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DESCRIPCION
Anticuerpos neutralizantes de JCV
CAMPO DE LA INVENCION
En un aspecto, la descripcion se refiere a anticuerpos y a usos de estos.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El poliomavirus JC (JCV) es el agente causante de una enfermedad desmielinizante del sistema nervioso central, la
leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP). La incidencia de LMP puede estar relacionada con un sistema inmune
debilitado o con tratamiento con inmunosupresores. En la actualidad, no existe una terapia antiviral especifica que
haya demostrado ser eficaz para el tratamiento de LMP.

Suzuki et al. Virology 286, 100-112 (2001) investigan la distribucion del receptor del virus JC utilizando, entre otros, un
anticuerpo anti-JCV VP1 y tratamiento con sialidasa.

RESUMEN DE LA INVENCION

Con base en la descripcion que esta contenida en el presente documento, la presente invencion proporciona un
anticuerpo monoclonal neutralizante del virus JC aislado contra la proteina de la capside VP1 del JCV (JCV-VP1),
donde dicho anticuerpo monoclonal comprende:

un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de CDR1 que es idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31, una secuencia de aminoacidos de CDR2 que es idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 35, y una secuencia de aminoacidos de CDR3 que es idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9; y un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
de CDR1 que es idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17, una secuencia de aminoacidos de CDR2
que es idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, y una secuencia de aminoacidos de CDR3 que es
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona el anticuerpo de la invencion para su uso en un método para tratar
a un sujeto que tiene uno o mas signos o sintomas de leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP), o que tiene
LMP.

En algunas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo derivado de conejo.

En algunas realizaciones, el anticuerpo es humanizado.

En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende una regién Fc IgG1.

En algunas realizaciones, el anticuerpo tiene una funcion efectora.

En algunas realizaciones, los aspectos de la invencién se refieren a un anticuerpo aislado que comprende SEQ ID
NO:15 (399-1 N31G) y SEQ ID NO:20 (399-h, C35A V50A).

En algunas realizaciones, los aspectos de la invencion se refieren a un anticuerpo aislado que comprende una
secuencia que tiene al menos un 80 % de homologia con SEQ ID NO:15 (399-1 N31G) y una secuencia que tiene al
menos un 80 % de homologia con SEQ ID NO:20 (399-h, C35A V50A).

En algunas realizaciones, los aspectos de la invencion se refieren a un anticuerpo aislado que comprende una
secuencia que tiene al menos un 90 % de homologia con SEQ ID NO:15 (399-1 N31G) y una secuencia que tiene al
menos un 90 % de homologia con SEQ ID NO:20 (399-h, C35A V50A).

En algunas realizaciones, los aspectos de la invencion se refieren a un anticuerpo aislado que comprende una
secuencia que tiene al menos un 95 % de homologia con SEQ ID NO:15 (399-1 N31G) y una secuencia que tiene al
menos un 95 % de homologia con SEQ ID NO:20 (399-h, C35A V50A).

En algunas realizaciones, los aspectos de la invencion se refieren a un anticuerpo aislado que comprende una

secuencia que tiene hasta 10 mutaciones en comparacion con SEQ ID NO:15 (399-1 N31G) y una secuencia que tiene
hasta 10 mutaciones en comparacion con SEQ ID NO:20 (399-h, C35A V50A).
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En algunas realizaciones, los aspectos de la invencién se refieren a un anticuerpo aislado que tiene la siguiente
secuencia de cadena ligera:

AFQLTQSPSSLSASVGDRVTINCQASQSIGGNLAWYQQKPGKAPKLLIYLASYLASG
VPSRFSGSGSGTQFILTVSSLQPEDFATY YCQSSY YSPNDNAFGQGTKVEIKRTVAAP
SVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSENRGEC (SEQ ID NO:66);

y/o la siguiente secuencia de cadena pesada:

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSFDRNYWIAWVRQAPGKGLEWVAAISAG
GSGNTYYATWAKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARFYSGGGYYAG

YFTLWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWN
SGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEP
KSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKF

NWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP

APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP

ENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPG

(SEQ ID NO:67).

En algunas realizaciones, la secuencia de sefal de cadena ligera es MRVPAQLLGLLLLWLPGARC (SEQ ID NO:68).
En algunas realizaciones, la secuencia de sefial de cadena pesada es MDFGLSWVFLVLVLKGVQC (SEQ ID NO:69).
En algunas realizaciones, los aspectos de la invencién se refieren a un anticuerpo de la invencién para su uso para
tratar a un sujeto que tiene uno o mas signos o sintomas de leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP). o que
tiene LMP, el método comprende administrar uno o mas anticuerpos descritos en el presente documento a un sujeto
que tiene uno o mas signos o sintomas de LMP, o que tiene LMP, en una cantidad terapéuticamente eficaz para tratar
LMP.

En algunas realizaciones, el anticuerpo cruza la barrera hematoencefalica.

En algunas realizaciones, el tratamiento da lugar a una reduccién en la carga viral, una puntuacion EDSS mejorada,
una puntuacion de Kamofsky mejorada, un escaner IRM mejorado, o una mejora en cognicidon. En algunas
realizaciones, el sujeto se somete, o se ha sometido, a tratamiento de inmunoterapia. En algunas realizaciones, el
sujeto es inmunodeficiente.

La presente invencion y las realizaciones de esta se exponen en las reivindicaciones adjuntas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las figuras solo son ilustrativas y no se requieren para habilitar la invencion descrita en el presente documento.

La figura 1 muestra los resultados de la capacidad de anticuerpos monoclonales derivados de conejo para neutralizar
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los virus JCV y BKV en un ensayo de inhibicién de la infectividad de astrocitos humanos.

La figura 2 muestra los resultados de la capacidad de anticuerpos monoclonales derivados de conejo para neutralizar
los virus JCV y BKV en un ensayo de inhibicién de la infectividad del epitelio tubular proximal renal humano.

La figura 3 proporciona una visiéon general de los valores EC50, EC80 y EC90 de los anticuerpos contra JCV y BKV en
varios ensayos.

La figura 4 muestra los resultados de la capacidad de anticuerpos monoclonales derivados de conejo para unirse a la
proteina de tipo salvaje JCV-VP1 y a los mutantes de JCV-VP1 L55F, S269F, Q271H, K60E y D66H.

La figura 5 muestra los resultados de estudios de unidn de los anticuerpos monoclonales de conejo 399 y de los
humanizados BIIB048 (= HOLO), HOvsoa L2xn31a Y HOvs0a L2831 @ un numero de JCV-VP1 de tipo salvaje y mutante
utilizando ELISA.

La figura 6 muestra los resultados de estudios de union de los anticuerpos humanizados BIIB048 (= HOLO) y HOvso0a
L2n31a A UN NUMERO DE JCV-VP1 DE TIPO SALVAJE Y MUTANTE UTILIZANDO ELISA.

La figura 7 proporciona una vision general de la frecuencia de mutacién combinada de JCV VP1.
La figura 8 muestra la capacidad del anticuerpo HOLO de suprimir la infectividad de JCV.

La figura 9 muestra una visidon general de preparaciones de virus para un ensayo de infectividad.
La figura 10 muestra una visiéon general de un ensayo de infectividad mutante viral.

La figura 11 muestra una vision general de un ensayo de infectividad mutante viral como se muestra por medio de
Western blot.

