

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

285

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

365

Tyr

Asn

Phe

Gly

Leu

190

Tyxr

Lys

Pro

Lys

Val

270

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

350

Met

Pro

Asn

Pro

Val

175

Sar

Ile

vVal

Ala

Pro

255

vVal

Val

Gln

Gln

Ala

335

Pro

Thr

Sar

Tyr

Glu

160

His

Ser

Cys

Glu

Pro

240

Lys

vVal

As=p

Tyr

Asp

320

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys



10

15

385

Thz

Lys

Cys

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>

<400>

1

Sear

Ala

Lys
65

Leu

Ala

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

Thzr

Leu

Ser

Ser
450

Pro Pro Val

405

Thr Val Asp

420

Val Met His

435

Leu Ser Pro

115
125
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

115
Glu vVal Gln

Leu

Met

Leu

50

Gly

Gln

Val

His

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Pro

Trp
115

116
216
PRT
Secuencia artificial

Leu

Leu
20

Tzp

Tyr

Phe

Asn

Gly

100

Gly

val

5

Ser

val

Phe

Thr

Ser

85

Pro

Gln

390

ES 2701746 T3

395

Leu Asp Ser Agp Gly Ser Phe Phe

410

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

425

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr

Gly

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Ile

Gly

Lys
455

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Phe

Ile

440

445

Gly Gly Gly Val Val Gln

Ala

Ala

40

Ser

Pro

Gly

Leu
120

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

Ile

105

val

10

Gly

Gly

Gln

Asn

Asp

30

Phe

Thr

76

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Pro

val

Ala Phe

Gly Leu
45

Tyr Ala

60

Lys Asn

Ala val

Pro Trp

Ser Ser
125

Leu

Val

430

Gln

Pro

His

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ser
110

Tyxr
415

Phe

Lys

Gly

15

Asn

Trp

Ser

Vval

Tyr

95

Tyr

400

Ser

Ser

Ser

Arg

Arg

val

Val

Phe

80

Cys

Phe



10

<220>
<221>
<223>

fuente

<400> 116
Glu Ile Vval
1

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp
35

Tyr Ser Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Arg Leu Thr

Ala ala Pro
115

Ser Gly Thr
130

Glu Ala Lys
145

Ser Gln Glu

Leu Ser Ser

Val Tyr Ala
1385

Lysg Ser Phe
210

<210> 117

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe

100

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

180

Cys

Agn

Thr

5

Leu

Gln

Thr

Thr

Val

85

Gly

val

Ser

Gln

val

165

Leu

Glu

Arg

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Gly

Phe

Val

150

Thr

Thr

Val

Gly
215

ES 2701746 T3

Ser Pro ala Thr Leu

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Ile

Val

135

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Ser

Phe

120

Cys

Val

Gln

Ser

His

200

Cys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Lys

105

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

185

Gln

10

Ser

Gln

Ile

aAla

His

20

Val

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Ala

Gly

7

Gln

Ala

Pro

Ile
75

Tyr

Glu

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ile

asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyr

Ser

val

val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Lys

Glu

125

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
205

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

Arg

110

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

150

Pro

Pro

15

Hig

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyxr

175

His

Val

Gly

Asn

Val

Gly

Ser

g0

Pro

Val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr



10

15

20

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400>

109
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

117

ES 2701746 T3

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Arg

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

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Leu

<220>

<221>
<223>

<400>

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Thr

118
216
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

118

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe
100

5

Leu

Gln

Thr

Thr

Val

85

Gly

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Gly

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Lys
105

10 15

Ser Gln Ser Val Ser His Asn
30

Gln Ala Pro Arg Leu Leu Val
45

Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
60

Ala Ile Ser Ser Leu Gln Ser
75 80

His Tyr Thr Asn Tyr Pro Pro
90 95

Vval Glu Ile Lys

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1

5

10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys aArg ala Ser Gln Ser Val Asgp Ser Asn

20

25

30

Leu ARla Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Val

35

40

45

78
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Tyr

Ser

€5

Glu

Arg

Ala

Ser

Glu

145

Ser

Leu

val

Lys

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

Ser

50

Gly

Asp

Leu

Rla

Gly

130

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
210

<220>

<221>
<223>

<400>

Ala

Sar

Phe

Thr

Pro

115

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

195

Phe

119
109
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

119

Ser

Gly

Ala

Phe

100

Ser

Ala

val

Ser

Thr

180

Cys

Asn

Thr

Thr

Val

85

Gly

Val

Ser

Gln

Val

165

Leu

Glu

Arg

Arg

Glu

70

Tyr

Gly

Phe

Val

Trp

150

Thr

Thr

val

Gly

Ala

Phe

Tyr

Gly

Ile

val

135

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
215

ES 2701746 T3

Thr

Thr

Cys

Ser

Phe

120

Cys

val

Gln

Ser

His

200

Cys

Gly

Leu

Gln

Lys

105

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

185

Gln

Ile

Ala

His

90

val

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Ala

Gly

Pro

Ile

75

Tyr

Glu

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

ala

80

Sar

Thr

Ile

Asp

Asn

140

Asp

Tyr

Ser

Arg

Sear

Asn

Lys

Glu

125

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
205

Phe

Trp

Arg

110

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

190

Pro

Ser

Gln

Pro

95

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

175

His

val

Gly

Ser

80

Pro

val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr

Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1

5

10

15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Asp Ser Asn

20

25

79

30
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Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Arg

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

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Leu

<220>

<221>
<223>

<400>

Tzp

35

Ala

sSer

Phe

Thr

120
349
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

120

Tyxr

Ser

Gly

Ala

Phe
100

Gln

Thr

Thr

Val

85

Gly

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Gly

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

ES 2701746 T3

Pro

40

Thr

Thr

Cys

ser

Gly Gln

Gly Ile

Leu Ala

Gln His

30

Lys Val
105

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Glu

Pro

Ala

60

Ser

Thr

Ile

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly val val

1

Ser

Ala

lys
65

Leu

Leu

Met

Leu

50

Gly

Gln

val

His

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Pro

Trp
115

Leu
20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Gly
100

Gly

5

Ser

Val

Phe

Thr

Sear

85

Pro

Gln

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Ile

Gly

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Ile

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Pro

Gly

Ieu
120

10

Ser Gly
25

Pro Gly

Lys Gln

Asp Asn

Glu Asp

30

Ile Phe
105

Val Thr

80

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Pro

Val

Ala

Gly

Tyxr

60

Lys

Ala

Pro

Ser

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Lys

Gln

Phe

Leu

45

ala

Asn

Val

Trp

Ser
125

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

His

30

Glu

asp

Thr

Tyr

Ser

110

Ala

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

15

Trp

Ser

Val

Tyr
35

Ser

Vval

Gly

Ser

80

Pro

Ary

Arg

Val

val

Fhe
80

Cys

Phe

Thr



Lys Gly Pro
130

Gly Gly Thr
145

Pro Val Thr

Thr Phe Pro

Val val Thr
185

Asn Val Asn
210

Pro Lys Ser
225

Glu Leu Leu

Asp Thr Leu

Asp Val Ser
275

Gly Val Glu
230

Asn Ser Thr
305

Trp Leu Asn

Pro Ala Pro

<210> 121
<211> 216
<212> PRT

Ser

Ala

val

Ala

180

val

His

Cys

Gly

Met

260

Hisg

val

Tyr

Gly

Ile
340

val

Ala

Ser

165

val

Pro

Lys

Asp

Gly

245

Ile

Glu

His

Arg

Lys

325

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

Fhe

Leu
150

Trp

Ser

Pro

Lys

230

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

310

Glu

Lys

Fro

135

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

215

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

295

val

Tyr

Thr

ES 2701746 T3

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

200

Asn

His

Val

Thr

Glu

280

Lys

Ser

Lys

Ile

Ala

Leu

Gly

Ser

185

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

265

Vval

Thr

val

Cys

Ser
345

Pro

Val

aAla

170

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

250

Glu

Lys

Lys

Lys
330

Lys

81

Ser

Lys

155

Leu

Thr

val

Pro

235

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

315

val

Ala

Ser

140

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

220

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

300

Val

Ser

Lys

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

205

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

285

Glu

Asn

Gly

Ser

Phe

Gly

Leu

190

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val

270

Tyr

Glu

His

Lys

Thr Ser

Pro Glu
160

Vval His
175

Ser Ser

Ile Cys

val Glu

Ala Pro
240

Pro Lys
255

val val

val Asp

Gln Tyr

Gln Asp

320

Ala Leu
335
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ES 2701746 T3

<223> [nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 121
Glu Ile Val Leu

1

Glu Arg

Leu Ala

Tyr Ser
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Arg Leu

Ala Ala

Ser Gly

130

Glu Ala

145

Ser Gln

Leu Ser

Vval Tyr

Lys Ser
210

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Thr

Pro

115

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

195

Phe

<210> 122
<211> 109
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe

100

Ser

Ala

val

Ser

Thr

180

Cys

Asn

Thr Gln Ser Pro Ala
5

Leu Ser Cys Arg Ala
25

Gln Gln Lys Pro Gly
40

Thr Arg Ala Thr Gly
55

Thr Glu Phe Thr Leu
70

val Tyr Tyr Cys Gln
85

Gly Gly Gly Ser Lys
105

Val Phe Ile Phe Pro
120

Ser Val Val Cys Leu
135

Gln Trp Lys Val Asp
150

val Thr Glu Gln Asp
165

Leu Thr Leu Ser Lys
185

Glu val Thr His Gln
200

Arg Gly Glu Cys
215

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Ala

His

90

val

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Ala

Gly

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Glu

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

82

Ser Val

Ser Vval

Pro Arg
45

Ala Arg
60

sSer Ser

Thr Asn

Ile Lys

Asp Glu

125

Asn Phe

140

Leu Gln

Asp Ser

Tyr Glu

Ser Ser
205

Ser

sSer

30

Phe

Leu

Trp

110

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

130

Pro

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

175

His

val

Gly

Asn

val

Gly

Ser

=11

Pro

val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr



10

15

ES 2701746 T3

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: polipéptido sintético"
<400> 122
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Vval
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg
35 40 45
Tyr Ser Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg
50 55 &0
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Ala Ile Sar Ser
€5 70 75
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Tyr Thr Asn
85 S0
Arg Leu Thr Phe Gly Gly Gly Ser Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 123
<211> 216
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"
<400> 123

Glu Ile Val Leu
1

Glu Arg Ala Thr
20

Leu Ala Trp Tyr
35

Tyr Ser Ala Ser
S0

Thr Gln Ser Pro Ala
5

Leu Ser Cys Arg Ala
25

Gln Gln Lys Pro Gly
40

Thr Arg Ala Thr Gly
S5

Thr Leu Ser Val
10

Ser Gln Ser Val

Gln Ala Pro Arg
45

Ile Pro Ala Arg
60

83

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Tzp

Ser

Asp

Leu

Phe

Pro
15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Pro

15

His

Leu

Ser

Asn

val

Gly

Ser

80

Pro

Gly

Asn

val

Gly



ES 2701746 T3

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Ala Ile Ser Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Tyr Thr Asn Trp Pro Pro
85 90 95

Arg Leu Thr Phe Gly Gly Gly Ser Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val
100 105 110

Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys
115 120 125

Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn FPhe Tyr Pro Arg
130 135 140

Glu Rla Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala leu Gln Ser Gly Asn
145 150 155 160

Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser
165 170 175

Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys
180 185 190

Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr
195 200 205

Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 124
<211> 109
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> [nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 124
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Asp His Asn
20 25 30

Leu 2la Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Val
35 40 45

84



10

ES 2701746 T3

Tyr Ser Ala Ser Thr Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala

50

55

60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Ala Ile Ser

65

70

75

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Tyr Thr

85

90

Arg Leu Thr Phe Gly Gly Gly Ser Lys Val Glu Ile

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

<220>

<221>
<223>

<400>

125
216
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

125

Glu Ile Val

1

Glu

Leu

Tyr

sSer

65

Glu

Ala

Ser

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Leu

Ala

Gly
130

Ala

35

Ala

Ser

Phe

Thr

Pro

115

Thr

100

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe

100

Ser

Ala

Thr

5

Leu

Gln

Thr

Thr

val

85

Gly

val

Ser

105

Gln Ser Pro Ala Thr Leu

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Gly

Phe

val

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Ile

val
135

Arg

Fro

40

Thr

Thr

Cys

Ser

Phe

120

Cys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Lys

105

Pro

Leu

10

Ser

Gln

Ile

Ala

His

90

Val

Pro

Leu

85

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Glu

Ser

Asn

Ser

Ser

Fro

Ala

60

Ser

Thr

Ile

Asp

Asn
140

Arg Phe Ser Gly

Ser

Asn

Lys

val

val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Lys

Glu

125

Phe

Leu Gln Ser

Trp Pro

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Arg

110

Gln

Tyr

95

Pro

15

His

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Thr

Pro

30

Pro

Gly

Asn

val

Gly

Ser

80

Pro

Val

Lys

Arg



10

15

20

Glu

145

Ser

Leu

Val

Lys

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

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
210

Lys

Glu

Ser

Ala

195

Phe

126
109
PRT
Secuencia artificial

<220>

<221>
<223>

<400>

1

Glu

Leu

Tyxr

Ser

65

Glu

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

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético”

126
Glu Ile Val Leu

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Leu

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Thr

127
216
PRT
Secuencia artificial

<220>

Val

Ser

Thr

180

Cys

Asn

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe
100

Gln

val

165

Leu

Glu

Arg

Trp

150

Thr

Thr

Val

Gly

Lys

Glu

Thr

Glu
215

ES 2701746 T3

Val Asp Asn Ala Leu

155

Gln Asp Ser Lys Asp

170

Ser Lys Ala Asp Tyr

185

His Gln Gly Leu Ser

200

Cys

Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser

5

Leu

Gln

Thr

Thr

val

85

Gly

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Gly

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Lys
105

10

Ser Gln

Gln Ala

Ile Pro

Ala Ile

75

His Tyr
90

val Glu

86

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Thr

Ile

Gln

Ser

Glu

Ser
205

val

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Lys

Ser

Thr

Lys

190

Pro

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Gly

Tyr

175

His

Vval

Pro

15

His

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Asn

160

Ser

Lys

Thr

Gly

Asn

Val

Gly

Ser

g0

Pro



<221>
<223>

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 127
Ile Val Leu

Glu
1

Glu

Tyr

Ser

65

Glu

Ala

Ser

Glu

145

Ser

Leu

val

Lys

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Leu

Ala

Gly

130

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
210

Ala

35

Ala

Ser

Phe

Thr

Pro

115

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

195

Phe

<210> 128
<211> 109
PRT

<212>

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe

100

Ser

Ala

Vval

Ser

Thr

180

Cys

Asn

Thr

5

Leu

Gln

Thr

Thr

val

85

Gly

val

Ser

Gln

val

165

Leu

Glu

Arg

Gln

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Gly

Phe

Val

Trp

150

Thr

Thr

val

Gly

ES 2701746 T3

Ser Pro Ala Thr Leu

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Ile

val

135

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
215

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Ser

Phe

120

Cys

val

Gln

Ser

His

200

Cys

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Lys

105

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

185

Gln

10

Ser

Gln

Ile

Ala

His

90

Vval

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Ala

Gly

87

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Glu

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Thr

Ile

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyr

Ser

val

val

Arg

45

Arqg

Ser

Asn

Lys

Glu

125

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
205

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Phe

Arg

110

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

190

Pro

Pro
15

His

Ser

Gln

Pro

95

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

175

His

val

Gly

Asn

val

Gly

Ser

80

Pro

Val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr



10

15

20

<213>

<220>
<221>
<223>

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 128
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val

1

Glu

Leu

Tyr

Ser
65

Glu

Arg

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

<220>
<221>
<223>
<400>

1

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro

Ser
50

Gly

Leu

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Thr

129
216
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético”

129
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro ala Thr Leu Ser Val

35

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Phe
100

20

5

Leu

Gln

Thr

Thr

val

85

Gly

5

Ser Cys

Gln Lys

Arg Ala
55

Glu Phe
70

Tyr Tyr

Gly Gly

ES 2701746 T3

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Ser

40

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Lys
105

25

10

Ser Gln Ser Val

Gln Ala Pro Arg
45

Ile Pro Ala Arg
60

Ala Ile Ser Ser
75

His Tyr Thr Asn
90

Val Glu Ile Lys

10

45

88

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Ser

30

Pro

15

His

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asn

val

Gly

Ser

Pro

Pro Gly

15

Val Asp Ser Asn

Arg Leu Leu Val



10

Tyr

Ser
65

Glu

Arg

Ala

Ser

Glu
145

Ser

Leu

vVal

Lys

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Ser Ala
50

Gly Ser

Asp Phe

Leu Thr

Ala Pro
115

Gly Thr
130

Ala Lys

Gln Glu

Ser Ser

Tyr Ala
195

Ser Phe
210

130
109
PRT

Ser

Gly

Ala

Phe

100

sSer

Ala

Val

Ser

Thr

180

Cys

Asn

Thr

Thr

Val

85

Gly

val

Ser

Gln

val

165

Leu

Glu

Arg

Secuencia artificial

fuente

Arg

Glu

70

Tyr

Gly

Phe

Vval

Trp

150

Thr

Thr

Val

Gly

Ala
55

Phe

Tyr

Gly

Ile

Val

135

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
215

ES 2701746 T3

Thr

Thr

Ser

Phe

120

Cys

Val

Gln

Ser

His

200

Cys

Gly

Leu

Gln

Lys

105

Pro

Asp

Asp

Lys

185

Gln

Ile

ala

His

S0

Val

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Ala

Gly

Pro

Ile
75

Tyr

Glu

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

aAla

60

Ser

Thr

Ile

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyr

Ser

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

130

Arg

Ser

Asn

Lys

Glu

125

Fhe

Gln

Ser

Glu

Ser
205

Phe

Leu

Fhe

Arg

110

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

190

Pro

Ser

Gln

FPro

95

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

175

His

Val

Gly

Ser

80

Pro

Val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser FPro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly

1

5

10

15

Glu Arg ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Asp Ser asn

20

25

89

30



10

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Arg

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

Ala

Trp
35

Ser Ala

50

Gly

Asp

Leu

<220>

<221>
<223>

<400>

Ser

Phe

Thr

131
216
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

131

Tyr

ser

Gly

Ala

Phe
100

Gln

Thr

Thr

val

85

Gly

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Gly

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

ES 2701746 T3

Pro

40

Thr

Thr

Cys

sSer

Gly

Gly

Leu

Gln

Lys
105

Gln

Ile

Ala

His

90

val

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Glu

Pro Arg

Ala Arg

60

Ser Ser

Thr Asn

Ile Lys

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val

1

Glu

Lau

Tyr

Sar

€5

Glu

Arg

Ala

Arg

Ala

Ser

50

Gly

Asp

Leu

Ala

Ala

Trp

35

Ala

Sar

Phe

Thr

Pro
115

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe

100

Ser

5

Gln

Thr

Thr

val

85

Gly

Val

Ser

Gln

Arg

Glu

70

Tyr

Gly

Phe

Cys

Ly=s

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Tle

Arg

Pro

40

Thr

Thr

Cys

Ser

Phe
120

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Lys

105

Pro

10

Ser

Gln

Ile

Ala

His

90

val

Pro

90

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Glu

Ser

Ser Val

Pro Arg

45

Ala Arg

Ser Ser

Thr Asn

Ile Lys

Asp Glu
125

Leu

Phe

Leu

Phe

Ser

Asp

Leu

Phe

Leu

Tyr

Arg

110

Gln

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Thr

Leu

Val

Gly

Ser

Pro

Gly

Asn

Val

Gly

Ser

80

Pro

val

Lys
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15

Ser

Glu

145

Ser

Leu

val

Lys

Gly Thr

130

Ala Lys

Gln Glu

Ser Ser

Tyr Ala
195

Ser Phe

210

<210> 132
<211> 109

<212>
<213>

<220>

<221>
<223>

<400> 132
Glu Ile val Leu Thr Glan Ser Pro Ala Thr Leu

1

Glu

Leu

Tyr

Sear

65

Glu

Arg

Arg

Rla

Ser

50

Gly

Asp

Lau

<210> 133
<211> 455

PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Thr

Ala

val

Ser

Thr

180

Cys

Asn

Thr

20

Tyre

Sar

Gly

Ala

Fhe
100

Ser

Gln

val

165

Leu

Glu

Arg

5

Leu

Gln

Thr

Thr

Val

85

Gly

Val

Trp

150

Thr

Thr

val

Gly

Sar

Gln

Arg

Glu

T0

Tyr

Gly

val
135

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
215

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

ES 2701746 T3

Cys

val

Gln

Ser

His

200

Cys

Arg

Fro

40

Thr

Thr

Cys

Sar

Leu

Asp

Asp

Lys

185

Gln

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Lys
105

Leu Asn

Asn Ala
155

Ser Lys
170

Ala Asp

Gly Leu

10

Ser Gln

Gln Ala

Ila Pro

Ala Ile

75

His Tyr
20

Val Glu

91

Asn
140

Leu

Asp

Tyr

sSer

Ser

Ser

Fro

Ala

€0

Ser

Thr

Ilae

Phe

Gln

Ser

Glu

ser
205

Val

Val

Arg

Arg

Ser

ASsn

Lys

Tyr

Ser

Thr

Lys

190

Pro

Ser

Asp

30

Leu

Pha

Leun

Tyr

Pro

Gly

Tyr

175

His

val

FPro

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr

Gly

Asn

Val

Gly

Sar

a0

Prao



<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

PRT

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

133

Glu val Gln Leu

1

Ser

Ala

Thzr

Lys

65

Leu

Ala

Leu Arg Leu
20

Val His Trp
35

Leu Ile Ser
50

Gly Arg Phe

Gln Met Asn

Val Pro Gly
100

Asp Asn Trp Gly

Lys

Gly
145

115

Gly Pro Ser
130

Gly Thr Ala

Pro Val Thr Val

Thzr

Vval

Phe Pro Ala
180

Val Thr Val
195

val

5

Ser

Val

Tyxr

Thr

Ser

85

Pro

Gln

val

Ala

Ser

165

val

Pro

Gln

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Val

Gly

Phe

Leu
150

Trp

Leu

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Ile

Pro

135

Gly

Asn

Gln

Ser

ES 2701746 T3

Gly Gly Gly val val

Ala

Ala
40

Pro

Gly

Leu

120

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
200

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Ile

105

val

Ala

Leu

Gly

Ser

185

Leu

10

Gly

Gly

Gln

Asn

Asp

90

Phe

Thr

Pro

val

Ala

170

Gly

Gly

92

Leu

Lys

Tyxr

Ser

75

Thr

Pro

val

Ser

Lys

155

Leu

Leu

Thr

Thr

Gly

Tyzr

60

Lys

Ala

Pro

Ser

Ser

140

Asp

Thr

Tyzr

Gln

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Trp

Ser

125

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr
205

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyxr

Ser

110

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

130

Tyr

Gly
15

Ser

Trp

Ser

val

Tyxr

95

Tyr

Ser

Thzr

Pro

Val

175

Ser

Ile

Lys

Tyr

Val

val

Tyr

g0

Cys

Phe

Thr

Ser

Glu

160

His

Ser

Cys



Asn

Pra

225

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
305

Trp

Pro

Glu

Asn

Tle

385

Thr

Lys

Cys

Leu

val

210

Lys

Leu

Thr

val

Val

290

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

370

Ala

Thr

Leu

Ser

Sar
450

Asn

Ser

Leaeu

Leu

Ser

275

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

355

val

val

Pro

Thr

Val

435

Leu

His

Cys

Gly

Met

260

His

Val

Tyr

Gly

Tle

340

val

Ser

Glu

Pro

val

420

Met

Sar

Lys

Asp

Gly

245

Ile

Glu

His

Arg

Lys

325

Glu

Tyr

Leu

Trp

val
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Trp

425

His

Lys Phe

Lys Pro

Leu Thr
315

Lys Val
330

Lys Ala

Ser Arg

Lys Gly

Gln Pro

395

Gly Ser
410

Gln Gln

Asn His

Asn

Arg

300

val

Ser

Lys

Glu

Phe

380

Glu

Phe

Gly

Tyr

Trp

285

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
365

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
445

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

350

Met

Pro

Asn

Leu

val

430

Gln

val

Gln

Gln

Ala

335

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

415

Phe

Lys

Asp

Tyr

Asp

320

Arg

Lys

Asp

Lys

400

Ser

Ser

Ser

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Lys

1

5

10

102

15



10

Ser

Ala

Thr

Lys
65

Leu

Ala

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

1

Glu

Tyr

Ser
65

Glu

Pro

Val

Leu

50

Gly

Gln

val

Asn

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Pro

Trp
115

143
216
PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

143
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

Arg

Ala

Gly

50

Gly

Asp

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Gly

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

85

Pro

Gln

5

Arg

Asp

Ile

70

Leu

val

Gly

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Ile

Leu Ser Cys

Gln Gln Lys

Thr Arg Ala

55

Thr Asp Tyr

70

Val Tyr Tyr

85

ES 2701 746 T3

Ala

Ala

40

Ala

Arg

Pro

Gly

Leu
120

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Ile

105

val

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Gln

Gly

Gly

Gln

Asn

Asp

90

Phe

Thr

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

His
90

Pro

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Pro

val

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

103

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Pro

Ser

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Trp

Ser
125

Ser val

Val Ile

Pro Arg

Ala Arg

60

Thr Ser

Ser Asn

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Ser
110

Ser

Ser
30

Phe

Trp

Ser

Trp

Ser

val

Tyr

95

Tyr

Pro

15

His

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Phe

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Pro



10

Ser

Glu

145

Ser

Leu

val

Lys

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

Leu

aAla

Gly

130

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
210

<220>

<221>
<223>

<400>

Thr

Pro

115

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

185

Phe

144
109
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

144

Phe

100

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

180

Cys

Asn

Glu Ile Val Leu

1

Glu

Leu

Tyr

Ser
65

Arg Ala Thr

20

Ala Trp Tyr

35

Gly Ala Ser

50

Gly Ser Gly

Gly

val

Ser

Gln

val

165

Leu

Glu

Gly Gly

Ser Ile

Vval val
135

Trp Lys

150

Thr Glu

Thr Leu

Val Thr

Gly Glu
215

ES 2701 746 T3

Thr Lys
105

Phe Pro
120

Cys Leu

Val Asp

Gln Asp

Ser Lys
185

His Gln
200

Cys

Val

Pro

Leu

Asn

Ser

170

ala

Gly

Thr Gln Ser Pro Ala Thr

5

10

Leu Ser Cys Arg Ala Ser

25

Gln Gln Lys Pro Gly Gln

40

Thr Arg Ala Ser Gly Ile

55

Thr Asp Tyr Thr Leu Thr

70

Glu

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile
75

104

Ile

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyr

Ser

Ser

val

Pro

Ala

60

Thr

Lys

Glu

125

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
205

Val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Arg

110

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

130

Pro

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Thr

Pro

Gly

Tyr

175

His

Val

Pro

15

His

Leu

Ser

Gln

Val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro
80



10

ES 2701746 T3

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Tyr Ser Asn Trp Pro Pro

85

90

Arg Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

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

<220>

<221>
<223>

145
216
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 145
Glu Ile Val Met

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Ala

Ser

Glu

145

Ser

Arg

Ala

Gly

50

Gly

Asp

Leu

Ala

Gly

130

Ala

Gln

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Thr

Pro

115

Thr

Lys

Glu

100

Thr

20

Tyxr

Ser

Gly

Ala

Phe

100

Ser

Val

Ser

105

Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser

5

Leu

Gln

Thr

Thr

val

85

Gly

val

Ser

Gln

val
165

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Gly

Phe

val

Trp

150

Thr

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Ile

val
135

Lys

Glu

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Thr

Phe

120

Cys

val

Gln

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Lys

105

Pro

Leu

Asp

Asp

10

Ser Gln

Gln Ala

Ile Pro

Thr Ile

75

His Tyr
90

Vval Glu

Pro Ser

Leu Asn

Asn Ala

155

Ser Lys
170

105

val

Pro

Ala

60

Thr

Ser

Ile

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Lys

Glu

125

Phe

Gln

Ser

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Trp

Arg

110

Gln

Tyr

Ser

Thr

95

Pro

15

His

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr
175

Gly

Ile

Gly

Ser

80

Pro

Val

Lys

Axg

Asn

160

Ser



10

15

20

ES 2701746 T3

Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys
180 185 190

Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr
195 200 205

Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 146
<211> 109
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> [nota="Descripcién de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 146
Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Val Ile Ser His Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Thr Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Tyr Ser Asn Trp Pro Pro
85 90 95

Arg Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 147
<211> 455
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> [nota="Descripcién de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 147

106



Glu

Ser

Ala

Thr

Lys

65

Leu

Ala

Asp

Lys

Gly

145

Pro

Thr

val

Asn

Pro

225

Glu

val

Leu

Val

Leu

50

Gly

Gln

val

Asn

Gly

130

Gly

val

Phe

Val

val

210

Lys

Leu

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Pro

Trp

115

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

195

Asn

Ser

Leu

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Gly

Ser

Ala

val

Ala

180

val

His

Cys

Gly

val

Ser

vVal

Tyr

Thr

Ser

85

Pro

Gln

Val

Ala

Ser

165

Val

Pro

Lys

Asp

Gly
245

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

val

Gly

Phe

Leu
150

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

230

Pro

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Phe

Ile

Pro

135

Gly

Gln

Ser

Ser

215

Thr

Ser

ES 2701 746 T3

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Arg

Pro

Gly

Leu

120

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

200

Asn

His

val

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Glu

Ile

105

val

Ala

Leu

Gly

Ser

185

Leu

Thr

Thr

Phe

Gly

10

Gly

Gly

Gln

Asn

Asp

Phe

Thr

Pro

val

Ala

170

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

250

107

val

Leu

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Pro

val

Ser

Lys

155

Leu

Leu

Thr

val

Pro

235

Phe

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Pro

Ser

Ser

140

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

220

Pro

Pro

Gln

Phe

Leu
45

val

Trp

Ser

125

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

205

Lys

Cys

Pro

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ser

110

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

190

Tyr

Lys

Pro

Lys

Gly
15

Ser

Trp

Ser

val

Tyr

95

Tyr

Ser

Thr

Pro

Vval

175

Ser

Ile

val

Ala

Pro
255

Lys

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Phe

Thr

Ser

Glu

160

His

Ser

Cys

Glu

Pro

240

Lys



10

Gly

Asn
305

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile
385

Thr

Lys

Cys

Leu

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Thr Leu

Vval Ser
275

val Glu
290

Ser Thr

Leu Asn

Ala Pro

Pro Gln
355

Gln Val
370

Ala Val

Thr Pro

Leu Thr

Ser Vval
435

Ser Leu
450

148
125
PRT

Met

260

His

val

Tyr

Gly

Ile

340

val

Ser

Glu

Pro

val

420

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

325

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

405

Asp

His

Pro

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

148

Ser

Asp

Asn

val

310

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

390

Leu

Lys

Glu

Gly

Arg

Pro

Ala

295

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

375

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
455

ES 2701 746 T3

Thr

Glu

280

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

360

Leu

Asn

Ser

Arg

Leu
440

Pro

265

val

Thr

Vval

Cys

Ser

345

Pro

val

Gly

Asp

Trp

425

His

Glu val

Lys Phe

Lys Pro

Leu Thr

315

Lys Vval
330

Lys Ala

Ser Arg

Lys Gly

Gln Pro

395

Gly Ser
410

Gln Gln

Asn His

108

Thr

Asn

Arg

300

val

Ser

Lys

Glu

Phe

380

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

285

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

365

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
445

val

270

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

350

Met

Pro

Asn

Leu

val

430

Gln

vVal

vVal

Gln

Gln

Ala

335

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

415

Phe

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

320

Arg

Lys

Asp

Lys

400

Ser

Ser

Ser



10

Glu

Ser

Ala

Thr

Lys
65

Ala

Asp

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Glu Ile Val Leu

1

Glu Arg Ala Thr

Leu Ala Trp Tyr

Tyr Gly Ala Ser

Ser Gly Ser Gly

65

Val

Leu

val

Leu

50

Gly

Gln

Val

Asn

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Pro

Trp
115

149
216
PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético”

149

50

35

Leu

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Gly

20

Val

Ser

val

Tyr

Thr

Ser

85

Pro

Gln

Thr

5

Gln

Thr

Thr

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Val

Gly

Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser

Ser Cys Arg Ala Ser Gln Val

Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro

Arg Ala Ser Gly Ile Pro Ala

Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Thr

70

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Phe

Ile

55

ES 2701 746 T3

Ala

Ala

40

Ala

Arg

Pro

Gly

Leu
120

40

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Glu

Ile

105

val

25

Gly

Gly

Gly

Gln

Asn

Asp

90

Phe

Thr

10

109

vVal

Leu

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Pro

val

75

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Pro

Ser

60

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Trp

Ser
125

val

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ser
110

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

Gly

Ser

Trp

Ser

val

Tyr

95

Tyr

Pro

15

His

Leu

Ser

Gln

Lys

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Phe

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser
80



10

ES 2701746 T3

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Tyr Ser
85 90

Arg Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105

Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
115 120

Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 140

Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
145 150 155

Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp
165 170

Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
180 185

Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser
195 200

Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 150
<211> 109
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /[nota="Descripcién de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 150
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pr¢ Ala Thr Leu Ser
1§ 5 10

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Val
20 25

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro
35 40

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Ser Gly Ile Pro Ala
50 55 60

110

Asn

Lys

Glu

125

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
205

val

Ile

Arg

45

Arg

Phe

Arg

110

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

190

Pro

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Pro

95

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

175

His

val

Pro

15

His

Leu

Ser

Pro

val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr

Gly

Asn

Ile

Gly



ES 2701 746 T3

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Thr Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Tyr Ser Asn Phe Pro Pro
85 90 95

Arg Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 151
<211> 216
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 151
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Val Ile Ser His Asn

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Ala Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Thr Leu Thr Ile Thr Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln His Tyr Ser Asn Tyr Pro Pro
85 S0 95

Arg Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val
100 105 110

Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys
115 120 125

Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg
130 135 140

Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn
145 150 155 160

111



10

15

20

ES 2701746 T3

Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser

Leu

Ser

Ser

vVal Tyr Ala

195

Lys Ser Phe

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>

1

Glu

Tyr

Ser
65

Glu

Arg

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

<220>
<221>
<223>

<400>

210

152
109
PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

152
Glu Ile Val Leu Thr Gln

Arg

Ala

Gly

50

Gly

Asp

Ala

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Thr

153
450
PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

153

Thr
180

Cys

Asn

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe
100

165

Leu Thr Leu

Glu val Thr

Arg Gly Glu

5

Leu

Gln

Thr

Thr

val

85

Gly

Ser

Gln

Arg

Asp

70

Tyr

Gly

215

170

Ser Lys Ala Asp Tyr Glu

185

His Gln Gly Leu Ser Ser

200

Cys

205

Ser Pro Ala Thr leu Ser Val

Cys

Lys

Ala

Gly

Arg Ala
25

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Leu

Cys Gln

Thr Lys
105

10

Ser

Gln

Ile

Thr

His

90

val

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Glu

112

vVal

Pro

Ala

60

Thr

Ser

Ile

Ile

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Lys

Thr

Lys

190

Pro

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Tyr

Tyr
175

His

val

Pro

15

His

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Ser

Lys

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser

80

Pro



Glu

Ser

Gly

Gly

Gln

65

Ala

Gly

Phe

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys
225

val

Met

Ile

Gly

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Pro

130

Gly

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Gln

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Val

Arg

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

Leu

val
20

Trp

Ile

val

Arg

Gln

100

val

Ala

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gln

Thr

Pro

Val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Leu

val

Ser

Lys

150

Leu

Leu

Thr

val

Pro
230

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

ES 2701 746 T3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Lys

Ser

120

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Ala

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Gly

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

Tyr

Ser

Thr

Pro

val

170

Ser

Ile

val

Ala

val

Ser

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

Ser

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro
235

113

Lys

Ile

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

His

Lys

Gly

140

Pro

Thr

vVal

Asn

Pro

220

Glu

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Val

His

Gly

125

Gly

val

Phe

val

vVal

205

Lys

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Gly

15

Asn

Trp

Lys

val

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

vVal

Ala

175

val

His

Cys

Gly

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

val

Ala

Ser

160

val

Pro

Lys

Asp

Gly
240



10

Pro

Ser Val

Ser Arg Thr

Asp

Pro Glu

275

Asn Ala Lys

290

Val Val Ser

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu
385

Tyr Lys

Thr Ile

Leu Pro

355

Cys Leu
370

Ser Asn

Leu Asp Ser

Lys

Ser Arg

Glu Ala Leu

Gly

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

<220>
<221>
<223>

435

Lys
450

154
120
PRT

Phe

Pro

260

Val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

Val

Gly

Asp

Trp

420

His

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

405

Gln

Asn

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

vVal

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

Gln

His

Pro

Thr

Asn

Arg

295

Val

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

Phe

Gly

Tyr

ES 2701 746 T3

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
440

Lys

Val
265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Met

Pro

Asn

val
425

Gln

Pro

250

vVal

val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

410

Phe

Lys

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Ser

Ser

114

Asp

Asp

Gly

Asn
300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

Lys

Cys

Leu

Thr

vVal

val

285

Ser

Ala

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
445

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

val

val

Pro

Thr

val

430

Leu

Met

255

His

vVal

Tyr

Gly

Ile

335

val

Ser

Glu

Pro

val

415

Met

Ser

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

400

Asp

His

Pro
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15

ES 2701746 T3

<400> 154
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro
1 L 10

Ser Met Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Ser Ile Phe Ser
20 25 30