La figura 12 muestra una vision general de un ensayo de infectividad mutante viral como se muestra por medio de
Western blot.

La figura 13 muestra una visién general de un ensayo de infectividad mutante viral como se muestra por medio de
Western blot.

La figura 14 muestra una vision general de un ensayo de infectividad mutante viral como se muestra por medio de
Western blot.

La figura 15 muestra una visiéon general de un ensayo de union de ELISA del JCV-VLP1.
La figura 16 muestra una visiéon general de un ensayo de unién de ELISA del JCV-VLP1.
La figura 17 muestra los resultados de un ensayo de unién de ELISA del JCV-VLP1.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En algunos casos, los aspectos de la descripcion se refieren a anticuerpos que se unen a una o0 mas proteinas del virus
JC (JCV). En algunos casos, los anticuerpos de union a JCV son anticuerpos neutralizantes que reducen o inhiben una
o mas funciones del JCV. En algunos casos, un anticuerpo neutralizante inhibe la replicacion, proliferacion y/o
infectividad de JCV. En algunos casos, un anticuerpo neutralizante induce el aclaramiento viral por medio del sistema
inmune, bloquea las interacciones del receptor del virus y/o interrumpe las capsides del virus.

En algunos casos, los anticuerpos que se unen a la proteina de la capside de JCV, por ejemplo, la proteina VP1 de
JCV, son anticuerpos neutralizantes. En algunos casos, los anticuerpos que se unen al bolsillo de unién del acido
sialico de la proteina VP1 de JCV son anticuerpos neutralizantes. Sorprendentemente, un anticuerpo neutralizante de
JCV que se une a VP1 puede ser eficaz contra dos o mas variantes diferentes de JCV, incluidas las variantes que
tienen uno o mas cambios en la secuencia de aminoacidos en el bolsillo de unién del acido sialico de la proteina VP1.

Un anticuerpo neutralizante puede ser Util para ayudar a prevenir, manejar y/o tratar una o mas afecciones asociadas
a una infeccion por JCV. La infeccion por JCV es sumamente prevalente en los seres humanos. Una infeccién primaria
por JCV puede ocurrir de manera asintomatica durante la infancia. El JCV se puede diseminar por todo el cuerpo,
probablemente a través de viremia y se cree que el JCV persiste con frecuencia principalmente en el tejido cerebral y

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2731757 T3

renal. Mientras que la infeccién por JCV es asintomatica en la mayoria de los sujetos, la infeccién puede dar lugar a
afecciones mas graves (como la LMP) e, incluso, muerte en algunos sujetos. Los sujetos mas susceptibles a la LMP
son sujetos que son inmunodeficientes (por ejemplo, pacientes con SIDA) o sujetos que se someten a un tratamiento
con inmunosupresores (por ejemplo, después de un trasplante de 6érganos o para tratar una inflamacioén relacionada
con una afecciéon como la esclerosis multiple). Los anticuerpos neutralizantes descritos en el presente documento se
pueden utilizar para tratar a pacientes que estan en riesgo de desarrollar una afeccion asociada al JCV. En algunos
casos, un paciente inmunodeficiente se puede tratar con un anticuerpo neutralizante de JCV para reducir el riesgo de
LMP u otra afeccién asociada a JCV, incluso, si el tratamiento no elimina del todo el JCV del paciente. Se deberia
apreciar que al inhibir la proliferacion de JCV (por ejemplo, replicacion y/o diseminacién de JCV en un sujeto), el riego
de afecciones asociadas a JCV se puede reducir y/o manejar como parte de un programa de tratamiento para un
paciente inmunodeficiente. En algunos casos, un paciente que recibe un farmaco inmunosupresor (por ejemplo,
Tysabri) se puede monitorizar para uno o mas signos o sintomas de una afeccién asociada a JCV (por ejemplo, LMP).
Si se detecta un signo o sintoma, se puede administrar un anticuerpo neutralizante de JCV. En algunos casos, el
tratamiento inmunosupresor también se puede suspender o reducir para permitir que el sistema inmune del paciente
se recupere y contrarreste una infeccion o proliferacion de JCV. Sin embargo, se deberia apreciar que un anticuerpo
neutralizante de JCV se puede utilizar en diferentes métodos terapéuticos para tratar o prevenir infecciones por JCV
ylo afecciones asociadas a JCV como las que se describen mas detalladamente en el presente documento. Se
deberia apreciar también que un anticuerpo neutralizante de JCV se puede utilizar como reactivo, por ejemplo, un
reactivo de ensayo, para detectar la presencia de una proteina o virus de JCV en una muestra. En algunos casos, los
anticuerpos descritos en el presente documento se pueden utilizar como reactivos de deteccion o de cuantificacion de
virus.

En algunos casos, ciertas variantes del JCV se asocian a un riesgo aumentado para una enfermedad o trastorno
provocado por la infecciéon por JCV. Por ejemplo, ciertas mutaciones en el bolsillo de unién del acido sialico de la
proteina VP1 del JCV se han asociado a un riesgo aumentado para la LMP. En algunos casos, un anticuerpo
neutralizante de JCV es especifico para una o mas variantes del JCV. En algunos casos, un anticuerpo neutralizante
de JCV se une a una pluralidad de variantes del JCV con suficiente afinidad para ser terapéuticamente eficaz contra
esas variantes. En algunos casos, un anticuerpo neutralizante de JCV se une al bolsillo de union del acido sialico del
virus JCV. Se deberia apreciar que se ha documentado que el bolsillo de unién del acido sialico es el dominio de
interaccion del receptor del virus. En algunos casos, el bolsillo de unién del acido sialico incluye los aminoacidos 55-76
y los aminoacidos 265-273 del JCV (Véase, por ejemplo, Gee et al., 2004, JBC 279: 49172-49176). En algunos casos,
un anticuerpo neutralizante de JCV se une a una pluralidad de variantes del JCV que tiene uno o mas cambios en
aminoacidos en el bolsillo de unién del acido sialico. Sin embargo, en algunos casos, ciertos cambios en aminoacidos
en el bolsillo de unién del acido sialico reducen la unién (e inhibicion) por medio de un anticuerpo neutralizante de JCV.
En algunos casos, se examina a un sujeto para signos de una infeccion por JCV. En algunos casos, se examina a un
sujeto para infeccion por una variante del JCV. En algunos casos, se puede monitorizar a un sujeto (por ejemplo, a un
sujeto conocido por tener una infeccion por JCV) para la aparicion de una o mas variantes del JCV de mayor riesgo. Un
resultado positivo para infeccion por JCV y/o la presencia de ciertas variantes del JCV en una muestra de un paciente
se puede utilizar como base para iniciar un tratamiento con un anticuerpo neutralizante de JCV. Sin embargo, se
apreciara que, en algunos casos, un anticuerpo neutralizante de JCV se puede administrar a un paciente seguin un
riesgo aumentado para infeccién o proliferaciéon de JCV y/o un riesgo aumentado para una afeccion asociada a JCV,
independientemente de si se ha realizado un ensayo de deteccion del JCV en el paciente.