Gly Ile Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu
35 40 45

Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Ala Ala Asn Tyr Ala Gln

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr
65 70 75

Met Glu Val Arg Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr
85 90

Ala Arg Arg Gln Gln Leu Tyr Lys Gly Tyr Tyr His His Trp
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 155
<211> 216
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 155
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser
1 5 10

Glu Arg Val Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ala
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Arg Leu
35 40 45

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Asp Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe
50 55 60

115

Gly
15

Asn

Trp

Lys

val

Tyr

95

Gly

Pro

15

Asn

Leu

Ser

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

Gly

Asn

Ile

Gly



ES 2701 746 T3

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Ser
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Asn Trp Pro Pro
85 90 95

Met Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val
100 105 110

Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys
115 120 125

Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg
130 135 140

Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn
145 150 155 160

Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser
165 170 175

Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys
180 185 190

Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr
185 200 205

Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 156
<211> 109
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> [nota="Descripcién de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 156
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Ser Pro Gly
3. 5 10 15

Glu Arg Val Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ala Asn Asn
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

116



10

ES 2701 746 T3

Tyr Gly Ala Ser Thr Arg Asp Thr Gly Ile

50

55

Pro

Ala
60

Arg

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser

65

70

75

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn

85

90

Met Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu

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

<220>
<221>
<223>

<400>

157
450
PRT

100

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

157

Gln Val Gln Leu Val

1

Ser Met Lys

Gly Il

e Ser
35

Gly Gly Ile

50

Gln Gl
65

Met Gl

y Arg

u Val

Ala Arg Arg

Gly Thr Leu

115

Phe Pro Leu
130

val
20

Trp

Ile

val

Arg

Gln

100

Val

Ala

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gln

Thr

Pro

Gln

Cys

Arg

Ile

Ile
70

vVal

Ser

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

Ser
135

105

Glu

Gly Ala Gly Val

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Lys

Ser

120

Lys

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Gly

105

Ala

Ser

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

Tyr

Ser

Thr

Ser

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Tyr

Thr

Ser

117

Ile

Lys

Ile

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

His

Lys

Gly
140

Asn

Lys

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

His

Gly

125

Gly

Phe Ser Gly

Leu Gln Ser

Trp

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

110

Pro

Pro

Gly
15

Asn

Trp

Lys

val

Tyr

95

Gly

Ser

Ala

80

Pro

Ser

Tyr

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

val

Ala



Leu

145

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

225

Pro

Ser

Asp

Asn

val

305

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

290

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

370

Ser

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

His

Val

Thr

Glu

275

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Leu

Gly

Ser

180

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

260

val

Thr

val

Cys

Ser

340

Pro

val

Gly

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Phe

Vval

Phe

Pro

Thr

310

val

Ala

Arg

Gly

Pro

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

val

Ser

Lys

Glu

Phe

375

Glu

ES 2701 746 T3

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

280

Glu

Leu

Gly

Glu

360

Tyr

Asn

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Lys

Pro

Lys

Vval

265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Met

Pro

Asn

Pro

val

170

Ser

Ile

val

Ala

Pro

250

val

val

Gln

Gln

Ala

330

Pro

Thr

Ser

Tyr

Glu

155

His

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

315

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

118

Pro

Thr

val

Asn

Pro

220

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
300

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

380

Thr

val

Phe

val

val

205

Lys

Leu

Thr

val

val

285

Ser

Leu

Pro

Gln

365

Ala

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asn

Ser

Leu

Leu

Ser

270

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

350

Val

val

Pro

Val

Ala

175

val

His

Cys

Gly

Met

255

His

val

Tyr

Gly

Ile

335

Vval

Ser

Glu

Pro

Ser

160

val

Pro

Lys

Asp

Gly

240

Ile

Glu

His

Arg

Lys

320

Glu

Tyr

Leu

Trp

val



10

15

385

Leu Asp

Lys Ser

Glu Ala

Gly Lys
450

390

ES 2701 746 T3

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr

405

410

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe

420

425

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

435

<210> 158
<211> 120
<212> PRT

<213>

<220>
<221>
<223>

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético”

<400> 158
Gln Val Gln Leu Val Gln

1

Ser Met

Gly Ile

Gly Gly

50

Gln Gly

65

Met Glu

Ala Arg

Gly Thr

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Vval

Arg

Leu
115

<210> 159
<211> 455
<212> PRT

val
20

Trp

Ile

val

Arg

Gln

100

val

Secuencia artificial

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Gln

Thr

Cys

Arg

Ile

Ile

70

Leu

Leu

Val

440

395

Ser Lys Leu

Ser Cys Ser

Ser Leu Ser

445

Ser Gly Ala Gly Val Lys Lys

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Tyr

Ser

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Lys

Ser
120

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Gly
105

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

Tyr

119

Ser

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Tyr

Ile

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

His

Phe

Leu

45

Ala

Ser

vVal

His

Thr

val

430

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

val
415

Met

Ser

Gly

15

Asn

Trp

Lys

val

Tyr

95

Gly

400

Asp

His

Pro

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln



<213>

<220>
<221>
<223>

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 159
Gln Val Gln Leu

1

Ser

Gly

Gly

Ala

Asp

Lys

Gly

145

Pro

Thr

val

Asn

val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Tyr

Gly

130

Gly

val

Phe

val

val

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Val

Ala

Trp

115

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

195

Asn

val
20

Trp

Ser

val

Arg

Met

100

Gly

Ser

Ala

val

Ala

180

vVal

His

ES 2701 746 T3

Val Gln Ser Gly Ala Glu

5

Ser Cys

Val Arg

Ala Tyr

Thr Leu

70

Ser Leu

Ile Gln

Gln Gly

Val Phe

Ala Leu

150

Ser Trp

165

Val Leu

Pro Ser

Lys Pro

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Gly

Thr

Pro

135

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

Ala

40

Gly

Thr

Ser

val

Leu
120

Ser

Ser

Ser

200

Asn

Ser

Pro

Asn

Asp

Asp

val

105

val

Ala

Leu

Gly

Ser

185

Leu

Thr

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Thr

Thr

Pro

val

Ala

170

Gly

Gly

Lys

Leu

Tyr

Gln

His

Ser

75

Ser

Leu

vVal

Ser

Lys

155

Leu

Leu

Thr

Val

120

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ser

Ser

140

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

Arg

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Leu

Ser

125

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

205

Lys

Pro

Asn

30

Glu

Lys

Thr

Tyr

Arg

110

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

190

Tyr

Lys

Gly

15

Asn

Trp

Asn

Ala

Phe

Pro

Ser

Thr

Pro

vVal

175

Ser

Ile

Val

Ala

Tyr

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Thr

Ser

Glu

160

His

Ser

Cys

Glu



Pro

225

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn
305

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

385

Thr

Lys

Cys

210

Lys

Leu

Thr

Val

vVal

290

Ser

Ala

Pro

Gln

370

Ala

Thr

Ser

Ser
450

Ser

Leu

Leu

Ser

275

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

355

val

val

Pro

Thr

val

435

Leu

Cys

Gly

Met

260

His

Val

Tyr

Gly

Ile

340

Val

Ser

Glu

Pro

Vval

420

Met

Ser

Asp

Gly

245

Ile

Glu

His

Arg

Lys

325

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

405

Asp

His

Pro

Lys

230

Pro

Ser

Asp

Asn

val

310

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

390

Leu

Lys

Glu

Gly

215

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

295

val

Tyr

Leu

Cys

375

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
455

ES 2701 746 T3

His

val

Thr

Glu

280

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

360

Asn

Ser

Arg

Leu
440

Thr

Phe

Pro

265

Val

Thr

val

Cys

Ser

345

Pro

vVal

Gly

Asp

Trp

425

His

Cys

Leu

250

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

330

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

410

Gln

Asn

Pro

235

Phe

val

Phe

Pro

Thr

315

val

Ala

Arg

Gly

Pro

395

Ser

Gln

His

121

220

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

300

val

Ser

Lys

Glu

Phe

380

Glu

Phe

Gly

Tyr

Cys

Pro

Cys

Trp

285

Glu

Asn

Gly

Glu

365

Tyr

Asn

Phe

Asn

Thr
445

Pro

Lys

val

270

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

350

Met

Pro

Asn

Leu

val

430

Gln

Ala

Pro

255

val

Val

Gln

Gln

Ala

335

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

415

Phe

Lys

Pro

240

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

320

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

400

Ser

Ser

Ser
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15

20

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

<220>

<221>
<223>

160
125
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 160
Gln Val Gln

1

Ser

Gly

Gly

Glu
65

Asp

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

Val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

Tyr

<220>

<221>
<223>

<400>

Lys

Asn

35

Ile

Arg

val

Ala

Trp
115

161
216
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

161

Leu Val Gln

val
20

Trp

Ser

val

Arg

Met

100

Gly

5

Ser

val

Ala

Thr

Ser

85

Ile

Gln

Cys

Arg

Tyr

Leu

70

Leu

Gln

Gly

Ser

Lys

Gln

Thr

55

Thr

Arg

Gly

Thr

ES 2701 746 T3

Gly

Thr

Ala

40

Gly

Thr

Ser

val

Leu
120

Ala Glu Leu

Ser

25

Pro

Asn

Asp

Asp

val

105

val

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Thr

Thr

Tyr

Gln

His

Ser

75

Ser

Leu

val

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Tyr

Ser

Arg

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Leu

Ser
125

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala

1

5

10

Pro

Asn

30

Glu

Lys

Thr

Tyr

Arg
110

Gly
15

Asn

Trp

Asn

Ala

Phe

95

Pro

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ser Val Gly

15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Gly Asn Trp

20

25

30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

122
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35

Tyr Lys Val Ser

50

Ser Gly Ser Gly

65

Asp Asp Phe Ala

Gly Phe Thr Phe

100

Ala Ala Pro Ser

115

Ser Gly Thr Ala
130

Glu Ala Lys Val

145

Ser Gln Glu Ser

Leu Ser Ser Thr

180

val Tyr Ala Cys

195

Lys Ser Phe Asn
210

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

<220>
<221>
<223>

<400>

162
109
PRT

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Val

Ser

Gln

val

165

Leu

Glu

Arg

Secuencia artificial

fuente

Leu

Glu

70

Tyr

Gln

Phe

vVal

Trp

150

Thr

Thr

val

Gly

Glu

55

Phe

Tyr

Gly

Ile

Val

135

Lys

Glu

Thr

Glu
215

ES 2701 746 T3

40

Ser

Thr

Cys

Thr

Phe

120

Cys

val

Gln

Ser

His

200

Cys

Gly

Leu

Gln

Lys

105

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

185

Gln

val

Thr

Arg

90

Leu

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Ala

Gly

Pro

Ile

75

Tyr

Glu

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

Ser

60

Asn

Thr

Ile

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyr

Ser

45

Arg

Ser

Ser

Lys

Glu

125

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
205

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

162

Phe

Leu

Asn

Arg

110

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

190

Pro

Ser

Gln

Ser

95

Thr

Pro

Gly

Tyr
175

His

val

Gly

Pro

80

Gln

val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
15

1

5

10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Gly Asn Trp

123



10

20
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35
Tyr Lys Val Ser Thr Leu Glu
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe
65 70
Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr
85
Gly Phe Thr Phe Gly Gln Gly
100
<210> 163
<211> 452
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223>
<400> 163

Gln Val Gln Leu

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

val

Asp

Val

Ile

Trp

50

Gly

Glu

Arg

val

Lys Val

20

His Trp

Ile Asn

Arg Val

Leu Asp

Trp Arg
100

Trp Gly

Val Gln Ser
5

Ser Cys Lys

Val Arg Gln

Pro Asn Phe
55

Thr Met Thr
70

Arg Leu Ile
85

Ala Ala Ala

Gln Gly Thr

ES 2701 746 T3

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Thr

25

Gly Lys Ala

Gly Val Pro

Leu Thr Ile

75

Gln Arg Tyr

90

Lys Leu Glu

105

Pro

Ser

Asn

Thr

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Lys

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

Gly Ala Glu Val Lys Gln

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

val

Leu

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Asp

Ile

105

val

10

Gly

Gly

Thr

Ala

Asp
30

Tyr

Gln

His

Ser

75

Thr

Asp

vVal

124

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gln

Ser

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Phe

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Asn

Pro

Asn

30

Glu

Thr

Tyr

Tyr

110

Ala

Leu

Ser

Gln

Ser

Gly
15

Ala

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Lys

Ser

Ile

Gly

Pro

Gln

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Met

Thr



Lys

Glu

145

Pro

Thr

val

Asn

Ser

225

Gly

Gln

Val

Tyr

305

Gly

Ile

vVal

Gly

130

Ser

Val

Phe

val

val

210

Lys

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

115

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

195

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp

275

Asn

vVal

Glu

Lys

Thr
355

Ser

Ala

Val

Ala

180

val

His

Gly

Ser

260

Pro

Ala

val

Tyr

Thr
340

val

Ser

165

val

Pro

Lys

Pro

val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pro

Phe

Leu

150

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

230

Phe

Pro

val

Thr

val

310

Cys

Ser

Pro

Pro

135

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

215

Cys

Glu

Gln

Lys

295

Lys

Lys

Ala

ES 2701 746 T3

120

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

200

Asn

Pro

Phe

Val

Phe

280

Pro

Thr

val

Gln
360

Ala

Leu

Gly

Ser

185

Leu

Thr

Ser

Pro

Thr

265

Asn

val

Ser

Lys

345

Glu

Pro

Val

Ala

170

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro
250

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Cys

Lys

155

Leu

Leu

Thr

vVal

Pro

235

Lys

vVal

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Met

125

Ser

140

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

220

Ala

Pro

Val

val

Gln

300

Gln

Gly

Pro

Thr

125

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

205

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

285

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys
365

Ser

Phe

Gly

Leu

190

Tyr

Thr

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Thr

Pro

Val

175

Ser

Thr

Arg

Phe

Thr

255

Val

val

Ser

Leu

Ser

335

Pro

Gln

Ser

Glu

160

His

Ser

Cys

Glu

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

320

Ser

Gln

vVal



10

Ser Leu Thr Cys Leu Val
370

Glu Trp Glu Ser Asn Gly
385 390

Lys
375

Gln

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly

405

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln

420

Met His Glu Ala Leu His
435

Ser Leu Gly Lys
450

<210> 164
<211> 125
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 164
Gln Val Gln Leu Val Gln
1 5

Ser Val Lys Val Ser Cys
20

Tyr Ile His Trp Val Arg
35

Gly Trp Ile Asn Pro Asn
50

Gln Gly Arg Val Thr Met
65 70

Met Glu Leu Asp Arg Leu
85

Val Arg Trp Arg Ala Ala
100

Asn

ES 2701 746 T3

Gly Phe

Pro Glu

Ser Phe

Tyr Pro

Asn Asn
395

Phe Leu
410

Glu Gly Asn Val

425

His Tyr Thr Gln

440

Ser

380

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Ser Gly Ala Glu Val Lys

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Ile

Ala

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Gly

Arg Asp

Ser Asp

val Ile
105

10

Gly Tyr

Gly Gln

Thr His

Ala Ser

75

Asp Thr
90

Met Asp

126

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gln

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
445

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Phe

Ile

Thr

Arg

Cys

430

Leu

Pro

Asn

30

Glu

Arg

Thr

Tyr

Tyr
110

Ala

Thr

Leu

415

Ser

Ser

Gly

15

Ala

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Lys

val

Pro

400

Thr

val

Ala

Tyr

Phe

Tyr
80

Cys



10

ES 2701 746 T3

Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220>

<221>
<223>

<400>

115

165
219
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

165

Ser Ser Glu

1

Arg

Pro

Ile

Gly

Ser

Asn

Gln

Tyr

145

Ser

Thr

Val

Val

Tyr

50

Ser

Glu

Gly

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

Thr

Ser

35

Ser

Lys

Asp

Pro

Val

115

Lys

Arg

Asn

Ser

120

Leu Thr Gln Pro Pro Ser Ala

Ile
20

Trp

Asn

Ser

Glu

vVal

100

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu
180

5

Ser

Tyr

Thr

Gly

Ala

85

Phe

Ala

Gly

Ala

Gln

165

Ser

Cys

Gln

Glu

Thr

70

Asp

Gly

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ser

Gln

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ala

135

Val

Ser

Thr

Gly

Val

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Val

120

Ser

Gln

val

Leu

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr

105

Phe

Val

Trp

Thr

Thr
185

10

Thr

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Lys

Ile

Val

Lys

Glu

170

Leu

Ser

Ser

Thr

val

Ala

75

Ala

val

Phe

Cys

val

155

Gln

Ser

127

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

125

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

val

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Asp

Leu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp
190

Gly

15

Tyr

Leu

Phe

Leu

Thr

95

Gly

Asp

Asn

Leu

Asp

175

Tyr

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu

Gln

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu
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15