Una reduccién en replicacion, proliferacion, infectividad y/o cualquier otra funciéon del virus JC provocada por un
anticuerpo se puede medir (por ejemplo, utilizando un ensayo in vitro y/o in vivo) comparando una o mas funciones del
JCV en presencia frente a ausencia de un anticuerpo. En algunos casos, un anticuerpo neutralizante puede dar lugar
a una reduccion en una o mas funciones del virus (por ejemplo, replicacion, proliferacion, infeccion, etc.) de
aproximadamente un 5 %, aproximadamente un 10 %, aproximadamente un 20 %, aproximadamente un 30 %,
aproximadamente un 40 %, aproximadamente un 50 %, aproximadamente un 60 %, aproximadamente un 70 %,
aproximadamente un 80 %, aproximadamente un 90 %, aproximadamente un 95 %, o mas.

Anticuerpos:

En algunos casos, un anticuerpo es un anticuerpo monoclonal que se genera contra una VLP del JCV. En algunos
casos, el anticuerpo es especifico para JCV. En algunos casos, el anticuerpo es especifico para la VP1 del JCV.

En algunos casos, un anticuerpo neutralizante que es especifico para JCV tiene un efecto neutralizante en la actividad
de JCV que es significativamente mayor que su efecto neutralizante en la actividad de uno o mas de otros virus, por
ejemplo, un virus emparentado (por ejemplo, virus BK). Sin embargo, en algunos casos, un anticuerpo neutralizante se
puede unir a uno o mas virus con suficiente afinidad para ser utiles para tratar una o mas infecciones virales diferentes.

En algunos casos, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal. En algunos casos, el anticuerpo es humanizado. En
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algunos casos, un anticuerpo tiene la secuencia de R399 o R411 como se describe en el presente documento.

En algunos casos, un anticuerpo comprende una o mas de las siguientes secuencias de CDR: CDR1: SEQ ID NO:2, 7,
16-18, 31-33; CDR2: SEQ ID NO:3, 8, 34-37; CDR3: SEQ ID NO:4, 9.

En algunos casos, un anticuerpo comprende una o mas de las siguientes secuencias de CDR: CDR1: SEQ ID NO:40,
45, 61-63; CDR2: SEQ ID NO:41,46, 64, 65; CDR3: SEQ ID NO:42, 47.

En algunos casos, un anticuerpo comprende una o mas de las siguientes secuencias de CDR: CDR1: QASQSIGXN-
LA (SEQ ID NO:18, 399-1 N31X), CDR1: GFSFDRNYWIX (SEQ ID NO:33, 399-h C35X), CDR2: LASYLAS (SEQ ID
NO:3, 399-1), CDR2: XISAGGSGNTYYATWAKG (SEQ ID NO:37, 399-h C50X), CDR3: QSSYYSPNDNA (SEQ ID
NO:4, 399-1), CDR3: FYSGGGYYAGYFTL (SEQ ID NO:9, 399-h), y secuencias de CDR con hasta dos mutaciones de
aminoacidos en comparacion con SEQ ID NO:18, 33, 3, 37,4y 9.

En algunos casos, un anticuerpo comprende una o mas de las siguientes secuencias de CDR: CDR1: QASQSIGGN-
LA (SEQ ID NO:17, 399-1 N31G), CDR1: GFSFDRNYWIA (SEQ ID NO:31, 399-h C35A), CDR2: LASYLAS (SEQ ID
NO:3, 399-1), CDR2: AISAGGSGNTYYATWAKG (SEQ ID NO:35, 399-h C50A), CDR3: QSSYYSPNDNA (SEQ ID
NO:4, 399-1), CDR3: FYSGGGYYAGYFTL (SEQ ID NO:9, 399-h), y secuencias de CDR con hasta dos mutaciones de
aminoacidos en comparacion con SEQ ID NO:17, 31, 3, 35,4y 9.

En algunos casos, un anticuerpo comprende una o mas de las siguientes secuencias de CDR: CDR1: QASQSIGGN-
LA (SEQ ID NO:17, 399-1 N31G), CDR1: GFSFDRNYWIA (SEQ ID NO:31, 399-h C35A), CDR2: LASYLAS (SEQ ID
NO:3, 399-1), CDR2: AISAGGSGNTYYATWAKG (SEQ ID NO:35, 399-h C50A), CDR3: QSSYYSPNDNA (SEQ ID
NO:4, 399-1), y CDR3: FYSGGGYYAGYFTL (SEQ ID NO:9, 399-h).

En algunos casos, un anticuerpo comprende una o mas de las siguientes CDR: CDR3: QSSYYSPNDNA (SEQ ID
NO:4, 399-1), y CDR3: FYSGGGYYAGYFTL (SEQ ID NO:9, 399-h) y secuencias CDR con hasta dos mutaciones de
aminoacidos en comparacion con SEQ ID NO: 4 y 9.

En algunos casos, un anticuerpo comprende las siguientes CDR: CDR1: QASQSIGGNLA (SEQ ID NO:17, 399-1
N31G), CDR2: LASYLAS (SEQ ID NO:3, 399-1), y CDR3: QSSYYSPNDNA (SEQ ID NO:4, 399-1).

En algunos casos, un anticuerpo comprende las siguientes CDR: CDR1: GFSFDRNYWIA (SEQ ID NO:31,399- h
C35A), CDR2: AISAGGSGNTYYATWAKG (SEQ ID NO:35, 399-h C50A), y CDR3: FYSGGGYYAGYFTL (SEQ ID
NO:9, 399-h).

En algunos casos, un anticuerpo comprende una o mas de las siguientes CDR: CDR1: QASQSIGGNLA (SEQ ID
NO:17, 399-1 N31G), CDR1: GFSFDRNYWIA (SEQ ID NO:31,399-h C35A), CDR2: LASYLAS (SEQ ID NO:3, 399-1),
CDR2: AISAGGSGNTYYATWAKG (SEQ ID NO:35, 399-h C50A), CDR3: QSSYYSPNDNA (SEQ ID NO:4, 399-1), y
CDR3: FYSGGGYYAGYFTL (SEQ ID NO:9, 399-h).

En algunos casos, un anticuerpo tiene las siguientes CDR3 de cadena pesada: FYSGGGYYAGYFTL (SEQ ID NO:9,
399-h), y/p las siguientes CDR3 de cadena ligera: QSSYYSPNDNA (SEQ ID NO:4, 399-1).

En algunos casos, un anticuerpo tiene las siguientes CDR2 de cadena pesada: AISAGGSGNTYYATWAKG (SEQ ID
NO:35, 399-h C50A), y/o las siguientes CDR2 de cadena ligera: LASYLAS (SEQ ID NO:3, 399-1).

En algunos casos, un anticuerpo tiene las siguientes CDR1 de cadena pesada: GFSFDRNYWIA (SEQ ID NO:31, 399h
C35A), y/o las siguientes CDR1 de cadena ligera: CDR1: QASQSIGGNLA (SEQ ID NO:17, 399-1 N31G).

En algunos casos, se han realizado uno o mas cambios de humanizacion: posicion 8 en la CDR1 de la cadena ligera
variable, véase, por ejemplo, SEQ ID NO: 16-18.

En algunos casos, un anticuerpo tiene una region variable de cadena pesada que tiene una de las siguientes SEQ ID
NO:6, 19-30. En algunos casos, un anticuerpo tiene una regién variable de cadena ligera que tiene una de las
siguientes SEQ ID NO:1, 11-15.

En algunos casos, un anticuerpo tiene una region variable de cadena pesada que tiene una de las siguientes SEQ ID
NO:43, 51-60. En algunos casos, un anticuerpo tiene una regién variable de cadena ligera que tiene una de las
siguientes SEQ ID NO: 38, 48-50.