20

25

ES 2701 746 T3

Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser

195

200

Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210> 166
<211> 110
<212> PRT

<213>

<220>
<221> fuente

<223>

<400> 166
Ser Ser Glu Leu

1

Arg

Pro

Ile

Gly

65

Ser

Asn

vVal Thr

Val Ser
35

Tyr Ser

50

Ser Lys

Glu Asp

Gly Pro

<210> 167
<211> 447
<212> PRT

<213>

<220>
<221> fuente

<223>

<400> 167
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

1

Ile
20

Trp

Asn

Ser

Glu

Val
100

215

Secuencia artificial

Thr Gln Pro
5

Ser Cys Ser

Tyr Gln Gln

Thr Glu Arg
55

Gly Thr Ser
70

Ala Asp Tyr
85

Phe Gly Gly

Secuencia artificial

5

Pro

Gly

val

40

Pro

Ala

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Thr
105

Ala

10

Thr

Gly

Gly

Leu

Ala

90

Lys

10

Ser

Ser

Thr

val

Ala

75

Ala

val

Gly

Asn

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Thr

205

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

Thr

Ile

Pro

45

Asp

Ser

Asp

val

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

Pro

Gly

30

Lys

Arg

Gly

Leu
110

Gly

15

Tyr

Leu

Phe

Leu

Thr
95

15

Gln

Asn

Leu

Ser

Gln

80

Leu

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Leu Ile Gly Thr Gly

128



Ser

Trp

Leu

65

Phe

Cys

Gly

Phe

Leu
145

Trp

Leu

Ser

Pro

Pro

225

Phe

Pro

Tyr

Ile

50

Lys

Leu

Ala

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

210

Cys

Leu

Glu

Tyr

35

Gly

Ser

Lys

Arg

Leu

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser

195

Asn

Pro

Phe

Val

20

Trp

Ser

Arg

Leu

Tyr

100

val

Ala

Leu

Ser

180

Leu

Thr

Ser

Pro

Thr
260

Gly

Ile

Val

Arg

Asn

Thr

Pro

val

Ala

165

Gly

Gly

Lys

Cys

Pro

245

Cys

Trp

Ser

Thr

70

Ser

Trp

Val

Cys

Lys

150

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

230

Lys

Val

Ile

Tyr

55

Ile

val

Gly

Ser

Ser

135

Asp

Thr

Tyr

Lys

Asp

215

Ala

Pro

Val

ES 2701 746 T3

Arg

40

Ser

Ser

Thr

Ile

Ser

120

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

200

Lys

Pro

Lys

Val

25

Gln

Gly

Asp

Ala

Arg

105

Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

185

Tyr

Thr

Glu

Asp

Asp
265

Thr Pro

Ser Thr

Asp Thr
75

Ala Asp
90

Tyr Phe

Ser Thr

Thr Ser

Pro Glu
155

Val His
170

Ser Ser

Thr Cys

Arg Glu

Phe Leu

235

Thr Leu
250

Val Ser

129

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Asp

Lys

Glu

140

Pro

Thr

val

Asn

Ser

220

Gly

Gln

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Phe

Gly

125

Ser

Vval

Phe

val

val

205

Lys

Gly

Ile

Glu

30

Gly

His

Asn

Gln

110

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

190

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp
270

Pro

Gln

Tyr

95

Gly

Ser

val

Ala

175

val

His

Gly

Ser

Arg

255

Pro

Glu

Ser

Leu

80

Tyr

Arg

val

Ala

Ser

160

Val

Pro

Lys

Pro

val

240

Thr

Glu



10

val

Thr

val
305

Cys

Ser

Pro

val

Gly
385

Trp

His

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Gln Phe
275

Lys Pro
290

Leu Thr

Lys Val

Lys Ala

Ala Gln
355

Lys Gly
370

Gln Pro

Gly Ser

Gln Glu

Asn His
435

168
120
PRT

Asn

val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

420

Tyr

Trp

Glu

Leu

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

405

Asn

Thr

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

168

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

390

Leu

val

Gln

val

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

Tyr

Phe

Lys

ES 2701 746 T3

Asp

280

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
440

Gly

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

425

Leu

val

Ser

Leu

Ser

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

410

Ser

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Ser

Gln

val

val

Pro

395

Thr

val

Leu

val

Tyr

300

Gly

Ile

Vval

Ser

Glu

380

Pro

vVal

Met

Ser

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
365

Trp

val

Asp

His

Leu
445

Asn

val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

430

Gly

Ala

val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

415

Ala

Lys

Lys

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Asn

Ser
400

Arg

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

1

5

10

15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Gly Leu Ile Gly Thr Gly

20

25

130

30



10

Ser Tyr

Trp Ile
50

Leu Lys

65

Phe Leu

Cys Ala

Gly Thr

Tyr

35

Gly

Sear

Lys

Arg

Leu
115

<210> 169
<211> 216
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<223> [nota="Descripcién de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 169
Asp Ile Gln Leu Thr Gln

1

Gln Pro

Asp Gly

Pro Arg
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Thr His

Ala

Phe

35

Arg

Phe

val

Trp

Ser

Arg

Leu

Tyr

100

val

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Gly

Ile

Val

Arg

85

Asn

Thr

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Leu

Trp

Ser

Thr

70

Ser

Trp

Val

Ser

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ile

Tyr

55

Ile

Val

Gly

Ser

Ser

Cys

Ser

Lys

55

Gly

Asp

Phe

ES 2701 746 T3

Arg Gln
40

Ser Gly

Thr Pro

Ser Thr

Ser Asp Asp Thr

Thr Ala

Ile Arg
105

Ser
120

Pro Leu

Arg Ser
25

Trp Tyr

40

Ile Ser

Ser Gly

Val Gly

Gly Glu
105

75

Ala Asp
90

Tyr Phe

Ser Pro
10

Ser Gln

His Gln

Asn Arg

Thr Asp

75

Val Tyr
90

Gly Thr

131

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Asp

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Phe

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Gly

His

Asn

Gln

Trp
110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Met

Glu
110

Met

Pro

Gln

Tyr

95

Gly

Leu

15

Tyr

Gln

val

Lys

Gln
95

Ile

Glu

Ser

Leu

80

Tyr

Arg

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ala

Lys



10

Pro Lys Ala Ala Pro

115

Leu Gln Ala Asn Lys

130

Pro Gly Ala Val Thr

145

Ala Gly Val Glu Thr

165

Ala Ala Ser Ser Tyr

180

Lys Ser Tyr Ser Cys

195

Thr Val Ala Pro Thr
210

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

<220>
<221>
<223>

<400>

170
112
PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

170

Ser Val

Ala Thr
135

Val Ala

150

Thr Thr

Leu Ser

Gln Val

Glu Cys
215

Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser

1

5

Gln Pro Ala Ser Ile

20

Asp Gly Phe Thr Tyr

35

Pro Arg Arg Leu Ile

50

Asp Arg Phe Ser Gly

65

Ser Arg Val Glu Ala

85

Ser Cys

Leu Ser

Tyr Lys
55

Ser Gly
70

Glu Asp

ES 2701 746 T3

Thr Leu
120

Leu Val

Trp Lys

Pro Ser

Leu Thr
185

Thr His
200

Ser

Pro Leu

Arg Ser
25

Trp Tyr

40

Ile Ser

Ser Gly

Val Gly

Phe Pro

Cys Leu

Ala Asp
155

Lys Gln
170

Pro Glu

Glu Gly

Ser Pro
10

Ser Gln

His Gln

Asn Arg

Thr Asp

75

val Tyr
90

132

Pro

Ile

140

Ser

Ser

Gln

Ser

Pro

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Ser

125

Ser

Ser

Asn

Trp

Thr
205

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Ser

Asp

Pro

Asn

Lys

190

val

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Met

Glu

Phe

val

Lys

175

Ser

Glu

Leu

Tyr

Gln

val

Lys

Gln
95

Glu

Tyr

Lys

160

Tyr

His

Lys

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

80

Ala



ES 2701746 T3

Thr His Trp Pro Leu Thr Phe Gly Glu Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

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

<220>
<221>
<223>

<400>

171

4

PRT

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

171

Ser Val Ser His

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

172

4

PRT

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

172

Ser Val Asp Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

173

4

PRT

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

173

Ser Val Ser Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

174

4

PRT

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

174

Ser Val Asp His

1

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

<220>
<221>
<223>

175

4

PRT

Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

133
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

<400>

175

Asn Phe Pro Pro

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

176

4

PRT

Secuencia artificial

fuente

ES 2701746 T3

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

176

Asn Tyr Pro Pro

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

177

4

PRT

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

177

Agn Trp Pro Pro

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

178

10

PRT

Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

178

Gly Phe Ala Phe His Asn Arg Ala Met His

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Ala Leu Ile Tyr Phe Asp Gly Ser Lys Gln Tyr Tyr Ala Asp Ser Val

1

5

179

18

PRT

Secuencia artificial

fuente

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

179

5

Lys Gly

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

<220>

180

19

PRT

Secuencia artificial

10

134



ES 2701746 T3

<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 180
Ala Val Fro Gly Fro Ile Phe Gly Ile Fhe Fro FPro Trp Ser Tyr Phe
1 5 10 15

Asp His Trp

<210> 181

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 181
Ala Val Pro Gly Pro Ile Phe Gly Ile Phe Pro Pro Trp Ser Tyr Phe
1 5 10 15

Agp His

<210> 182

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 182
Arg Ala Ser Gln Ser Val Asp Ser Asn Leu Ala
1 5 10

<210> 183

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 183
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser His Asn Leu Ala
1 5 10

<210> 184

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 184
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Asn Leu Ala
1 5 10

135



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2701746 T3

<210> 185

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 185
Arg Ala Ser Gln Ser Val Asp His Asn Leu Ala
1 5 10

<210> 186

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 186

Arg BRla Ser Gln Ser Val RAsp Ser Asn Leu Ala
1 5 10

<210> 187

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 187
Sar Ala Ser Thr Arg Ala Thr
1 5

<210> 188

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 188
Gln His Tyr Thr Asn Trp Pro Pro Arg Leu Thr
1 5 19

<210> 189

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 189
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Gln His Tyr Thr asn Tyr Pro Pro Arg Leu Thr

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

190

11

PRT

Secuencia artificial

fuente

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

190

Gln His Tyr Thr Asn Phe Pro Fro Arg Leun Thr

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

191

10

PRT

Secuencia artificial

fuente

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

191

Gly Leu Thr Phe Ser Ser Tyr Ala ¥Wal His

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

192

10

PRT

Secuencia artificial

fuente

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

192

Gly Pro Thr Phe Ser Ser Tyr Ala Val His

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Thr Leun Ile Ser Tyr Asp Gly Ala asn Gln Tyr Tyr Ala Asp Ssr Val

1

5

193

18

PRT

Secuencia artificial

fuente

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

193

5

Lys Gly

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

<220>

194

18

PRT

Secuencia artificial

10

137



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2701746 T3

<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 194

Ala Val Pro Gly Pro Val Phe Gly Ile Phe Pro Pra Trp Ser Tyr Phe
1 5 10 15

hsp RAsn

<210> 195

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 195
Arg Ala Ser Gln Val Ile Ser His Asn Leu Ala
1 5 10

<210> 196

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 196

Gly Ala Ser Thr Arg Ala Ser
1 5

<210> 197

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 197

Gln His Tyr Ser Asn Trp Pro Pro Arg Leu Thr
1 5 10
<210> 198

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 198

zln His Tyr Ser Asn Phe Pro Pro Arg Leu Thr
1 5 10
<210> 199

<211> 11

<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 199
Gln Hiz Tyr Sar A=n Tyr Pro Pro Arg Leu Thr
1 5 10

<210> 200

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 200

Gly Ser Ile Phe Ser Asn Tyr Gly Ile Ser
1 5 10

<210> 201

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 201
Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Ala Ala Azsn Tyr Ala Gln Ly= Phe
1 5 10 15

Gln Gly

<210> 202

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> [nota="Descripcidn de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 202
Ala Arg Arg Gln Gln Leu Tyr Lys Gly Tyr Tyr His His
1 5] 10

<210> 203

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 203
Arg Ala Ser Gln Ser Val Ala Asn Asn Leu Ala
1 5 10
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<223>

<400>

Gly ala Ser Thr arg Asp Thr

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

204

7

PRT

Secuencia artificial

fuente

ES 2701746 T3

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

204

L]
205
11

PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

205

Gln Gln Tyr Asn Agn Trp Pro Pro Mst Tyr Thr

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

206

10

PRT

Secuencia artificial

fuente

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

206

Gly Tyr Ser Phe Asn A=n Tyr Gly Ile Asn

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Gly Trp Ile Ser Ala Tyr Thr Gly Asn Thr His Tyr Ala Lys Asn Fhe

1

5

207

18

PRT

Secuencia artificial

fuente

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

207

5

Glu Gly

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

<220>
<221>
<223>

208

19

PRT

Secuencia artificial

fuente

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”
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<400>

Ala Arg Ala Met Tle Gln Gly Wal ¥Wal Thr Leun Tyr Leu Arg Fro Gly

1

208

5

A=zp Tyr Trp

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

<220>
<221>
<223>

<400>

209

11

PRT

Secuencia artificial

fuente

ES 2701746 T3

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

209

Arg Ala 8er Gln Ser Ile Gly Asn Trp Leu Ala

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Lys Val Sar Thr Leu Glu Ser

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

210

7

PRT

Secuencia artificial

fuente

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

210

5
211
11

PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

211

Gln Arg Tyr Thr Ser Asn Ser Gln Gly Phe Thr

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

5

212

10

PRT

Secuencia artificial

fuente

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

212

Gly Tyr Thr Phe Asn Ala Tyr Tyr Ile His

1

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

5

213

18

PRT

Secuencia artificial

10
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<220>
<221>
<223>

<400>

Gly Trp Ile Asn Pru Asn Phe Gly Gly Thr His Tyr Ala Arg Lys Fhe

1

fuente

ES 2701746 T3

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

213

5

Gln Gly

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Val Arg Trp Arg Ala Ala Ala Val Ile Met Asp Gln Phe Tyr Lys Met

1

214

18

PRT

Secuencia artificial

fuente

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

214

5

Asp Val

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Ser Gly Ser Thr Ser Asn Ile Gly Tyr Asn Pro Val Sar

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Zer A=n Thr Glu Arg Pro Sear

1

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

<220>
<221>
<223>

<400>

215

13

PRT

Secuencia artificial

fuente

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

215

5

216

7

PRT

Secuencia artificial

fuente

10

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

216

5
217
11

PRT
Secuencia artificial

fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

217

142



ES 2701746 T3

Ala Ala Trp Asp Asp Thr Leun As=n Gly Pro Val
1 5 10

<210> 218

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcidn de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 218
Gly Gly Leu Ile Gly Thr Gly Ser Tyr Tyr Trp Gly
1 5 10

<210> 219

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 219

Gly Ser Ile Ser Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr His Pro Ser Leu Lys
1 5 10 15

Jer

<210> 220

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 220
Ala Arg Tyr Asn Trp Gly Ile Arg Tyr Phe Asp Phe
1 5 10

<210> 221

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: péptido sintético"

<400> 221
Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr Asp Gly Phe Thr Tyr Leu Ser
1 5 10 15

<210> 222

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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ES 2701746 T3

Met Glmn Ala Thr His Trp Pro Leu Thr

<221> fuente
<223>
<400> 222
Lys Ile Ser Asn Arg Asp Ser
1 5
<210> 223
<211> 9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<221> fuente
<223>
<400> 223
1 5
<210> 224
<211> 566
<212> PRT
<213> Virus de la gripe A
<220>
<221> MOD_RES
<222> (239)..(240)
<223> Cualquier aminoacido
<400> 224
Met Lys Ala Ile Leu
1 5
Ala A=sp Thr Leu Cys
20
Yal Asp Thr Val Lau
35
Len Leu Glu Asp Lys
BD
Ala Pro Leu His Leu
65
Asn Pro Glu Cys Glu
85
¥al Glu Thr Pro Ser
100

Wal

Ila

Glu

His

Gly

Ser

Ser

Val

Gly

Ly=

Asn

1]

Lys

Leu

Asp

Leu

Tyr

Azn

40

Gly

Cys

Jer

AEn

Leu

His

25

Val

Lys

hen

Thr

Gly
105

Tyr

10

Rla

Thr

Lean

Ile

Ala

Thr

Thr

Az=n

val

Cys

Ala

TS

Ser

Cvys

144

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

/nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético"

Phe

Azn

Thr

Lys

&0

Gly

Ser

Tyr

Ala

Ser

Hi=

45

Trp

Trp

Pro

Thr

Thr

30

Sar

Arg

Ile

Ser

Gly
110

Rla

15

E=p

Val

Gly

Leu

Tyr

95

RBpR

Agn

Thr

Azn

Val

Gly

Ile

Fhe



Ile

Glu

Ser

145

Phe

Lys

Leu

Tyzr

Lys

225

Elu

Ile

Val

Thr

305

Dro

Asn

Phe

Asp

Arg

130

Asn

Tyr

Leu

Trp

Gln

210

Lya

Gly

Thr

His

220

Ser

Lys

Ile

Ile

Tyr

115

Phe

Lys

Lys

Sar

Ely

135

Agn

Phe

Arg

Phe

Glu

275

Asp

Leu

Tyr

Pro

Glu
385

E1lu

Glu

Gly

Aszn

Lys

180

Ile

ala

Lys

Met

Glu

260

Aryg

Cys

Pro

val

Ser

340

Gly

E1lu

Ile

val

Leu

155

Sar

His

Agp

Fro

Asn

245

Ala

Azn

Phe

Lys

328

Ile

Gly

Leu

Phe

Thr

150

Ile

Tyr

His

Ala

Glu

230

Tyr

Thr

Ala

Thr

Gln

310

ser

Gln

Trp

aArg

Pro

135

Ala

Trp

Ile

Pro

Tyr

215

Ile

Tyr

Gly

Gly

Thr

295

Asn

Thr

Ser

Thr

ES 2701746 T3

Glu

120

Lys

Ala

Leu

hzn

Ser

200

Val

Ala

Trp

AED

ser

280

Cys

Il=

Lys

Arg

Gly
380

Eln

Thr

Cys

Val

Asp

185

Thr

Phe

Ile

Thr

Len

265

Gly

Gln

His

Len

Gly

345

Met

Leu

Ser

Pro

Lys

170

Lys=

Sar

Val

ATy

Leu

250

Val

Ile

Thr

Pro

Arg

330

Leu

Val

145

Ser

Ser

His

155

Lys

=1y

Ala

Gly

Fro

235

Val

Val

Ile

Pro

Il=

315

Len

Phe

Asp

Ser

140

Ala

Gly

Lys=

As=p

Ser

220

Lys

Glu

Fro

Ile

Lys

300

Thr

Ala

Gly

Gly

Val

125

Pro

Gly

hsn

Glu

Gln

205

Ser

Val

Ero

ALg

Ser

2B5

51y

Il=

Thr

Ala

Trp
365

Ser

Azn

Ala

Ser

Val
130

Gln

Arg

Aryg

Gly

Tyr

270

Asp

Ala

Glv

Gly

Ile

350

Tyr

Ser

His=

Lys

Tyr

175

Leu

Sar

Tyr

Xaa

Asp

255

ala

Thr

Ile

Ly=s

Leun

335

Ala

Gly

Fhe

Asp

Ser

150

Fro

Val

Leu

Ser

Xaa

240

Lys

Fhe

Fro

Agn

Cvs

320

Arg

Gly

Tyr



10

Hais

Thr
385

Glu

Lau

Glu

Lys
485

Cys=

Ly=

hEn

Gln

Val
545

Gln

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

<400>

Hisz
370

Gln

Ly=

=1lu

AsSp

Arg

450

Val

Fhe

AsEn

Arg

Ile

530

Ser

Cys

225
562

Gln

AsSn

Met

Lys

Ile

435

Thr

Arg

Glu

Gly

Glua

515

Lau

Leun

Arg

PRT
Virus de la gripe A

225

B

Ala

A=En

Arg

420

Irp

Leu

Sar

Fhe

Thr

500

Glua

Ela

Gly

Il=

Elu

Ile

Thr

405

Ile

Thr

Asp

Gln

Tyr

485

Tyr

Il=

Ile

Ala

Cys
565

Met Ala Ile Ile Tyr

1

5

Gln

Asp

320

Gln

=lu

Tyr

Tyr

Leu

470

Hi=

AsSp

asp

Tyr

Ile

550

Il=

Leu

Gly

375

Glu

Fhe

Asn

AsSn

Hi=

455

Lys

Lys=

Tyr

Gly

Sar

535

Ser

ES 2701746 T3

Ser

Ila

Thr

Leu

Ala

440

Asp

Asn

Cy=

Fro

Val

520

Thr

Fhe

Gly

Thr

Ala

Asn

425

Glu

Ser

Asn

A=p

Ly=

505

Lys

Val

Trp

Tyr

A=n

Val

410

Lys

Leu

AsEn

Ala

Azn

490

Tyr

Leu

Rla

Ala

Ly=

395

Gly

Lys

Leu

Val

Lys

475

Thr

Sar

=lua

Sar

Cy=
555

Ala

380

Val

Ly=

Val

Val

Ly=

460

=lua

Cy=

Glu

Saer

Sar

540

Sar

Asp

A=n

Glu

Asp

Leu

445

AsEn

Il=

Mat

Glu

Thr

525

Lau

AsEn

Leu

Sar

Fhe

Asp

430

Lau

Leu

Gly

Glu

Ala

510

Arg

Val

Gly

Lys

Val

AEn

415

Gly

Glu

Tyr

Asn

Sar

495

Ly=

Il=

Lau

Sar

Ser

Ila

400

Hi=

Fhe

Asn

Glu

Gly

480

Val

Leu

Tyr

Val

Leu
560

Ilz Leu Leu Phe Thr ala Val Arg Gly asp

10

146

15



Gln

Thr

E1lu

Leu

£5

Glu

Lys

Tyr

Val

Gly

145

Ser

His=

Gly

Fro

225

Glu

Sar

Ila

Ila

Lys

50

Glu

Cy=s

=1lu

Glu

Liya

130

Sar

Val

Tyr

His

Thr

210

Glu

Fha

Cys

35

Thr

Leu

Asp

Asn

Glu
115

Ile

Trp

Asn

Pro

1985

Il=

SEar

Gly

Ile

20

Glu

His

Gly

Arg

Fro

100

Leun

Leu

Ala

Leu

Asn

180

A=n

Val

Ala

Trp

Asn
260

Gly

Arg

hsn

A=p

Len

£S5

Arg

Lys

Fro

Cys

Thr

165

Thr

hsp

ser

Thr

Thr

245

Leu

Tyr

A=n

Gly

Cys

10

Len

Agp

His

Lya

Ala

156

Lys

Ser

Glu

Val

Arg

230

Leu

Ile

Hi=

Yal

Lys

Ser

Ser

Gly

Len

Bap

135

Val

Lys

Gly

Thr

Gly

215

Leun

Leu

aAla

ES 2701746 T3

Ela

Thr

40

Leu

Ile

Val

Leu

Len

120

i!n:g

Sar

Gly

Glu

Glu

200

Thx

Lys

Asp

Fro

A=n

25

Yal

Cys

Ala

Fro

Cys

105

sar

Trp

Gly

Ser

Gln

185

Gln

Ser

Val

Glu
2E5

A=n

Thr

Lys

Gly

Glu

Tyr

sar

Thr

A=n

Asp

170

M=t

Arg

Thr

Agn

Trp
250

Tyr

147

Eer

His

Leu

Tre

15

Trp

Fro

Val

Gln

Fro

155

Tyr

Leu

Thr

Len

Gly

235

Asp

Gly

Thr

Ala

haEn

&0

Leu

Ser

Gly

Lys

His

140

Sar

Fro

Ile

Leu

Adn

220

Gln

Thr

Fhe

Glu

Ly=s

45

Gly

Leu

Tyr

Sar

His

125

Thr

Fhe

Val

Ile

Tyr

205

Lysd

Gly

Ila

Lys

Met

30

Asp

Ile

Gly

Il=

Fhe

110

Phe

Thr

Fhe

Ala

Trp

150

Gln

Ary

Gly

Azn

Ile
270

Val

Ile

Fro

A=n

Met

85

hsn

Glu

Thr

Arg

Lys

175

Gly

A=n

ser

Arg

Phea

255

Ser

Asp

Leu

Fro

Pro

go

Glu

hzp

Lys

Gly

As=n

160

Gly

Val

Val

Thr

Met

240

Glu

Lys



Glu

Phe
305

Lys

Ile

Gly

hABR

Fhe

385

Thr

Leu

Thr

A=p

Gln

465

Tyr

Tyr

Ile

=1y

Thr

2930

His

Ser

Glu

Trp

Gln

370

Asp

Gln

Glu

Tyr

Pha

450

Leu

His=

Asp

Ly=

Ser

275

Ly=

ABn

Glu

Ser

Gln

3858

Gly

Gly

Phea

ABD

Asn

435

Hi=

Aryg

Lys=

Tyr

Gly

Ser

Cy=

Val

Lys

Arg
340

Gly

Ser

Ile

Glu

Leu

420

Ala

A=p

Bap

Cys=

Pro

500

Val

=1y

Gln

His

Len

325

Gly

Met

Gly

Thr

Ala

405

Aen

Glu

Sar

nan

A=p

485

Lys=

Ly=

Ile

Thr

Pro

10

Wal

Leu

Val

Tyr

F-%5 11

390

Val

Lye

Leu

Az=n

Val

470

A=p

Tyr

Leu

Met

Pro

235

Leu

Leu

Fhe

ASD

ala

375

Lys

Gly

Lysa

Lau

Val

455

Ly=

Glu

Glu

Ser

ES 2701746 T3

Lys

280

Lau

Thr

Bla

Gly

Gly

360

Ala

Val

Lys

Met

Val

440

Ly=

Glu

Cys=

Glu

Ser

Thr

Gly

Ile

Thr

Ala

345

Trp

Asp

nsn

Glu

Glu

425

Leu

Azn

Leu

Mat

Glu

505

Met

xlua

Ala

Gly

Gly

330

Ile

Tyr

Lya

Ser

Pha

410

Asp

Mat

Lau

Gly

E=n

490

Sar

Gly

148

Gly

Ila

Glu

315

Len

Ala

Gly

Glu

Wal

385

Sar

Gly

Glu

Tyr

Ban

475

Sar

Ly=

Val

Thr

Azn

300

Cys

Arg

Gly

Tyr

Ser

380

Ile

E=n

Fhe

As=n

Azp

460

Gly

Val

Lau

Tyr

Leu

285

Thr

Pro

Asn

FPhe

His

365

Thr

z1lu

Leau

Leu

Glu

445

Ly=

Cvya

Azn

Gln

=1lua

Thr

Lvs

Val

Il=
350

His

Gln

Lys

Glu

Asp
430

Arg

Val

FPhe

Thr

Arg

510

Ile

Asn

Leau

Tvr

Fro

335

Glu

Ser

Lys

Mat

415

Val

Thr

Arg

Glu

Gly

495

Asn

Leu

Cys

FPro

Val

320

=ln

Gly

Asn

ala

¥-1.1
400

Arg

Irp

Leu

Mat

FPhe

480

Thr

Glu

Ala



ES 2701746 T3

515 220 S25

Ile Tyr Ala Thr Val Ala Gly Ser Leu Ser Leu Ala Ile Met Mst Ala
530 535 540

Gly Tle Ser FPhe Trp Mat Cy= Ser Asn Gly Ser leu Gln Cys Arg Ile
545 550 555 560

Cy= Ila

<210> 226
<211> 566
<212> PRT
<213> Virus de la gripe A

<400> 226
Met Lys Thr Ile Ile Ala Is=u Sear Tyr Ile Ieu Cys Leu Val Fhe Ala
1 ] 10 15

Gln Lyes Leu Pro Gly Asn Asp Asn Ssr Thr ala Thr Leu Cys Leu Gly
20 25 30

Hig His Ala Val Pro Asn Gly Thr Ile Val Lys Thr Ile Thr aAsn Asp
35 a0 45

Gln Ile Glu Val Thr Rsn Rla Thr Glu Lau Val Gln Sar Sar Sar Thr
50 55 a0

Gly Glu Ile Cys Asp Ser Pro His Gln Ile Leu asp Gly Lys Asn Cys

Thr Leu Ile Asp Ala Leu Leu Gly Asp Pro Gln Cys Asp Gly Fhe Gln
a5 20 85

Azn Ly=z Ly=s Trp Asp leu Phe Val Glu Arg Ser Ly=s ARla Tyr Ser Asn
LO0 105 110

Cys Tyr Pro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr aAla fSer Leu Arg Ser Leu Val
115 120 125