En algunas realizaciones, un anticuerpo tiene una region variable de cadena pesada que tiene SEQ ID NO:20. En
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algunas realizaciones, un anticuerpo tiene una regién variable de cadena ligera que tiene SEQ ID NO:15.

En algunos casos, uno o mas de los siguientes cambios de humanizacion se han realizado en una regién variable de
cadena ligera en los siguientes aminoacidos Phe en la posicion 2, Asn en la posicion 22, Gln en la posicion 70 y Val en
la posiciéon 75, como se indican en SEQ ID NO: 13-15. En algunos casos, uno o mas de los siguientes cambios de
humanizacion se han realizado en una regién variable de cadena ligera en los siguientes aminoacidos Phe en la
posicion 2, Asn en la posicion 22, GIn en la posicién 70 y Val en la posicién 75, como se indican en SEQ ID NO: 13-15.

En algunas realizaciones, un anticuerpo puede ser sustancialmente un anticuerpo de unién a VP-1 de longitud
completa o un fragmento funcional de este. Por ejemplo, si un fragmento de un anticuerpo de unién a VP-1 es
suficiente para permitir la union especifica por medio de un anticuerpo que se une especificamente a un anticuerpo de
unioén a VP-1, es un anticuerpo de union a VP-1 funcional y se puede utilizar en los métodos vy kits de la descripcion. En
algunas realizaciones, un fragmento de anticuerpo se puede utilizar si proporciona suficiente unién para inhibir la
funcién de JCV y/o para ser util como agente de deteccion para JCV. Una persona con experiencia ordinaria en la
técnica sera capaz de identificar los fragmentos de anticuerpos de unién a VP-1 y determinar si un fragmento de
anticuerpo de unién a VP-1 es un fragmento de anticuerpo de unién a VP-1 funcional, utilizando solo procedimientos
habituales y ensayos de unién (por ejemplo, ensayos de competicién utilizando un anticuerpo de unién a VP-1 de
longitud sustancialmente completa descrito en el presente documento).

En algunas realizaciones, un anticuerpo puede ser un anticuerpo quimérico que contiene una region variable (por
ejemplo, una region variable humanizada) de una primera especie (por ejemplo, un conejo) y una regién Fc de una
segunda especie (por ejemplo, un ser humano). Como resultara evidente para una persona con experiencia ordinaria
en la técnica, la presente descripcion también proporciona fragmentos F(ab')2, Fab, Fv y Fd; anticuerpos quiméricos
en los que las regiones Fc y/o FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de cadena ligera han sido reemplazadas por
secuencias homélogas humanas o no humanas; anticuerpos de fragmentos F(ab')2 quiméricos en los que las regiones
FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de cadena ligera han sido reemplazadas por secuencias homdlogas humanas y no
humanas; anticuerpos de fragmentos Fab quiméricos en las que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 y/o CDR3 de
cadena ligera han sido reemplazadas por secuencias homodlogas humanas o no humanas; y anticuerpos de
fragmentos Fd quiméricos, en los que las regiones FR y/o CDR1 y/o CDR2 han sido reemplazadas por secuencias
homdélogas humanas o no humanas.

En ciertos casos, un anticuerpo neutralizante de JCV puede ser un anticuerpo anti-VP1 de cadena sencilla, un
anticuerpo de dominio sencillo o un Nanobody™. Las caracteristicas de cada uno de estos tipos de anticuerpos y
métodos para su uso se conocen en la técnica. Los Nanobodies™ son los fragmentos funcionales mas pequefios de
anticuerpos y derivan de anticuerpos de cadena sencilla que existen de manera natural (véase Ablynx, Bélgica;
ablynx.com). La tecnologia Nanobody™ fue desarrollada a partir del descubrimiento de que los camélidos (camellos y
llamas) poseen un repertorio Unico de anticuerpos completamente funcionales que carecen de cadenas ligeras. La
estructura de los Nanobody™ consiste en un dominio variable simple (VHH), una regién de bisagra y dos dominios
constantes (CH2 y CH3). El dominio VHH clonado y aislado es un polipéptido estable que alberga la capacidad total de
unioén al antigeno de la cadena pesada original. Los Nanobodies™ combinan las caracteristicas de los anticuerpos
convencionales con caracteristicas de farmacos de moléculas pequefias. Los Nanobodies™ muestran una alta
especificidad para la diana y una baja toxicidad inherente. Adicionalmente, los Nanobodies™ son muy estables, se
pueden administrar por medios distintos a la inyecciéon y son faciles de fabricar. En ciertos casos, un anticuerpo
neutralizante JCV terapéutico, un resto de inmovilizacién y/o un resto de deteccion pueden ser un Nanobody™
humanizado.

En algunos casos, un anticuerpo neutralizante de JCV ejemplar tiene una o mas CDR, por ejemplo, las tres CDR de
cadena pesada (HC) y/o las tres CDR de cadena ligera (LC) de un anticuerpo particular descrito en el presente
documento, o CDR que son, en suma, al menos un 80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98 o un 99 % idénticas a un
anticuerpo de este tipo, por ejemplo, CDR1: SEQ ID NO:2, 7, 16-18, 31-33; CDR2: SEQ ID NO:3, 8, 34-37; CDR3:
SEQ ID NO:4, 9, y CDR1: SEQ ID NO:40, 45, 61-63; CDR2: SEQ ID NO:41,46, 64, 65; CDR3: SEQ ID NO:42, 47. En
algunos casos, un anticuerpo neutralizante de JCV ejemplar tiene una, dos, tres, cuatro, cinco o seis de las CDR, por
ejemplo, las tres CDR de cadena pesada (HC) y/o las tres CDR de cadena ligera (LC) de un anticuerpo particular
descrito en el presente documento.

En algunos casos, un anticuerpo neutralizante de JCV ejemplar tiene una o mas CDR, por ejemplo, las tres CDR de
cadena pesada (HC) y/o las tres CDR de cadena ligera (LC) de un anticuerpo particular descrito en el presente
documento, o CDR que incluyen una, hasta dos, hasta tres, hasta cuatro, hasta cinco, hasta seis, hasta siete, hasta
ocho, hasta nueve o hasta diez cambios en aminoacidos en comparacion con, por ejemplo, CDR1: SEQ ID NO:2, 7,
16-18, 31-33; CDR2: SEQ ID NO:3, 8, 34-37; CDR3: SEQ ID NO:4, 9, y CDR1: SEQ ID NO:40, 45, 61-63; CDR2: SEQ
ID NO:41,46, 64, 65; CDR3: SEQ ID NO:42, 47. En un caso, los bucles hipervariables H1 y H2 tienen la misma
estructura canonica que los de un anticuerpo descrito en el presente documento. En un caso, los bucles hipervariables
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L1y L2 tienen la misma estructura canénica que los de un anticuerpo descrito en el presente documento.

En un caso, la secuencia de aminoacidos de la secuencia de dominio variable HC y/o LC es al menos un 70, 80, 85, 90,
92, 95, 97, 98, 99 o un 100 % idéntica a la secuencia de aminoacidos del dominio variable HC y/o LC de un anticuerpo
descrito en el presente documento, por ejemplo, SEQ ID NO 1, 6, 11-15, 19-30 y 43, 51-60, 38, 48-50. La secuencia de
aminoacidos de la secuencia de dominio variable HC y/o LC puede diferir en al menos un aminoacido, pero no mas de
diez, ocho, seis, cinco, cuatro, tres o dos aminoacidos de la secuencia correspondiente de un anticuerpo descrito en el
presente documento, por ejemplo, SEQ ID NO 1, 6, 11-15, 19-30 y 43, 51-60, 38, 48-50. Por ejemplo, las diferencias
pueden estar principal o totalmente en las regiones de marco.