Ala Ser Ser Gly Thr Leu Glu Phe Asn Asn Glu Ser Fhe Asn Trp Thr
1390 135 140

Gly Val Thr Gln Asn Gly Thr Ser Se&r Ala Cys Ile Arg Arg Ser Lys
14% 150 155 180

Asn Ser Fhe FPhe Ser Arg Leu Asn Trp Ieu Thr His Leuw Asn Fhe Lys
165 170 175

149



Tyr

Fhe

Ser

225

Asn

Asp

Tyr

Fro

Pro
305

Cys

ALQ

Gly

Fhe

Ser

3BE

Il=

=1u

Fro

Tyr

Leu

210

Gln

Ile

Il=

Fhe

Il=

230

Agn

Pro

AsSn

Fhe

370

Thr

Gly

Val

Ala

Ile
155

Tvr

Gln

Fro

Leu

Lys

275

Gly

ASp

Arg

Val

Il=

355

His

Gln

Ly=s

=1u

Leu

180

Trp

Ala

Thr

Sar

Leu

260

Ile

Lys

Lysa

Tyr

Fro

340

Glu

Gln

aAla

Thr

Gly

Asn

Gly

Gln

Val

Arg
245

Il=

Arg

Cys

Pro

Val

325

Glu

Agn

Azn

aAla

Asn
405

Arg

Val

Val

Ala

Ser

230

Ila

B8N

Ear

Asn

Fhe

310

Lys

Lys

Gly

Eer

Ile

380

Glu

Ila

Thr

Hi=

Ser

215

Fro

Sar

Ser

Ser

235

Gln

Gln

Gln

Irp

Glu
375

ASpP

Ly=

Gln

ES 2701746 T3

Met

Hi=

200

Gly

Asn

Ila

Thr

Lys

280

Glu

Agn

Azn

Thr

Glu

360

Gly

Gln

Fhe

Asp

Fro

185

Fro

Arg

Ile

Tyr

Gly

265

Ear

Cys

Val

Thr

ALQ

345

Gly

Arg

Ile

His

Asn

Gly

Il=

Gly

Trp

250

A8n

Ear

Il=

Agn

Leu

330

Gly

Met

Gly

AsSn

Gln

410

=1lua

150

Asn

Thr

Thr

Ser

235

Thr

Leu

Ilea

Thr

Aryg

315

Lys

Il=

Val

Gln

Gly

385

Il=

Lys

Glu

Azp

Val
220

Arg

Ila

Il=

Mat

Fro

300

Il=

Leu

Fhe

Asp

Ala

380

Ly=

Glu

Tyr

Gln

Ly=

205

Ser

Fro

Val

ala

285

AsSn

Thr

Ala

Gly

Gly

365

Ala

Leu

Ly=

Val

Fhe

150

Azp

Thr

Arg

Ly=

Pro

270

Ear

Gly

Tyr

Thr

ala

350

Asp

AsSn

Glu

=lua

Asp

Gln

Lys

Wal

Fro

255

Arg

Rsp

sSer

Gly

Gly

335

Il=

Tyr

Leu

Arg

Fhe

415

Asp

Lys

Ila

Arg

Arg

240

Gly

Gly

Rla

Il=

ala

320

Met

ala

Gly

Lys

Leu

400

Ser

Thr



10

Lys Ile

Asn Eln
450

Glu Lys
465

Gly Cys

Ile Arg

Asn Asn

330

val ala
545

Aryg Cya

Asp

435

His

Thr

Phe

hgEn

Arg

515

Ile

Len

hsEn

<210> 227
<211> 568
<212> PRT

<213>

<400> 227

Met Glu
1

Agp Gln

Asp Thr

Leu Glu
50

Pro Leu
65

Lys

Ile

Ila
35

Lys

Il=

420

Leu

Thr

Lys

Lys

Gly
500

Phe

Leu

Len

Ile

ITle

Cy=

20

Mat

Lys

Leu

TIp

Ile

Lys

Il=

485

Thr

Gln

Trp

Gly

Cya
565

Virus de la gripe A

Val

5

Ile

Glu

Hisg

Rrg

Ser

Asp

Gln

470

Tyr

Tyr

Ile

Ile

Phe

550

Ile

Lau

Gly

Lys

Asn

Rap
0

Tyxr

Leu

455

Leu

His

Asp

Lys

Sar

535

Il=

Laun

Tyr

Azn

Elyy

Cys

ES 2701746 T3

Agn

440

Thr

Arg

Lys

Hisg

Gly

520

Phe

Met

Phe

Hig

Val

40

Lys

ger

425

Asp

Elu

Cvs

Asp

505

Val

Ala

Izp

Ala

Ala

25

Thr

Leu

val

Glu Leu

Ser Glu

Azn Ala
475

Asp Asn
430

Yal Tyzr

Elu Leu

Ila Ser

Ala Cys
555

Ile Val
10

Aen Asn

Val Thr

Cys Asp

Ala Gly
75

151

Leu

Meat

450

GElu

Ala

Ary

Lys

Cys

540

Glon

Ser

Ser

Hi=

Val

445

Asn

Asp

Cye

Asp

Sar

5325

Phe

Lys

Leun

Thre

Rla

45

hep

Leu

430

Ala

Lys

Met

Il=

Elu
510

Gly

Leu

Gly

Val

Glu

30

Gln

Ely

Leu

Leu

Leu

Gly

Gly

495

Ala

TIyr

Leu

ABD

Lys

15

Gln

Asp

WVal

Gly

zlu

Phe

Azn

480

Ser

Leu

Lys

Cys

Ile
560

Ser

Val

Ila

Lys

ABL

g0



Fro

Glua

Lyz=

Leu

145

Aryg

Lys

Gly

ABn

Leu

225

Arg

Fhe

Wal

Asn

Met

305

Tyr

Met

Lys

Tyr

ILle

120

Gly

Aan

Arg

ILle

Fro

210

Val

Met

Glu

Lys

Cys

230

Fro

Wal

Cya

Rla

Glu

115

Gln

Val

Val

Ser

His

1355

Thr

Fro

Glu

Ser

Lys

275

Asn

Fhe

Lys

Asp

ERen

100

Glu

Ile

Ear

Val

Tyr

180

His

Thr

Arg

Fhe

Asn

260

Gly

Thr

His

Ser

Glu

g5

Pro

Lau

Ils

Ear

Trp

163

Ez=n

Fro

Tyr

Ile

Fhe

245

Gly

Bsp

Ly=

Asn

BASn

Fhe

Val

Ly=

Fro

Rla
150

Leu

A=n

Asn

Il=

Ala

230

Irp

Asn

Ser

Cy=s

Il=

310

Arg

Il=

Aen

His=

Lys

135

Cys

Il=

Thr

Asp

Sar

215

Thr

Thr

Fhe

Thr

Gln

235

His

ES 2701746 T3

ASN

Aep

Leu

120

Ser

Pro

Ly=s

Asn

aAla

200

Val

Arg

Il=

Il=

Ila

280

Thr

Fro

Val

Val

Leu

105

Leu

sSer

Tyr

Lys

Gln

185

ala

Gly

Sar

Leu

ala

265

Mat

Fro

Leu

Fro

a0

Cys

Ear

Trp

Gln

Afn

170

Glu

Glu

Thr

Lys

Lys

250

Fro

Lys

Met

Thr

Ala

Glu

Tyr

Arg

Ser

Ely

155

Ser

Asp

Gln

Ser

Val

235

Fro

Glu

Ser

Gly

Ils

315

Thr

152

Itp

Pro

Ile

sSer

140

Lys

Thr

Thr

220

Asn

Asn

Tyr

31u

Ala

300

Gly

Gly

Ser

=1y

A=n

125

His

Eer

Leu

Ly=s

205

Leu

Ely

Asp

ala

285

Il=

Glu

TyTr

Asp

110

His=s

Glu

Ser

Fro

Val

130

Len

ASn

G1ln

aAla

Tyr
270

=1u

Asn

Cys

Ile

35

Fhe

Fhe

aAla

Fhe

Thr

175

Leu

Tyr

Gln

Ser

Il=

255

Lys

Tyr

Ser

Fro

Asn

Val

Azn

Glu

Ser

Fhe
160

Ile

Trp

Gln

Arg

Gly

240

Asn

Ile

Gly

Ser

Lys

320

Sear



Pro

Ala

Gly

zlua

a3s

Tle

Asn

Gly

Glua

Tyr

465

Aan

Sar

Arg

Tle

Lau

545

Sar

Gln

Gly

Tyr

370

Ser

Tle

Asn

Fhe

EAsn

450

Aszp

Gly

Val

Lau

Tyr

530

Ala

Leu

Arg

Phe

3k5

His

Thyr

Asp

Leun

Leu

435

Glua

Ly=

Cys

Arg

Ly=

515

Gln

Ila

Gln

Glu

340

Lle

His

Gln

Lys

Glua

420

Aap

Arg

Val

Phe

E=n

500

Arg

Ile

Mat

Cy=

325

Arg

Glu

Ser

Lys

Met
405

Arg

Val

Thr

Arg

Glu

435

Gly

Glu

Leu

Val

Arg
565

Arg

Gly

Asn

Ala

380

Asin

Arg

Trp

Leu

Lau

470

Phe

Thr

Glu

Ser

Ala

550

Ile

Arg

Gly

Glu

375

Tle

Thyr

Ila

Thr

Asp

455

Gln

Tyr

Tyr

Ila

Ile

535

Gly

Cy=

ES 2701746 T3

Lys

Trp

360

Gln

Asp

Gln

Glu

Tyr

440

FPhe

Lau

His

E=p

Sar

520

Tyr

Leu

Ila

Lys

345

Gln

Gly

Gly

Fhe

Azn

425

Asn

His

Arg

Lys

Tyr

505

Gly

Ser

Sar

330

Arg

Gly

Ser

Val

zlu

410

Leu

Ala

Asp

A=p

Cvysa

450

Fro

Val

Thr

Leu

153

Gly

Gly

Thr

385

Ala

A=n

Glu

Eer

Azn

475

Bap

Gln

Ly=

Val

Trp
555

Leu

val

Tyr

380

A=n

Val

Lys=

Leu

Esn

460

Ala

Aan

Tyr

Lau

Aala

540

Mat

Fhe

ASE

365

Ala

Lys

Gly

Ly=

Lzu

445

Val

Ly=

Glua

Sar

Glu

525

Ser

Cys

Gly

350

Gly

ala

Val

Arg

Meat

430

Val

Lys

Glu

Cvya

Glu

510

Sar

Ser

Sar

335

ERla

Trp

ABD

A=n

=lu

415

Glu

Leu

ERsn

Lau

Met

495

Glu

Ila

Leu

Asn

Ile

Iyr

Ly=s

Ser
400

Fhe

Bsp

Met

Leu

Gly

480

Glu

Ela

Gly

Ala

Gly
560



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

<400>

228
562

PRT
Virus de la gripe A

228

Mat Asn Thr

1

hsgn

Lys=

Glu

Lysa

65

Pro

Glu

Glu

Glu

2er

145

Leu

Tyr

His

Lya

Val

Thr

50

Pro

Aryg

Glu

Thr

120

Ala

Leu

Lys

Ser

Leu
210

Asp

Azn

35

val

Ile

GEln

Aryg

Ala

115

Thr

Cya

Ser

Azn

Gly

135

Il=

ATy

Lys

20

Thr

Glu

ASp

Cys=

Glu

100

Leu

Gly

Aryg

Agn

Thr

180

Ser

Thr

Ile

5

Ile

Len

Gln

Leu

Asp

Gly

Ary

Phe

Aryg

Thr

165

Thr

wal

Leu

Cys

Thr

Met

Gly

70

Gln

Asn

Eln

Thr

Bser

150

Asgp

Asn

Thr

Gly

Ile

Leu

Glu

Agn

35

Eln

Phe

Asp

Ile

Tyr

135

Glu

Agn

Elu

Glu

ser
215

ES 2701746 T3

Leu

Gly

Arg

Ile

Cya

Leu

val

Leu

120

Ser

Bser

Ala

Pro

Gln

200

ser

Thr

Hisg

25

Gly

Pro

Gly

Glu

Cys

105

ATy

Gly

ser

Ala

Ala

185

Thr

Agn

Len

10

Hisg

YVal

Aryg

Leu

Phe

g0

Tyr

Gly

Ile

Phe

Fhe

170

Leu

Lys

Tyzr

154

Thr

Glu

Ile

Leu

75

Thr

Pro

Ser

Tyr

155

Fro

Ile

Len

Gln

Ala

Val

Val

Cys

&0

Gly

Ala

Gly

Gly

Thr

140

Ala

Gln

Val

Tyr

Gln
220

Val

Ser

Val

45

Thr

Ile

Asp

Lys

Gly

125

Asn

Glu

Mat

Trp

Gly

205

Sar

Ile

hEn

30

Az=n

Lys

Val

Leu

Phe

110

Ile

Gly

Met

Thr

Gly

130

Ser

Phe

His

15

Gly

Ala

Gly

Thz

Ile

85

val

Asgn

Val

Lya

Lys

175

Ile

Gly

val

Thr

Thr

Thr

Lys

Gly

ED

Ile

Asn

Lys

Thr

Tzp

160

Ser

His

Ser

Pro



Ser

225

Fha

Ezn

Ser

z1lu

Ez=n

305

Ly=s

Arg

A=n

Asn

Ala

385

A=n

Gln

Trp

Ile

Pro

His

Gly

Thr

Cys

250

Val

Ser

Lys

Gly

Ser

370

Ile

Gln

Il=

Ler

A=p
450

Gly

Trp

Ala

Gly

275

Tyr

Azn

Leu

Arg

Trp

355

Gln

Asp

Gln

Gly

Tyr

435

Leu

Ala

Leu

Fha

260

Ila

His

Sear

Leu

Lys

340

Glu

Gly

Gln

Fhea

ASnN

4240

Agsn

Ala

Arg

Ile

245

Val

Gln

Ler

Arg

Leu

325

Arg

Glvy

Glu

Ile

Glu

405

Val

Ala

A=p

Pro

230

Leun

Ala

Sar

Gly

Ala

310

Ala

Gly

Leu

Gly

Thr

350

Leu

Ile

zlu

Sar

E1ln

Aan

Fro

Glu

Gly

255

Val

Thr

Leun

Val

Thr

375

Gly

Ila

AST

Leu

Glu
455

ES 2701746 T3

Val

Fro

Rsp

Val

230

Thr

Gly

Gly

Fhe

Azp

360

Ala

Lys

Azp

Trp

Leu

440

Mat

Asn

Aan

Arg

265

Fro

Ile

Ly=

Mat

Gly

345

Gly

Ala

Leu

Azn

Thr

425

Val

Azn

Gly

Bap

250

Val

Val

Thr

Cy=

Lys=

330

Bla

Trp

Asp

Ren

Glu

410

Arg

Bla

Ly=

155

E1ln

235

Thr

Ear

Azp

Ler

Fro

315

Asn

Ile

Tvyr

Tyr

Arg

355

Fha

Asp

Met

Lau

Ser

Val

Fha

Rla

Ran

300

Ly=

Val

Bla

Gly

Ly=

380

Leu

Azn

Ser

=lu

Tvr
460

Gly

Thr

Fha

Azn

235

Leu

Tyr

Fro

Gly

Fha

365

Ser

Tle

Glu

Ile

AEn

445

Glu

aArg

FPhe

Ly=

270

Cy=

Fro

Val

Glu

Fhe

350

Arg

Thr

zlu

Val

Thr

430

Gln

Arg

Ile

Ser

255

Gly

Glu

FPhe

Ly=

Ila

335

Tle

Hi=

Gln

Lys

Glu

415

Glu

His

Val

Asp

240

FPhe

Glu

Gly

Gln

Gln

320

Fro

=lu

Gln

Ser

Thr

400

Ly=

Val

Thr

Arg



10

Arg
485

Ile

Thr

Ly=

Tzp

=ly
545

Cy=
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gln

Phe

Tyr

Tla

Phe

5320

Leu

Tla

229
566

Hiz

Bsp

Azp

515

Ser

Gly

PRT
Virus de la gripe A

229

Met Ly= Ala

1

Rla

Val

Leu

Ala

&5

ABsn

Val

X -y=]