Las secuencias de aminoacidos de las secuencias de dominio variable HC y LC se pueden codificar por una secuencia
que se hibrida en condiciones de alta astringencia a una secuencia de acidos nucleicos descrita en el presente
documento o una que codifica un dominio variable o a un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos
descrita en el presente documento. En una realizacion, las secuencias de aminoacidos de una o mas regiones de
marco (por ejemplo, FR1, FR2, FR3 y/o FR4) del dominio variable HC y/o LC son al menos un 70, 80, 85, 90, 92, 95,
97, 98, 99 o un 100 % idénticas a las regiones de marco correspondientes de los dominios variables HC y LC de un
anticuerpo descrito en el presente documento. En una realizacién, una o mas regiones de marco de cadena pesada o
ligera (por ejemplo, FR1, FR2 y FR3 de HC) son al menos un 70, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98 o un 100 % idénticas a la
secuencia de regiones de marco correspondientes de un anticuerpo de la linea germinal humana.

Los calculos de "homologia" o "identidad de secuencia" entre dos secuencias (las expresiones se utilizan
indistintamente en el presente documento) se pueden realizar como se indica a continuacién. Las secuencias se
alinean para fines de comparacion 6ptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en una o ambas de una primera y
una segunda secuencia de aminoacidos o de &cidos nucleicos para la alineacién éptima y las secuencias no
homologas pueden ignorarse para fines comparativos). La alineacién éptima se determina como la mejor puntuacion
utilizando el programa GAP en el paquete de software GCG con una matriz de puntuaciéon Blossum 62 con una
penalizacién por hueco de 12, una penalizacion de extension de hueco de 4 y una penalizacion de hueco de
desplazamiento de marco de 5. Luego se comparan los residuos de aminoacidos o nucleétidos en las posiciones de
aminoacidos o posiciones de nucleétidos correspondientes. Cuando una posiciéon en la primera secuencia esta
ocupada por el mismo residuo de aminoacido o nucleétido que la posicidn correspondiente en la segunda secuencia,
entonces las moléculas son idénticas en esa posicion (tal como se utiliza en el presente documento, "identidad" de
aminoacido o acido nucleico es equivalente a "homologia" de aminoacido o acido nucleico). El porcentaje de identidad
entre las dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias.

El experto en la materia se dara cuenta de que se pueden hacer sustituciones de aminoacidos conservadoras
anticuerpos de neutralizantes de JCV para proporcionar variantes funcionalmente equivalentes de estos anticuerpos,
por ejemplo, las variantes conservan las capacidades funcionales de inhibicion de una o mas funciones del JCV. Como
se usa en el presente documento, una "sustitucion de aminoacidos conservadora" se refiere a una sustitucion de
aminoacidos que no altera las caracteristicas de carga o de tamanio relativas de la proteina en la que se realiza la
sustitucion de aminoacidos. Las variantes pueden prepararse segun métodos para alterar la secuencia de polipéptidos
conocidos por una persona con experiencia ordinaria en la técnica tal como se encuentran en referencias que
recopilan métodos de este tipo, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook, et al., eds.,
Segunda Edicioén, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989, o Current Protocols in
Molecular Biology, F.M. Ausubel, et al., eds., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. Las variantes funcionalmente
equivalentes ejemplares de anticuerpos neutralizantes de JCV incluyen sustituciones de aminoacidos conservadoras
en las secuencias de aminoacidos de proteinas descritas en el presente documento. Las sustituciones conservadoras
de aminoacidos incluyen sustituciones hechas entre aminoacidos dentro de los siguientes grupos: (a) M, I, L, V; (b) F,
Y5 W; (c)K, R, H; (d)A,G;(e)S, T; () Q,N; y (9) E, D.

Como se usa en el presente documento, la expresién "se hibrida bajo condiciones de alta astringencia" describe
condiciones para hibridacion y lavado. Se pueden encontrar directrices para la realizacion de las reacciones de
hibridacion en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3. 6. Se describen
métodos acuosos y no acuosos en esa referencia y se puede utilizar cualquiera de ellos. Las condiciones de
hibridacion de alta astringencia pueden incluir hibridacion en 6 x SSC a aproximadamente 45 °C, seguido de uno o
mas lavados en 0,2 x SSC, SDS al 0,1 % a 65 °C o condiciones sustancialmente similares.

Los anticuerpos se pueden someter a prueba para una propiedad funcional, por ejemplo, neutralizacién del JCV, por
ejemplo, como se describe en el presente documento o utilizando otras técnicas para evaluar replicacion, propagacion,
infectividad y/o otras funciones del JCV.

En algunos casos, se puede utilizar una combinacion de dos o mas anticuerpos diferentes. En algunos casos, se
pueden utilizar uno o0 mas anticuerpos en combinacién con uno o mas de otros agentes. En algunos casos, se pueden
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utilizar anticuerpos tetravalentes, anticuerpos acoplados a transportadores de la barrera hematoencefalica,
anticuerpos acoplados a reactivos de colorante de contrate y/o anticuerpos radiomarcados (por ejemplo, como
marcadores de presencia de JCV en pacientes).

Obtenciéon de anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno:

Los anticuerpos neutralizantes de JCV se pueden generar por medio de inmunizacion, por ejemplo, utilizando un
animal como un conejo. Una VLP de JCV, o una proteina de VLP (por ejemplo, VP1) se puede utilizar como
inmundgeno. En algunos casos, se puede utilizar una VLP o proteina de VLP que tiene una secuencia de tipo salvaje
o normal. En algunos casos, una VLP o proteina de VLP que tiene una o mas mutaciones (por ejemplo, en el bolsillo de
union del acido sialico de VP1) se puede utilizar como inmundégeno.

Los términos "anticuerpo" e "inmunoglobulina" se pueden utilizar indistintamente en el presente documento. Un
anticuerpo o una inmunoglobulina comprende al menos el dominio variable de una cadena pesada y, normalmente,
comprende al menos los dominios variables de una cadena pesada y de una cadena ligera. Las estructuras basicas de
la inmunoglobulina en sistemas vertebrados se comprenden relativamente bien. Véase, por ejemplo, Harlow et al.
Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 22 ed. 1988). Los anticuerpos y las
inmunoglobulinas incluyen un gran numero de clases de polipéptidos que se pueden distinguir bioquimicamente. Los
expertos en la técnica apreciaran que las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta, o épsilon, con
algunas subclases entre ellas (por ejemplo, gamma1-gammad4). Es la naturaleza de esta cadena la que determina la
"clase" de un anticuerpo como IgG, IgM, IgA IgG, o IgE, respectivamente. Las subclases (isotipos) de inmunoglobulina,
por ejemplo, IgG1, 19G2, IgG3, I1gG4, IgA1, etc. estan bien caracterizadas y se sabe que confieren especializacion
funcional. Versiones modificadas de cada una de estas clases e isotipos son faciimente discernibles por un experto en
la técnica en vista de la descripcion instantanea y anticuerpos neutralizantes de JCV de diferentes clases se pueden
obtener o disefiar como se describe en el presente documento. Se debe apreciar que todas las clases de
inmunoglobulina se encuentran dentro del alcance de la presente invencién. Sin embargo, en términos generales, la
siguiente discusion se dirigira a la clase IgG de moléculas de inmunoglobulina. Con respecto a IgG, una molécula
estandar de inmunoglobulina comprende dos polipéptidos de cadena ligera idénticos de peso molecular
aproximadamente 23.000 daltons, y dos polipéptidos de cadena pesada idénticos de peso molecular 53.000-70.000.
Tipicamente, las cuatro cadenas se unen por medio de enlaces disulfuro en una configuracién en "Y" donde las
cadenas ligeras se unen a las cadenas pesadas empezando en la boca de la "Y" y continuando a través de la region
variable.