AZD

Leu

50

Fro

Pro

Glu

Thr

Thr

35

=lu

Glu

Thr

Arg

Lys

His

500

EFro

Phe

Fhe

Ile

Len

20

Val

Bap

His

Cys

Fro
100

Glu

Cys=

485

Zer

Val

Gly

Ile

Leu
5

Cys

Leau

Ly

Glu
a5

Zer

AsSn
470

Bap

Thr

Ly=

Ala

Cys
550

Val

Ile

Glu

His

Gly

70

Ser

gZer

Ala

Bsp

Tyr

Lau

Ser

535

Val

Val

Gly

Ly=

Aan

55

Lys

Leu

ASh

ES 2701746 T3

Glu

Asp

Arg

Ear

520

Cys

Lys

Leu

Tyr

AzZn

a0

Gly

Cys

Ser

Asn

Glu

Cys

=lu

505

Sar

Phe

Agn

Leu

His

25

Val

Ly

Asn

Thr

Gly
105

A2p

Met

430

zlu

Gly

Leu

Gly

Tyr

10

Ala

Thr

Len

Ile

Ala

a0

Thr

156

Gly
475

Ala

Ala

Tyr

Leu

AZn
555

Thr

ASn

Val

Cys

Ala

75

Ser

Cys

Thr

Ser

Mat

Ly=

Leu

540

Mat

Fhe

ASn

Thr

Ly

&0

Gly

Ser

Tyr

Gly

Ile

Gln

Azp

525

aAla

Arg

Ala

Ser

Hi=

a5

Leu

Trp

Trp

Fro

Cys=

.H.:l.‘g

Asn

510

Val

Ile

Cys

Thr

Thr

30

Sar

Ary

Ile

Ser

Gly
110

Fha

A

435

Ary

Ile

Ala

Thr

Ala

15

AZp

Yal

Gly

Leu

Tyr

35

ASp

Glu
480

A

Leu

Leu

Mat

Il
560

Agn

Thr

A=n

Val

Gly

BO

Ile

Phe



Ile Asp Tyr

115

Glu Arg Phe

Ser

145

Phe

Lys

Leu

Tyr

Lys

225

Glu

Ile

Ala

Val

Thr

305

Pro

Aen

130

hsn Lys

Tyr Lys

Leu Ser

Trp Gly
195

Gln A=n
210

Lys Phe

Gly Arg

Thr Phe

Met Glu

278

His Asp

230

Ser Leu

Lys Tyr

Ile Pro

Glu

Glu

Gly

Agn

Lys

180

Ile

Ala

Liys

Mat

=lu

280

Arg

Cys

Fro

Val

Ser

340

Glu

Ila

Val

Leu

165

Ser

His

A=p

Pro

Azn

245

Ala

Azn

Agn

Phe

Lys

325

Ile

Leu

Fha

Thr

150

Il=

Tyr

Hia

Rla

Glu

230

Tyr

Thi

Ala

Thr

Gln

310

Sar

Gln

Arg

Fro

135

Ala

Trp

Tle

Pro

Tyr

215

Ile

Tyr

GEly

Gly

Thr

235

Asn

Thr

Ser

ES 2701746 T3

Glu

120

Lys

Ala

Leun

Asn

ger

200

Val

Ala

Trp

LEn

Sar

280

Cys

Il=

Lys

ARrg

Gln

Thr

Cys

Val

Aszp

185

Thr

Phe

Il=

Thr

Leii

265

Gly

Gln

His

Leu

Gly
345

Leu

Sar

Pro

Lys

170

Lys

ger

Val

Arg

Leu

250

Val

Tla

Thr

Pro

Arg

330

Leu

157

Ser

Sar

His

155

Lys

Gly

aAla

Gly

Pro

235

Val

Val

Ile

Fro

Il=

315

Leu

Phe

Ser

Irp

140

Ala

Gly

Lys

Asp

Zar

220

Lys

Glu

Prao

Ila

Ly=

300

Thr

Ala

Gly

Val

125

Fro

Gly

Agn

=1u

Gln

205

Saer

Val

Fro

Arg

Sar

2BE

Gly

Il=

Thr

Ala

Ser

A=sn

Alm

Ser

Val

120

Gln

Arg

Arg

Gly

Ty

270

A=p

Ala

Gly

GEly

Ile
350

Ser

His

Lys

Tyr

175

Ger

Iyr

Aap

A=Ep

255

Ala

Thr

Ile

Lvs

Leu

335

Ala

Fhe

Asp

Sar

160

Pro

Val

Leu

Sar

GEln

240

Ly=

Phe

Pro

hAgsn

Cys

320

Arg

Gly



Phe

His

Thr
385

Glu

Leu

Leu

Glu

Lys
465

Cys

Lys=

Asn

Gln

Val
545

Eln

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

<400>

Ile Glu
355

His Gln
370

Gln A=n

Lys Met

Glu Lys

A=zp Ile
435

Arg Thr
450

Val Arg

Phe Glu

Asn Gly

Arg Glu
515

Ila Lau
530

Ser Leu

Cys Arg

230
565
PRT

Gly

ABn

Ala

ASN

Arg

420

TrE

Leu

Ser

Phe

Thr

500

Glu

Ala

Gly

Ile

Gly

Glu

Ile

Thr

405

Ile

Thr

ASE

51ln

Tyr

485

Tyr

Ile

Tle

Ala

Cvse
5R5

Virus de la gripe A

230

Trp

Gln

A=p

330

Gln

E1lu

Tyr

Tyr

Leu

470

His

Asp

ASp

Tyr

Ile

EED

Ile

Thr

Gly
375

Glu

Phe

hsn

A=n

His

455

Lys

Ly=

Tyr

Gly

Sar

535

Sar

ES 2701746 T3

Gly Met

360

Ser

Ile

Thr

Leu

Ala

440

Asp

Asn

Cy=

Pro

Val

520

Thr

Phe

Gly

Thr

Ala

Asn

425

Elu

S8r

Asn

Asp

Ly=

505

Lys

Val

Trp

Val

Tyr

A=n

val

410

Lys

Leu

Asn

Ala

A=n

430

Tyr

Leu

Ala

Met

158

Agp

Ala

Ly=s

335

Gly

Lys

Leu

Val

Lys

475

Thr

Ser

Elu

Sar

Cys
555

Gly

Ala
380

Val

Lys

Val

Val

Lys

460

Elu

Cys=

Elu

Ser

Sar

540

Ser

Trp
365

Asp

Asn

Elu

Asgp

Leu

445

Asn

Ile

Met

Zlu

Thr

525

Lau

Asn

Tyr

Leu

Ser

Phe

Asp

430

Leu

Leu

1y

Glu

Ala

510

Arg

Val

Gly

Gly

Lye

Val

Azsn

415

G1ly

Glu

Tyr

Asn

Sar

495

Ly=

Ile

Lau

Ser

Tyr

Ser

Ila

400

His

Phe

Azn

Glu

Ely

480

Val

Leu

Tyr

Val

Leu

560



ES 2701746 T3

Mot Lys Ala Lys Leu Leu Val Leu Leu Tyr Ala Phe Val Ala Thr Asp
1 5 10 15

Ala Agp Thr Ile Cys Ile Gly Tyr His Ala Aszn Asn Ser Thr Asp Thr
20 25 30

Val Asp Thr Ile Phe Glu Lys Asn Val Ala WVal Thr His Ser Val Asn

159



Lau

Ala

635

Asn

Val

Ile

Glu

Pha

145

Tyr

Leu

Trp

Ser

Arg

225

Gly

Ile

Lau

Lau

50

Pro

Pro

Glu

Asp

Arg

130

A=zn

Thr

Gly

Asn

210

Phe

Arg

Phe

Sar

35

Glu

Leu

Glu

Thr

Tyr

115

Phe

Sly

Asn

ABT

Val

195

Gly

Thr

Met

GElu

Arg
275

Asp

Gln

Cve

Pro

100

Glu

Glu

Val

Leu

Ser

180

His

ABN

Pro

ABn

Ala

260

Gly

Arg

Leu

Asp

85

Asn

Glu

Ile

Thr

Leu

165

Tyr

His

Ala

Glu

Tyr

245

Thr

Phe

Hi=

Gly

74Q

Ser

Sear

Leu

Phe

Val

150

Trp

Val

Pro

Tyr

Ile

230

Tyr

Ely

Glu

A=n

55

Lye

Leu

Glu

Arg

Pro

135

Sar

Leu

Agn

Ser

Val

215

Ala

Trcp

BB

Sar

ES 2701746 T3

a0

Gly

cye

Leu

A=n

Elu

120

Lys

Cy=

Thr

Agn

ger

200

Ser

Ala

Thr

Leu

Gly
280

Lys

Aan

Pro

Gly

105

Eln

Glu

gar

Lys

Lys

185

Ser

Val

Arg

Leu

Ile

265

Ila

Lau

Ile

Ala

20

Ala

Leu

Ser

His=s

Lys

1740

Gly

Asp

Ala

Pro

Leu

250

Ala

Ila

Cys

Thr

75

Aryg

Cy=

Ser

Ser

Arg

155

Gly

Lys

Glu

Ser

Lys

235

Glu

Pro

Thr

160

Lys

&0

Gly

Ser

Tyr

Ser

Trp

140

Gly

Asp

Glu

Gln

Ser

220

Val

Pro

Trp

Sar

45

Lau

Trp

Trp

Bro

Val

125

Pro

Ly=

Ser

Val

Gln

205

ABT

Lys

Gly

Tyr

hen
285

Ly=

Leu

Ser

Gly

110

Ser

ABn

Zar

Tyr

Leu

130

Zer

Tyr

Asp

Asp

Ala

270

Als

Gly

Leu

Tyr

85

A=p

Ser

Hi=

Sar

Pro

175

Val

Leu

LB

Gln

Thr

255

Fhe

Ser

Tla

Gly

34

Ile

Pha

Leu

Thr

Phea

1&0

Ly=s

Leu

Tyr

Arg

His

240

Ile

Ala



His

Asn

305

Lys

Il=

Ils

His

Gln

385

Lysa

Glu

Agp

Arg

Val

465

Fhs

DA

Arg

Ils

Glu

230

Len

Tyr

Fro

Glu

Gln

370

Asn

Met

Lys

Il=

Thr

450

Lys

Glu

Gly

Glu

Leu
530

Cys

Pro

Val

Ser

Gly

355

Asn

Ala

Asn

Trp

435

Leu

Ser

Fhe

Thr

Lys=

515

Ala

Asn

Fhe

Are

Il=

340

Gly

G1lu

Il=

Thr

Met

420

Thr

Asgp

Gln

Tyr

Tyr

500

Ile

Ils

Thr

Gln

Ser

325

Gln

Trp

GE1ln

Asn

Gln

405

Glu

Tyr

FPhe

Leu

His

485

Bsp

A=p

Tyr

Ly=

Asn

310

Thr

Tyr

Thr

Gly

Gly

330

FPhe

Ae=n

ASn

His

Lys

470

Lya

Tyxr

Gly

Ser

Cys=

2395

Il=

Lys

Arg

Gly

Ser

375

Il=

Thr

Leu

aAla

Agp

455

Aezn

Cysa

Fro

Val

Thr
535

ES 2701746 T3

Gln

His

Leu

Gly

Met

360

GEly

Thr

ala

hzn

Glu

440

Leu

Azn

ASp

Lys

Ly=

520

Wal

Thr

Fro

Len

345

Il=

Tyr

Asn

Val

Lys

425

Len

ASn

Ela

ASn

Tyr

505

Leu

Ala

EFro

val

Mat

330

Phe

Asp

Ala

Lys

Gly

410

Lys

Len

Val

Lys=

Glu

430

Ser

Glu

Ser

161

Gln

Thr

315

Val

Gly

Gly

Ala

Val

335

Lys

Val

Val

Lys

Glu

475

Cya

Glu

Ser

Ser

Gly

300

Il=

Thr

Ala

Trp

Asp

380

Asn

Glu

hsp

Len

DAEn

460

Ila

Met

Glu

Leu
540

Sar

Gly

Gly

Il=

T'yvr

365

Gln

ser

Phe

hsp

Len

445

Leu

Glu

Sar

Gly

525

Val

Ile

Glu

Leu

Ala

350

Gly

Lys

val

Asn

Gly

430

Glu

Tyr

A=n

ser

Lys

510

Val

Leun

Asn

Cys

AL

335

Gly

T'yr

Ser

Il=

Asn

415

Phe

Asn

Glu

Gly

Val

435

Leu

Tyr

Leu

Ser

Pro

320

hsn

Fhe

His

Thr

Glu

400

Len

Leu

Glu

Lys

Cys

480

Arg

hsn

Gln

Wal



ES 2701746 T3

S&r Leu Gly Ala Ile Ser Phes Trp Met Cyz Ser BAsn Gly Ser Leu Gln
545 550 555 560

Cys Arg Ile Cys Ile

565
<210> 231
<211> 566
<212> PRT
<213> Virus de la gripe A
<400> 231
Met Lys Thr Ils Ile ala Leu Ssr Tyr Ils Phse Cys Leu ala Leu Gly
1 5 10 15

Gln Asp Leu Fro Gly Asn Asp Asn Ser Thr ARla Thr Leu Cys Leu Gly
20 25 30

His His Ala Val Fro Asn Gly Thr Leu Val Ly= Thr Tle Thr Asp Asp
35 40 45

Gln Ile Glu Val Thr asn Ala Thr Glu Leu Val Gln Ser Ser Ser Thr
a0 55 &0

Gly Lys Tle Cys Asn Asn Pro His Arg Ile Leu Asp Gly Ile Asp Cys
65 70 75 30

Thr Leu Tle Asp Ala Leu Leu Gly Asp Fro His Cys Asp Val Fhe Gln
85 80 3%

Asn Glu Thr Trp Asp Leu Fhe Val Glu Arg Ser Lys Ala FPhe Ser Asn
100 105 110

Cys Tyr Fro Tyr Asp Val Pro Asp Tyr Ala Ser Leu Rrg Ser Leu Val
115 120 1258

Ala Ser Ser Gly Thr Leu <lu Fhe Ile Thr Glu Gly Fhe Thr Trp Thr
130 135 140

Gly Val Thr Gln Asn Gly Gly Ser Asn Ala Cy=2 Lys Arg Gly Pro Gly
145 150 155 L&0

Asn Gly Fhe Phe Ser Arg Leu Asn Trp Leu Thr Lys Ser Gly Ser Thr
165 170 175

Tyr Frg Val Leu Asn Val Thr Met Pro Asn Asn Asp Asn Phe Asp Lys
180 185 1390

162



Leun

Ser

Ser

225

Gly

Asp

Tyr

Fro

Pro
305

Cys

Arg

Gly

Fhe

Ser

3ES

Ile

Glu

Lys

Tyr

Leun

210

E1ln

Gln

Val

Fhe

Il=

230

Asn

Fro

Agn

Fhe

Arg

370

Glu

Yal

Ile

Ila
195

Tvr

E1ln

Ser

Len

Lys

275

Agp

Asp

Lys

Val

Ile

355

His

Gln

Lys&

Glu

hsp
435

Trp

val

Ser

Ser

Val

260

Thr

Liya

Tyr

Fro

340

Glu

Gln

Ala

Thr

Gly

420

Leu

Gly

Gln

Ile

Arg

245

Il=

Cys

Fro

Yal

325

Glu

A

Asn

Ala

hEn

405

Arg

Trp

Val

Glu

Ile

230

Il=

Asn

Thr

Il=

Fhe

310

Lys

Lysa

Gly

Sar

Il=

330

Glu

Ile

Ser

His

Ser

215

Fro

Ser

Ser

Ely

Ser

235

Gln

Gln

Gln

Trp

Glu

375

ASp

Lys

Gln

Tyr

ES 2701746 T3

Hi=s

200

Gly

hsn

Il=s

AsSn

Lys

280

Glu

Asn

A=n

Glu

380

Gly

Gln

FPhe

Asp

Asn
440

Pro

Arg

Ile

Tyr

Gly

265

Ser

Cys

Val

Thr

Arg

345

Gly

Thr

Il=

His

Leu

425

Ala

Sar

Val

Gly

Trp

250

Asn

Ser

Il=

AsSn

Leu

330

Gly

Mt

Gly

Agn

Gl

410

Glu

Glu

163

Thr

Thr

Ser

235

Thr

Leun

Ile

Thr

Lys

315

Lys

Leun

Ile

Gln

Gly

335

Ile

Ly=s

Leu

Asn

val

220

Argy

Ils

Il=

Fro

300

Il

Leu

Fhe

Asp

Ala

380

Lysa

Glu

Tyr

Leu

Gln

205

Ser

Fro

Val

aAla

Ser

2B5

Asn

Ala

Gly

Gly

365

Ala

Leun

Lys&

Yal

Val
445

Glu

Thr

Trp

Ly=

Pro

270

Ser

Gly

Tyr

Thr

Ala
350

Trp

Asp

Asgn

Glu

Glu

430

Ala

Gln

Arg

Val

Pro

255

Arg

Asp

Ser

Gly

Gly

335

Il=s

Tyr

Leu

Arg

Phe

415

AsEp

Leu

Thr

Arg

Arg

240

Gly

Gly

Ala

Il=

Ala

320

Met

aAla

Gly

Lys

Val

400

far

Thr

Glu



Asn

Glu
465

Gly

Ile

A=sn

Asp

Val
545

Arg

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

<400>

Gln
450

Lvs

Cys

Arg

Asn

Trp
530

Val

Cys

232
562

Hi=s

Thr

Fhe

Azn

Arg

515

Il=

Leu

Azn

PRT
Virus de la gripe A

232

Thr

Arg

Lys

Gly

500

Fhe

Leu

Leu

Ila

Il=

Arg

Ilea

485

Thr

Gln

Trp

Gly

Cys
565

Maet Asn Thr &ln Ila

1

Asn

Ly=

=1lu

Arg

&5

Fro

Ala

val

Thr

50

Thr

Fro

Asp

Asn

35

Val

Val

Gln

Lys=

Thr

=lu

Asp

Cys

5

Ile

Leu

Arg

Leu

Asp
g5

Asp

Gln

470

Tyr

Tvyr

Ila

Ile

Pha

550

Ila

Leu

Cys

Thr

Thr

Gly

70

Gln

Leu

455

Leu

His

A=p

Ly=

Ser

535

Ila

Val

Leu

Glu

Asn

35

Gln

Fhe

ES 2701746 T3

Thr

Arg

Lys

His=

Gly

520

FPhe

Mat

Fha

Gly

ALg

40

Val

Cy=

Liu

Asp

Glu

Cys

A=p

505

Val

Ala

Trp

Bla

Hi=

25

Gly

Fro

Gly

Glu

Ser

Asn

REsp

4590

Val

Glu

Ile

Rla

Leu

10

Hi=

wval

Arg

Leu

Fhe
80

164

Glu

Ala

475

hen

Tyr

Lau

Ser

Cys
555

Val

Ala

Glu

Ile

Leu

T5

Ser

Meat

460

Glu

Ala

Arg

Ly=

Cys

540

Gln

Bla

WVal

WVal

Cys

&0

Gly

Ala

Azn

Asp

Cys

A=p

Sar

525

Fhe

Arg

Ser

Zar

Val

45

Ser

Thr

Aap

Lys

Ile

Glu

510

Gly

Leu

Gly

Tle

A=n

30

ABnD

Lys

Ile

Leu

Leu

Gly

Elu

495

Ala

Tyr

Leu

A=n

Fro

15

Gly

Ala

Gly

Thr

Ile
95

Fhe

ABn

430

Ser

Leau

Ly=

Cye

Tle
560

Thr

Thr

Thr

Lys

Gly

g0

Ile



Glu

Glu

Flu

Ser

145

Len

Tyr

His

Lys

Ber

225

Fhe

Asn

Ser

Asp

Afin

305

Glu

Lys

Arg

Glu

Thr

130

Ala

Len

Lys

sSer

Len

210

Pro

His

Gly

Cys

280

Ile

Ser

Arg

Arg

Ala

115

Mat

Cys

Ser

Aszn

Gly

135

Ile

Gly

Trp

Ala

Gly

275

Tyr

hgEn

Leu

Ary

Glu

100

Len

Gly

Arg

AsSn

Thr

180

Ser

Thr

Ala

Len

Phe

260

Ile

Hisg

Ser

Leu

Arg
340

Gly

Arg

Fhe

Arg

Thr

165

Arg

Thr

Val

Arg

Ile

245

Ile

Gln

SET

Ary

Leu

325

Ary

Sar

Gln

Thr

sSer

150

Asp

Lys

Thr

Gly

Pro

230

Len

Ala

Ser

Gly

Ala

310

Ala

Gly

Il=

Tyr

135

Gly

Asn

Asp

Glu

ser

215

GEln

ABN

Pro

GElu

Gly

285

Val

Thr

Leu

ES 2701746 T3

Val

Leu

120

Ser

ser

Ala

Pro

Gln

200

ser

Val

Pro

Asp

Val

280

Thr

Gly

Gly

Phe

Cys

105

Arg

Gly

Ser

Ala

Ala

185

Thr

Agn

Aszn

ABn

Aryg

265

Eln

Ils

Lys

Met

Gly
345

Tyr

Elu

Ila

Phe

Phe

170

Leu

LyBe

Tyr

Gly

ABp

250

Ala

Val

Ile

Cys

ly=

330

165

Pro

Ser

Arg

Tyr

155

Dro

Ile

Leu

zln

Gln

235

Thr

Ser

Asp

Ser

Fro

315

Asn

Ile

Gly

Gly

Thr

140

Ala

Gln

Ile

Iyr

Gln

220

Sar

val

Phe

Ala

Aan

300

Arg

Val

aAla

Ly=

Gly

125

Asn

Elu

Trp

Gly

203

Jer

Gly

Thr

Leu

Azn

285

Leu

Tyr

Pro

Gly

Pha

11a0

Ile

Gly

Met

Thr

Gly

120

3er

Phe

Arg

PFhe

Aryg

270

Cys

Pro

Val

Elu

Phe
350

val

Asp

Thr

Lys

Lys

175

Ile

Gly

val

Ila

Jer

255

Gly

Glu

Fhe

Lys

Ila

335

Ile

Azn

Lys

Thr

Trp

1&0

Ser

His

ABN

Pro

Asp

240

Phe

Lys

Gly

Gln

Gln

320

Pro

Glu



Asn

Agn

Ala
3B5

Asn

Gln

Trp

Il=s

Arg
485

Ile

Thr

Gln

Trp

Gly
545

Cy=

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

<400>

Gly

Ala

370

Ile

Gln

Il

Ser

Asp

450

Gln

Phe

Tyr

Ils

Fhe

530

Lau

Ila

Trp

355

Gln

hsp

Gln

Gly

Tyr

435

Len

Len

His

AsSp

AsSp

515

Ser

Yal

233
566
PRT
Virus de la gripe A

233

Glu

Gly

Gln

Fhe

Asn

420

Azn

Ala

Arg

Lys

His

500

Pro

Fhe

Fhe

Gly

Glu

Ila

Glu

405

Val

Ala

Asp

Glu

Cys

4B5

Sar

Val

Gly

Ile

Leu

Gly

Thr

350

Leu

Il=

z1lu

Ser

Asn

470

ASE

Lys

Lys

Ala

Cys
550

Il=s

Thr

375

Gly

Il=

Asn

Glu
455

aAla

ASE

T'vr

Len

Ser

535

Yal

ES 2701746 T3

Asp

360

Ala

Lys

Asp

Trp

440

Glu

ASE

Arg

Ser

520

Cys

Lys=

Gly

Ala

Leu

Asn

Thr

425

Val

Asn

Glu

Cys

Glu

505

Ser

Fhe

Asn

Trp

Bap

Azn

Glu

410

Arg

Ala

Lys

Asp

450

Glu

Gly

Ile

Gly

166

Tyr

Tyr

Asp

Leu

Gly

475

Ala

Ala

Tyr

A=n
555

Gly

Lys

380

Leu

Thr

Sar

Glu

T'vr

40

Thr

Ser

Il

Lys

Leu
540

Fhe

365

Ser

Ile

Glu

Met

han

445

Glu

Gly

Ile

Gln

ASE

525

Ala

Arg

Aryg

Thr

Glu

Yal

Thr

430

Gln

Arg

Cys

Arg

AsSn

E10¢

Yal

Ile

His

Gln

Lys

Glu

415

Glu

Hi=

Yal

Fhe

AZn

485

Arg

Ils

Ala

Thr

Gln

Ser

Thr

400

ArgQ

YVal

Thr

Lys

Glu

480

AZn

Ile

Leu

Met

Ile
560



Ala

Val

Leu

Ala

65

AL

Val

Ile

Glu

Thr

145

Phe

Ly=

Leu

Tyr

Arg

225

Ala

Elu

Asp

Asp

Leu

50

Pro

PFro

Elu

Asp

Lys

130

Thr

Tyr

Leu

Trp

Gln

210

Arg

Gly

Ala

Thr

Thr

35

Elu

Leu

Glu

Thr

Tyr

115

Phe

Lys

Arg

Ser

Gly

195

Asn

Phe

Aryg

Arg

Ile

20

Val

Asp

Gln

Cys

Ser

100

Elu

Glu

Gly

Asn

Lys

lgo

Wal

Ala

Thr

Met

Leu

Cys

Leu

Ser

Leu

ASE

g5

Asn

Elu

Ile

Val

Leu

165

Ser

His

Asp

Pro

Aan
245

Leu

Ile

zlu

His

Gly

70

Leu

Ser

Leu

Phe

Thr

150

Leu

Tyr

His

Ala

Glu

230

Tyr

Val

Gly

Lys

Asn

55

Lys

Leu

Elu

Arg

Pro

135

Ala

Trp

Val

Pro

Tyr

215

Ila

Tyr

ES 2701746 T3

Leu

Tyr

Asn

40

GEly

Cys

Leu

hAsn

Elu

120

Lys

Ala

Leu

Asn

Pro

200

Val

Ala

TIp

Leu

Hiz

25

Val

Lys

hszn

Thr

GEly

105

Gln

Thr

Cyvs

The

Asn

188

Thr

Ser

Ala

Thr

Cys

10

Ala

Thr

Leu

Ile

Ala

a0

Thr

Leu

Ser

Sar

Lys

170

Lys

Gly

Val

ATg

Leu
250

Ala

Aan

Val

Cys

Ala

75

sSer

Cys

Sear

Ser

Tyx

155

Lys

Gly

Thr

Gly

Pro

235

Leu

167

Phe

Azn

Thr

Lys

60

Gly

sSer

Tyxr

Seor

Trp

140

Ala

Gly

Lly=s

Agp

Ser

220

Ly=

Glu

Ala

Sar

His

45

Leu

Trp

Trp

Fro

Val

125

Pro

Gly

HSer

Glu

Gln

205

Ser

Val

Fro

Ala

Thr

30

Ser

Lys

Leu

Ser

Gly

110

Sor

AEN

Ala

Ser

YVal

150

Gln

Lys

Gly

Thr

15

Asp

Val

Gly

Leu

Tyr

1

aSp

Sor

His

Sar

Tyr

175

Leu

Ser

Tyr

Agp
255

hsn

Thr

Asn

Ile

Gly

BO

Ils

Fhe

Fhe

Glu

LSar

160

Fro

YVal

Leu

hEn

Gln

240

Thr



Ile

Ala

Val

Sar

305

Pro

Asn

Phe

His

Thr

3B5

Glu

Len

Leu

Glu

Ly=

465

Cys

Arg

Thr

Leu

His

250

Sar

Lys

Ile

Il

His

370

Gln

Lys

Glu

ASp

Arg

450

Vval

Fhe

Azsn

Fhe

han

275

Len

Tyr

Fro

Glu

355

Gln

Azn

Met

Arg

Ile

435

Thr

Lys

Glu

Gly

Glu

260

Arg

Cys

Fro

Val

Ser

340

Gly

Asn

Ala

Asn

Arg

420

Trp

Len

Ser

Fhe

Thr
s00

Ala

Gly

A=n

FPhe

Aryg

325

Ile

Gly

Glu

Ile

Thr

405

Il=

Thr

AsSp

Gln

Tyr

4B5

Tyr

Thr

Ser

Thr

Gln

310

Ser

Gln

Trp

Gln

Asp

380

Gln

Glu

Tyr

Fhe

Len

470

Hisg

Azp

Gly

Gly

Lys

285

Asn

Thr

Ser

Thr

Gly

375

=1y

Fhe

Asn

hEn

His

455

Lys

Lys

Tyr

ES 2701746 T3

Adn

Ser

2B0

Cys

Il=

Lys

Gly

360

sSar

Ile

Thr

Len

Ala

440

ASE

ASN

Cys

Pro

Leu

265

Gly

Gln

His

Leu

Gly

345

Met

Gly

Thr

Ala

Asn

425

1u

Sar

ASN

Agp

Ly=
505

Il=

Ile

Thr

Fro

Aryg

330

Leu

Il=

Tyr

Azn

Val

410

Lys

Leu

AST

Ala

Agp

450

Tyr

Ala

Ile

Pro

Val

315

Met

Fhe

ASp

Ala

Lys

385

Gly

Lys

Leu

Yal

Lys

475

Ala

Ser

168

Pro

Thr

His

300

Thr

Ala

Gly

Gly

Ala

380

Val

Lys

Val

Val

Arg

460

Glu

Cys

Glu

Trp

Ser

285

Gly

Ile

Thr

Ala

Trp

365

Adp

Asn

Gln

Asp

Leu

445

AST

Ils

Met

Glu

Tyr

270

Bsp

Ala

Gly

Gly

Ile

350

Tyr

Gln

Ser

Phe

Asp

430

Leu

Len

Gly

Glu

Ser
510

aAla

Ala

Ile

Gln

Len

335

Ala

Gly

Lya

Val

Asn

415

Gly

zlu

Tyr

AsSn

Ser

485

Ly=

Fhe

Pro

h=n

Cys

320

Arg

Gly

Tyr

Ser

Ile

400

Asn

Fhe

ASn

Glu

Gly

480

Val

Leu
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15

20

Asn

Gln

Val
545

Gln

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

<220>
<221>
<223>

<400>

Arg Glu Glu Tle
515

Ile Leu Ala Ile
530

Ber Len Gly ala

Cys arg Tle Cys
565
234
125
PRT
Secuencia artificial
fuente

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

234

ES 2701746 T3

Aep Gly Val Lys Leu Glu Ser

520

Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser

535

540

Ils Ser Fhs Trp Mst Cys Ssr

S50

Ile

L1

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val val

1

Ser

Thr

Lys
&5

Leu

Ala

Asp

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

<220>
<221>

5

Leu Arg Leu Ser
20

Val His Trp Val
35

lLeu Tle Sear Tyr
Z0

Gly Arg Fhe Thr

Gln Met Asn Ser
B5

¥al Pro Gly Pro
100

Agn Trp Gly Gln
115

235
109
PRT
Secuencia artificial

fuente

Cy=s Ala Ala Ser
25

Arg Gln Ala Fro
40

hep Gly Rla Asn

Ile Ser Arg aAsp
T0

lL.eun Arg Fro Glu

Val Pha Gly Ila
105

Gly Ile Leu Val
120

10

Gly

Gly

Gln

Asn

ASp

Fha

Thr

169

Leu Thr

Lys Gly

Tyr Tyr

&0

Ser Lys

75

Thr Ala

Fro Pro

Val Ser

Met
525

Leu

AsnD

Gln

FPhe

Leu

45

Rla

RBan

Val

Trp

Ser
125

Ely

WVal

Gly

Pro

Ser

20

Zlu

Bep

Thr

Tyr

Zar
11¢

Val

Leu

Ser

Gly
15

Ser

Trp

Sar

Val

Tyr

25

Tyr

Tyr

Leu

Leu
S60

Lys

Tyr

Wal

Val

Tyr

g0

Cys

Fha
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15

ES 2701746 T3

<223> [nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 235
Glu Ile Val Leu

1

Glu Arg

Leu Ala

Tyr Gly

Sar Gly

£5

Glu A=sp

Arg Leu

Ala

Trp

35

Ala

Sar

Phe

Thr

<210> 236
<211> 107
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente
<223> [nota="Descripcién de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 236
Glu Ile Val Met Thr

1

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe
100

Thr

5

Leu

Zln

Thr

Thr

val

85

Gly

5

Glu Arg Ala Thr Leun

20

Leu Ala Trp Tyr Gln

35

Tyr Gly Ala Ser Thr

50

GEln

Ser

Eln

Argy

A=p

70

Tyr

Gly

Gln

Sar

Gln

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Gly

Sar

Cys

Lys

Ala
55

Pro Ala

Arg Ala
25

Pro Gly
40

Ser GEly

Thr Leu

Cy=s Gln

Thr Lya
105

Pro Ala

Arg Ala
25

Fro Gly
40

Thr Gly

Thr

10

Ser

Gln

Tle

Thr

His

a0

Val

Leun

Gln

Ala

Fro

Ile

15

Tyr

Elu

Ser Val

val Ile

Pro Arg

45

Ala Arg

Thr Ser

Ser Asn

Tle Lya

Thr Leu Ser Val

10

Ser Gln Ser Val

Gln Ala FPro Arg

45

Tle Pro Ala Arg

170

60

Ser

Ser

30

Len

Fhe

Leu

Trp

Sar

Sar

30

Leu

Fhe

Fro

15

His

Len

Ser

Gln

Fro

85

Fro

15

Sar

Leu

Sar

Gly

Asn

Il=

Gly

Sar

B0

Pro

Gly

h=n

Il=

Gly
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20

Ser
65

ES 2701746 T3

Gly Ser Gly Thr Glu Fhe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Fer
70 75 an

Glu 2sp Phe 2la Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr ARsn Asn Trp Pro Leu

Thr

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

<220>
<221>
<223>

<400>

B5 20 a5

Fhe Gly Gly Gly Thr Lys Val Slu Ile Lys

100 105
237
112
PRT
Secuencia artificial
fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

237

Gln Val Gln Leu Wal Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

1

Ser

5 10 15

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lye Gly Leu Glu Trp Val

35 40 45

Bla val Ile Ser Tyr Asp Gly Ser Asn Lys Tyr Tyr Ala Asp Ser val

Lys
65

Leu

50 55 &0

Gly Arg Fhe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
70 15 g0

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala WVal Tyr Tyr Cys
85 a0 a5

Ala Arg Fhe Gln Hig Trp Gly Gl Gly Thr Leu Wal Thr Val Ser Ser

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

<220>
<221>
<223>

<400>

100 105 110
238
112

PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

238

171



10

EFln

Ser

Ala

Gly

EFln
]

Val

Val

Ile

Gly

Gly

Glu

G1ln

Lys

Ser

35

Ile

Ary

Leu

Ala Aryg Phe

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

<220>

<221>
<223>

239
107
PRT
Secuencia artificial

fuente
/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

<400> 239
Asp Ile Gln

1

ASp

Len

Tyr

ser

65

Agp

Thr

Arg

Ala

Lys

50

Gly

Agp

Fhe

Val

Tzp
35

Ala

sSer

FPhe

Gly

Leu

Val
20

Trp

Ile

Val

Ser

Gln
100

Mat

Thr

20

Tyr

Ser

Glwv

Ala

Gln
100

Val

Ser

val

Fro

Thr

Sar

85

His

E1ln

Cys

Arg

Ile

Ila

70

Len

Trp

Ser

Lys

Gln

Phe

55

Thr

Arg

Gly

ES 2701746 T3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Ala

Ser

Gln

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Gly
105

Thr Gln Ser Pro Ser

5

Il=

Gln

Ser

Thr

Thr
B85

Gly

Thr

Gln

Leu

Glu

70

Tyxr

Thr

Cvs

Lyg

GElu

55

Phe

Tyr

Lys

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cya

Lan

Ala
25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Flu val
10

Gly Gly

Gly Gln

Ala Asn

Zlu Ser
5

Asp Thr
a0

Thr Leu

Th* Leu
10

Ser Gln

Lye Ala

Yal Pro

Thr Ile
75

zln Tyr
20

Tla Ly=

172

Lys Lys

Thr Fhe

Gly Leu

45

Tyr Ala

60

Thr Ser

Ala Val

¥al Thr

Sar Ala

Ber Ile

Pro Lya
45

Ser Arg
60

Jer Jer

Agn Ser

Fro

Sar

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

val
110

Ser

Jer

30

Leu

Phe

Leu

Tyr

Gly

Sar

Trp

Lys

Ala

Tyr

as

Ser

Val

15

ser

Leu

Ser

Gln

Ser
95

Ser

Tyr

FPhe

Tyr

a0

Cy=

Ser

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

g0

Tyr
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15

20

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

<220>
<221>
<223>

<400>

240
112
PRT

Secuencia artificial

fuente

ES 2701746 T3

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

240

Gln ¥Yal Gln

1

Ser Val Lys

Gly Il

a Ser
35

Gly Trp Ile

50

Gln Gl
65

Met Gl

¥ Arg

u Leu

hAla Arg Fhe

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

<220>
<221>
<223>

<400>

241
110
PRT

Leu

Val
20

Trp

Ser

val

Arg

Eln
100

Val

5

2er

Val

Ala

Thr

ser

BS

Hisg

Secuencia artificial

fuente

GEln

Cyg

ATy

Tyr

Met

70

Leu

Trp

Sar

Lysa

Gln

Asn

25

Thr

ATg

Gly

Gly

ala

ala

40

Gly

Thr

Ser

Eln

Ala

Jer

25

Pro

Asn

ABE

ABR

GEly
105

Glu Val Ly= Ly= Pro Gly Ala
10 15

zly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
30

Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
15

Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Len
60

Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
75 g0

Asp Thr Ala Val Tyvr Tyr Cys
g0 a5

Thr Leu Wal Thr wWal Ser Ser
110

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

241

Gln Ser Val Len Thr Gln Pro Pro Ser Ala Ser Gly Thr Pro Gly Gln

1

5

10 15

Arg Wal Thr Ile Ser Cys Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn

20

25

30

Thr Val Asn Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu

173
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20

Ile

Gly

65

Sar

haEn

35

Tyr Ser

50

Ser Lys

Glu Asp

Gly Tyr

<210> 242
<211> 112
<212> PRT

<213>

<220>

<221>
<223>

fuente

<400> 242
Gln Val Gln Len Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys

1

Sar

Tyr

Gly

Fln

65

Ala

val Lys

Met His
35

Trp Ile=

50

Gly Arg

Glu Leu

Arg Met

<210> 243
<211> 112
<212> PRT

<213>

<220>

<221>
<223>

fuente

Asn Asn Gln

Ser Gly Thr

70

Glu Ala Asp

Val
100

Val
20

Trp

Adn

Val

Ser

Agp
100

BS

FPhe

Secuencia artificial

5

Sar

Val

Fro

Thr

Arg

85

Val

Secuencia artificial

Gly

Cya

Arg

Agn

Mat

70

Leu

Tzp

Ary

55

Ser

Tyr

Thr

Lys

Gln

Ser

35

Thr

Gly

ES 2701746 T3

40

Fro

Ala

Tyr

Gly

Ala

40

Gly

Ary

Ser

G1ln

Ser Gly wval

Sar

Cys

Leu

Ala
g0

Ala
75

Ala

Thr Lys Val

105

Sar

25

Pro

Gly

Asp

Gly
105

10

Gly

Gly

Thzr

Thr

Asp

a0

Thr

Tyr

Gln

Adn

Ser

75

Thr

Thr

174

45

Pro Asp

60

Ila Sar

Trp Asp

Thr Val

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

Thr Phe

Gly Len

Tyr Ala

60

Ile Ser

Ala Val

Val Thr

/nota="Descripcion de secuencia artificial: polipéptido sintético"

Ary

Gly

Asp

Leu
110

Pro

Thr

30

Elu

Gln

Thr

Tyr

Val
110

Phe

Lean

Ser
a5

Gly
15

Gly

Trp

Lys

Ala

Tyr

a5

Ser

Ser

Eln
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REIVINDICACIONES
Un anticuerpo antihemaglutinina aislado que comprende tres regiones hipervariables de la cadena pesada
(HVR-H1, HVR-H2 y HVR-H3) y tres regiones hipervariables de la cadena ligera (HVR-L1, HVR-L2 y HVR-
L3), en el que:
(@) HVR-H1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 191;
(b) HVR-H2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 193;
(c) HVR-H3 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 194;
(d) HVR-L1 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 195;
(e) HVR-L2 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 196; y
() HVR-L3 comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 197.

El anticuerpo antihemaglutinina aislado de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo comprende una region
variable de la cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 235.

El anticuerpo antihemaglutinina aislado de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo comprende una region
variable de la cadena pesada que comprende la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 234.

El anticuerpo antihemaglutinina aislado de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo comprende una region
variable de la cadena pesada y una region variable de la cadena ligera, en el que la region variable de la
cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 234, y la region variable de la
cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 235.

El anticuerpo antihemaglutinina aislado de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo comprende una cadena
ligera que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 139.

El anticuerpo antihemaglutinina aislado de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo comprende una cadena
pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147.

El anticuerpo antihemaglutinina aislado de la reivindicacién 1, en el que el anticuerpo comprende una cadena
pesada y una cadena ligera, en el que la cadena pesada comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 147, y la cadena ligera comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 139.

El anticuerpo antihemaglutinina aislado de la reivindicaciéon 1 a 7, en el que el anticuerpo es un anticuerpo
humano.

Anticuerpo antihemaglutinina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso como un
medicamento.

Anticuerpo antihemaglutinina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en el tratamiento,
inhibicion o prevencion de la infeccion por el virus de la gripe A.

El anticuerpo antihemaglutinina para su uso de la reivindicacion 9 o 10, en el que el anticuerpo
antihemaglutinina se usa en combinacidn con un agente terapéutico adicional.

El anticuerpo antihemaglutinina para su uso de la reivindicacién 11, en el que el agente terapéutico adicional
es un inhibidor de la neuraminidasa, un anticuerpo antihemaglutinina o un anticuerpo anti-M2.

Una composicion que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Un acido nucleico aislado que codifica el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.
Una célula huésped que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 15.

Un procedimiento de produccién de un anticuerpo que comprende cultivar la célula huésped de la
reivindicacion 16 para que se produzca el anticuerpo.
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=== MER TVLLEATYSTLYK ~--SDOICIGY NSTEQYDTIMERNYTVIHAODILE
N TRILILTLTAVIHTN ~~«ADKICLG t‘NG'Z[‘K“JX‘ITLTERG‘.i"E‘»"‘JE:I_}Z-S.'J.’ETVE

{GVAPLHLCGRCNTAGWILGNPECESLSTASSWSY IVETPSSDNGTCYPGD

KTENGXKLCKUNGI PPLELGDCS TAGWLLGNPECDRLLSVPEWSY IMEKENPRDGLCYPGS
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FNDYEELKHLLSRINEFERIQOIIPK~-SOWSSHEASLCVSSACPYQCKSSFFRNVVWLIK~
FVNEEALRQILRGSGGINRXETTGFTYSGIRTN~-——-GVTSACRR-SESSFYAEMKWLLSN
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NIGSRPRVRNIPSRISTYWIIVEPGDILLINSTGNLYIAPRCYFKIRS-GCRKSSIMREDARPT
RIATRSEVRGOSGRUEFFWI ILKPRDAINFISNGNF IAPEYAYKIVKKGRSTIMKSELEY
SPGARPOVNGOSGRIDFHWLILNPNDTVTESEFNGAFVAP-DRVSFFK-GESTGIQSEVEV
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TOFEAVGKEFSNLERRLENLNRKRKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVENLYD
EXFHQIEKEFSEVEGRIQDLEXYVEDTKIDLWSYNAELLVALENCHTIDLTDSEMNRLFE
TOFEAVGREFNNLERRIENLNRRMEDGF LDVWT Y NAELLVLMENERTLDFHDSNVENLYD
QOFELIDNEFNEVERQICNVINWTRDSITEVWSY NAELLVAMENQHTIDLADSEMNKLYE

RVRSQLENKAREICNGCFEFYHRCDNTCHESVIENGTYDYPKYSEEAKLNREEIDGVKLES
KVRMOLRDEVKELGNGCEFEFYHRCDDECHNSVIEICGTYDYPRYEEESKLNRNEIKGVRLSS
RTERQLRENAEDMGNGCFEIYHRCONACIGS IBNGTYDHDVYRDEALNNRFQIKCVELKS
RVRLOLRDNAKELCNGCFEFYHRCDNECHESVRNGTYDYPQYSEEARLKREEISGVKLES
RVRRQLRENAEEDGTGCFEIFHECDDDCHASTRNNTYDHSTYREEAMONRLKIDPVKLSS

TRIYQILATYSTVASSLVLVVSLGAISFWKCSRGSLOCRICT 566 (SEQID NO: 224)
MCVYQILAIYATVAGSLSLATMMAGISFWMCSNGSLOCRICT 562 (SEQID NO: 225)
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