Las cadenas ligeras se clasifican tanto como kappa como lambda. Cada clase de cadena pesada se puede unir a una
cadena ligera tanto kappa como lambda. En general, las cadenas ligeras y pesadas se unen de manera covalente
entre si, y las porciones de "cola" de las dos cadenas pesadas se unen entre si por medio de enlaces disulfuro
covalentes o de enlaces no covalentes mientras que las inmunoglobulinas se generan por hibridomas, células B o por
células huésped disefiadas genéticamente. En la cadena pesada, las secuencias de aminoacidos van desde el
N-terminal en los extremos bifurcados de la configuracion en Y hasta el C-terminal en el final de cada cadena.

Tanto las cadenas ligeras como las pesadas se dividen en dos regiones de homologia estructural y funcional. Los
términos "constante" y "variable" se utilizan de manera funcional. A este respecto, se apreciara que los dominios
variables de las porciones de cadena ligera (VL) y pesada (VH) determinan el reconocimiento y especificidad del
antigeno. Por el contrario, los dominios constantes de la cadena ligera (CL) y de la cadena pesada (CH1, CH2 o CH3)
confieren propiedades bioldgicas importantes tales como secrecion, movilidad transplacentaria, union al receptor Fc,
unién a complemento, y similares. Por convencidn, la numeracion de los dominios de region constante aumenta a
medida que se vuelven mas distales del sitio de unién a antigeno o del amino terminal del anticuerpo. La porcion
N-terminal es una region variable y la porcion C-terminal es una regidn constante; los dominios CH3 y CL comprenden
en realidad el carboxi terminal de la cadena pesada y ligera, respectivamente.

Como se describe en el presente documento, la region variable permite al anticuerpo reconocer de manera selectiva y
unirse especificamente a epitopos en antigenos. Esto es, el dominio VL y el domino VH, o subconjunto de las regiones
determinantes de la complementariedad (CDR), de un anticuerpo se combinan para formar la regién variable que
define un sitio de unién a antigeno tridimensional. Esta estructura cuaternaria del anticuerpo forma el sitio de union a
antigeno presente en el extremo de cada brazo de la Y. Mas especificamente, el sitio de unién a antigeno se define por
medio de tres CDR en cada una de las cadenas VH y VL. En algunos casos, por ejemplo, ciertas moléculas de
inmunoglobulina derivadas de especies de camélidos o disefiadas basandose en inmunoglobulinas de camélidos, una
molécula completa de inmunoglobulina puede consistir solo en cadenas pesadas, sin cadenas ligeras. Véase, por
ejemplo, Hamers-Casterman et al., Nature 363:446-448 (1993)

En anticuerpos que existen de manera natural, las seis "regiones determinantes de complementariedad" o "CDR"
presentes en cada dominio de unién a antigeno son secuencias cortas no contiguas de aminoacidos que se colocan
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especificamente para formar el dominio de unién a antigeno mientras el anticuerpo asume su configuracion
tridimensional en un entorno acuoso. El resto de los aminoacidos en los dominios de union a antigeno, denominados
como regiones de "marco", muestran menos variabilidad intramolecular. En gran medida, las regiones de marco
adoptan una conformacioén de lamina beta y las CDR forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte
de, la estructura de lamina beta. Por consiguiente, las regiones de marco actian para formar un andamiaje que
proporciona la colocacién de las CDR en la orientacién correcta por medio de interacciones intercatenarias no
covalentes. EI dominio de unién a antigeno formado por las CDR colocadas define una superficie complementaria al
epitopo en el antigeno inmunoreactivo. Esta superficie complementaria promociona la unién no covalente del
anticuerpo a su epitopo cognado. Los aminoacidos que comprenden las CDR y las regiones de marco,
respectivamente, se pueden identificar facilmente para cualquier regién variable de cadena pesada o ligera dada por
una persona con experiencia ordinaria en la técnica, ya que se han definido de manera precisa (véase "Sequences of
Proteins of Immunological Interest," Kabat, E., et al., Departamento de Salud y Servicios Sociales de los Estados
Unidos, (1983); y Chothia y Lesk, J. Mol. Biol., 196:901-917 (1987).

Se deberia apreciar que los anticuerpos obtenidos como se describe en el presente documento se pueden alterar para
eliminar o reemplazar una o mas CDR. En algunos casos, se pueden generar fragmentos de unién a antigeno que
conservan la especificidad del antigeno pero que carecen de una o mas de las seis CDR de un anticuerpo de longitud
completa. De manera alternativa, se pueden conservar una o mas CDR de un anticuerpo (por ejemplo, CDR3) y una o
mas de las otras CDR se pueden disefiar y/o reemplazar con una CDR diferente, por ejemplo, para alterar la
especificidad y/o afinidad de union al antigeno.

En el caso en el que hay dos o mas definiciones de un término que se utiliza y/o acepta en la técnica, la definicion del
término como se utiliza en el presente documento pretende incluir todos los significados de este tipo a menos que se
indique explicitamente lo contrario. Un ejemplo especifico es el uso de la expresidon "region determinante de la
complementariedad" ("CDR") para describir los sitios de combinacion con antigeno no contiguos encontrados en la
region variable de los polipéptidos de cadena pesada y ligera. Esta region particular se ha descrito por Kabat et al.,
Departamento de Salud y Servicios Sociales de los Estados Unidos, "Sequences of Proteins of Immunological Interest"
(1983) y por Chothia et al., J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987), donde las definiciones incluyen solapamiento o
subconjuntos de residuos de aminoacidos cuando se comparan entre si. Sin embargo, la aplicacion de cualquier
definicion para referirse a una CDR de un anticuerpo o variantes de estos se pretende que se encuentre dentro del
alcance del término tal como se define y utiliza en el presente documento. Los nimeros exactos de residuos que
abarcan una CDR particular variaran dependiendo de la secuencia y del tamafio de la CDR. Los expertos en la técnica
pueden determinar habitualmente qué residuos comprenden una CDR particular dada la secuencia de aminoacidos de
la regién variable del anticuerpo.

Kabat et al. también definen un sistema de numeracion para secuencias de dominios variables que es aplicable a
cualquier anticuerpo. Una persona con experiencia ordinaria en la técnica puede asignar inequivocamente este
sistema de "numeracién de Kabat" a cualquier secuencia de dominio variable, sin depender de ningun dato
experimental mas alla de la secuencia en si misma. Tal como se utiliza en el presente documento, la "numeracion de
Kabat" se refiere al sistema de numeracién descrito por Kabat et al., Departamento de Salud y Servicios Sociales de
los Estados Unidos, "Sequence of Proteins of Immunological Interest" (1983). A menos que se especifique lo contrario,
las referencias a la numeracién de posiciones de residuos de aminoacidos especificos en un anticuerpo neutralizante
o variante de fragmento de unién antigeno, o derivado de estos de la presente descripcion, incluida la presente
invencion, son segun el sistema de numeracion de Kabat.

En las especies de camélidos, la region variable de cadena pesada, denominada como VHH, forma el dominio de
uniéon a antigeno entero. Las principales diferencias entre regiones variables de VHH de camélidos y aquellas
derivadas de anticuerpos (VH) convencionales incluyen (a) mas aminoacidos hidrofébicos en la superficie de contacto
de la cadena ligera de VH en comparacion con la region correspondiente en VHH, (b) un CDR3 mas largo en VHH, y
(c) la frecuente aparicién de un enlace disulfuro entre CDR1 y CDR3 en VHH.

Tal como se describe en el presente documento, los anticuerpos de unién a JCV o fragmentos de unién a antigeno,
variantes, o derivados de estos incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos policlonales, monoclonales,
mutiespecificos, humanos, humanizados, primatizados, o quiméricos, anticuerpos de cadena sencilla, fragmentos de
unién a epitopo, por ejemplo, Fab, Fab'y F(ab')2, Fd, Fvs, anticuerpos de cadena sencilla Fvs (scFv), anticuerpos de
cadena sencilla, Fvs unidos por disulfuro (sdFv), fragmentos que comprenden tanto un dominio VL como VH,
fragmentos producidos por una biblioteca de expresiéon de Fab, anticuerpos anti-idiotipicos (anti-Id) (que incluyen, por
ejemplo, anticuerpos anti-Id para los anticuerpos neutralizantes descritos en el presente documento). Las moléculas
ScFv se conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, en la patente estadounidense N.° 5.892.019. Las
moléculas de inmunoglobulina o de anticuerpo neutralizante de JCV pueden ser de cualquier tipo (por ejemplo, IgG,
IgE, IgM, IgD, IgA y IgY), clase (por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA1 y IgA2) o subclase de molécula de
inmunoglobulina.
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Los fragmentos de anticuerpos neutralizantes de JCV, incluidos los anticuerpos de cadena sencilla, pueden
comprender la(s) region (regiones) variable(s) sola(s) o en combinacion con la totalidad o una parte de lo siguiente:
region de bisagra, dominios CH1, CH2 y CH3. También, los fragmentos de unién a antigeno neutralizantes de JCV
pueden comprender cualquier combinacion de region (regiones) variable(s) con una region de bisagra, dominios CH1,
CH2 y CH3.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "porcion de cadena pesada" incluye secuencias de
aminoacidos derivadas de una cadena pesada de inmunoglobulina. Un polipéptido que comprende una porcién de
cadena pesada comprende al menos uno de lo siguiente: un dominio CH1, un dominio de bisagra (por ejemplo, region
de bisagra superior, intermedia y/o inferior), un dominio CH2, un dominio CH3, o una variante o fragmento de estos.
Por ejemplo, un polipéptido de unién para su uso en la invencion puede comprender una cadena polipeptidica que
comprende un dominio CH1; una cadena polipeptidica que comprende un dominio CH1, al menos una porcién de un
dominio de bisagra y un dominio CH2; una cadena polipeptidica que comprende un dominio CH1 y un dominio CH3;
una cadena polipeptidica que comprende un dominio CH1, al menos una porcién de un dominio de bisagra y un
domino CH3, o una cadena polipeptidica que comprende un dominio CH1, al menos una porcién de un dominio de
bisagra, un dominio CH2, y un dominio CH3. En otra realizacién, un polipéptido de la invencién comprende una cadena
polipeptidica que comprende un dominio CH3. Ademas, un polipéptido de unién para su uso en la invencion puede
carecer de al menos una porcion de un dominio CH2 (por ejemplo, todo o parte de un dominio CH2). Tal como se
describe anteriormente, una persona con experiencia ordinaria en la técnica entendera que estos dominios (por
ejemplo, porciones de cadena pesada) se pueden modificar de tal manera que varien en la secuencia de aminoacidos
a partir de la molécula de inmunoglobulina que existe de manera natural.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion "porcién de cadena ligera " incluye secuencias de
aminoacidos derivadas de una cadena ligera de inmunoglobulina. Preferiblemente, la porcion de cadena ligera
comprende al menos uno de un dominio VL o CL.

Los anticuerpos neutralizantes, o fragmentos de unién a antigeno, variantes o derivados de estos descritos en el
presente documento se pueden describir o especificar en términos del (de los) epitopo(s) o porcidn (porciones) de un
antigeno, por ejemplo, un polipéptido diana de la proteina VP1 del JCV que estos reconocen o a los que se unen
especificamente. La porcidn del polipéptido diana que interactia especificamente con el dominio de unién a antigeno
de un anticuerpo es un "epitopo", o un "determinante antigénico". Un polipéptido diana puede comprender un unico
epitopo, pero tipicamente comprende al menos dos epitopos, y puede incluir cualquier numero de epitopos,
dependiendo del tamafio, conformacion y tipo de antigeno. Ademas, se deberia tener en cuenta que un "epitopo" en
un polipéptido diana puede ser o incluir elementos no polipeptidicos, por ejemplo, un "epitopo" puede incluir una
cadena lateral de carbohidratos.

El tamafio minimo de epitopo de péptido o polipéptido para un anticuerpo se cree que es aproximadamente de cuatro
a cinco aminoacidos. Los epitopos de péptido o polipéptido preferiblemente contienen al menos siete, mas
preferiblemente al menos nueve y de manera mas preferida entre al menos aproximadamente 15 a aproximadamente
30 aminoacidos. Ya que una CDR puede reconocer un péptido o polipéptido antigénico en su forma terciaria, los
aminoacidos que comprenden un epitopo no necesitan ser contiguos y, en algunos casos, incluso no necesitan estar
en la misma cadena peptidica. En algunos casos, un epitopo de péptido o de polipéptido reconocido por anticuerpos
descritos en el presente documento contienen una secuencia de al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, mas
preferiblemente al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 25, o entre de
aproximadamente 15 a aproximadamente 30 aminoacidos contiguos 0 no contiguos de una proteina de VLP del JCV
(por ejemplo, VP1). (Véase, por ejemplo, la publicacién internacional W0O2010/090757).

En términos generales, "se une especificamente” significa que un anticuerpo se une a un epitopo por medio de su
dominio de unién a antigeno, y que la unién conlleva alguna complementariedad entre el dominio de union a antigeno
y el epitopo. Segun esta definicion, se dice que un anticuerpo "se une especificamente" a un epitopo cuando este se
une a un epitopo, por medio de su dominio de unién a antigeno mas facilmente de lo que se uniria a un epitopo
aleatorio no emparentado. El término especificidad se utiliza en el presente documento para cuantificar la afinidad
relativa por la que un determinado anticuerpo se une a un determinado epitopo.

Se dice que un anticuerpo inhibe competitivamente la unién de un anticuerpo de referencia a un epitopo dado si este
se une preferencialmente a ese epitopo hasta el punto de que bloquea, en cierto grado, la unién del anticuerpo de
referencia al epitopo. La inhibicién competitiva se puede determinar por medio de cualquier método conocido en la
técnica, por ejemplo, en ensayos de competicion de ELISA. Se puede decir que un anticuerpo inhibe de manera
competitiva la unién del anticuerpo de referencia a un epitopo dado en al menos un 90 %, al menos un 80 %, al menos
un 70 %, al menos un 60 %, o al menos un 50 %.
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Tal como se utiliza en el presente documento, el término "afinidad" se refiere a una medida de la fuerza de la unién de
un epitopo individual con la CDR de una molécula de inmunoglobulina. Véase, por ejemplo, Harlow et al. Antibodies: A
Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 22 ed. 1988) paginas 27-28. Tal como se utiliza en el
presente documento, el término "avidez" se refiere a la estabilidad general del complejo entre una poblacién de
inmunoglobulinas y un antigeno, que es, la fuerza de combinacién funcional de una mezcla de inmunoglobulina con el
antigeno. Véase, por ejemplo, Harlow, paginas 29-34. La avidez esta relacionada con la afinidad de moléculas de
inmunoglobulina individuales en la poblacion con epitopos especificos, y también con la valencia de las
inmunoglobulinas y del antigeno. Por ejemplo, la interaccion entre un anticuerpo monoclonal bivalente y un antigeno
con una estructura de epitopo sumamente repetitiva, como un polimero, seria de avidez alta.

Los anticuerpos neutralizantes o fragmentos de unién a antigeno, variantes y derivados de estos descritos en el
presente documento se pueden describir también o especificar en términos de su reactividad cruzada. Tal como se
utiliza en el presente documento, la expresion "reactividad cruzada" se refiere a la capacidad de un anticuerpo,
especifico para un antigeno, de reaccionar con un segundo antigeno; una medida de parentesco entre dos sustancias
antigénicas diferentes. Por consiguiente, un anticuerpo es de reactividad cruzada si se une a un epitopo distinto del
que indujo su formacién. En términos generales, un epitopo de reactividad cruzada contiene muchas de las mismas
caracteristicas estructurales complementarias del epitopo inductor y, en algunos casos, en realidad, puede encajar
mejor que el original.

Por ejemplo, ciertos anticuerpos tienen algun grado de reactividad cruzada, en el sentido de que se unen a epitopos
emparentados, pero no son idénticos, por ejemplo, los epitopos con al menos un 95 %, al menos un 90 %, al menos un
85 %, al menos un 80 %, al menos un 75 %, al menos un 70 %, al menos un 65 %, al menos un 60 %, al menos un 55
%, y al menos un 50 % de identidad (como se calcula utilizando métodos conocidos en la técnica y se describe en el
presente documento) a un epitopo de referencia. Se puede decir que un anticuerpo tiene poca reactividad cruzada o
que no tiene si no se une a epitopos con menos de un 95 %, al menos un 90 %, al menos un 85 %, al menos un 80 %,
al menos un 75 %, al menos un 70 %, al menos un 65 %, al menos un 60 %, al menos un 55 %, y al menos un 50 % de
identidad (como se calcula utilizando métodos conocidos en la técnica y se describe en el presente documento) a un
epitopo de referencia. Se puede considerar que un anticuerpo es "sumamente especifico” para un cierto epitopo, si no
se une a cualquier otro analogo, ortélogo u homélogo de ese epitopo.

Los anticuerpos neutralizantes o fragmentos de unién a antigeno, variantes y derivados de estos descritos en el
presente documento se pueden describir también o especificar en términos de su afinidad de unién a un polipéptido.
Por ejemplo, un anticuerpo neutralizante de JCV se puede unir a un péptido de JCV (por ejemplo, un péptido VP1), con
una constante de disociacién o Kd inferior a 102M, 10-3M, 10“M, 10-°M, 10°M, 10"M, 108M, 10°M, 10"°'M, 10-"'M,
107'2M, 10-3M, 10-*M, o 10-"5M.

Los anticuerpos neutralizantes o fragmentos de unién a antigeno, variantes y derivados de estos descritos en el
presente documento pueden ser "multiespecificos”, por ejemplo, biespecificos, triespecificos 0 de multiespecificidad
mayor, lo que significa que reconoce y se une a dos 0 mas epitopos diferentes presentes en uno o mas antigenos
diferentes (por ejemplo, proteinas) a la misma vez. Por consiguiente, si un anticuerpo neutralizante es
"monoespecifico” o "multiespecifico” por ejemplo, "biespecifico”, se refiere al nimero de epitopos diferentes con los
que reacciona un polipéptido de unién. Los anticuerpos multiespecificos pueden ser especificos para diferentes
epitopos de un polipéptido diana descrito en el presente documento o puede ser especifico para un polipéptido diana
al igual que para un epitopo heterdélogo, tal como un polipéptido heterélogo o material de soporte sélido.

Humanizacién:

En algunas realizaciones, un anticuerpo de animal (por ejemplo, anticuerpo de conejo) se puede modificar, por
ejemplo, intercambiando la regién Fc con una regién Fc de una especie diferente (por ejemplo, con una region Fc
humana). En algunas realizaciones, uno o0 mas cambios de humanizacién se pueden hacer también (por ejemplo, en
una o mas de las regiones de marco del anticuerpo).

En algunas realizaciones, los anticuerpos descritos en el presente documento se pueden disefiar, por medio de
reemplazamiento parcial de la regidon de marco y cambio de secuencia. En algunas realizaciones, las CDR derivan de
un anticuerpo de una clase diferente y/o una especie diferente a la de las regiones de marco. En algunas realizaciones,
un anticuerpo disefiado contiene una o mas CDR "donantes" de un anticuerpo no humano de especificidad conocida
que se injerta en una regién de marco de cadena pesada o ligera humana. Puede ser no necesario reemplazar todas
las CDR con las CDR completas de la region variable donante para transferir la capacidad de unién a antigeno de un
dominio variable a otro. Mas bien, puede ser solo necesario transferir aquellos residuos que son necesarios para
mantener la actividad del sitio de union de la diana. Dadas las explicaciones descritas en, por ejemplo, las patentes
estadounidenses N.° 5.585.089, 5.693.761, 5.693.762 y 6.180.370, estara bien dentro de la competencia de los
expertos en la técnica, tanto llevar a cabo una experimentacion habitual como por medio de prueba de ensayo y error
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para obtener un anticuerpo funcional disefiado o humanizado.

El documento EP 239 400 (Winter et al.) describe la alteracion de anticuerpos mediante sustitucion (dentro de una
region variable dada) de sus regiones determinantes de complementariedad (CDR) para una especie con los de otra.
Se predice que sera menos probable que anticuerpos sustituidos con CDR provoquen una respuesta inmune en los
seres humanos en comparacion con anticuerpos quiméricos verdaderos porque los anticuerpos sustituidos con CDR
contienen considerablemente menos componentes no humanos. (Riechmann et al, 1988, Nature 332,
323-327; Verhoeyen et al., 1988, Science 239, 1534-1536). Tipicamente, las CDR de un anticuerpo murino son
sustituidas en las regiones correspondientes en un anticuerpo humano utilizando tecnologia de acido nucleico
recombinante para producir secuencias que codifican el anticuerpo sustituido deseado. Se pueden afiadir segmentos
de genes de la regidon constante humana del isotipo deseado (habitualmente gamma | para CH y kappa para CL) y los
genes de la cadena pesada y ligera humanizados son co-expresados en células de mamifero para producir un
anticuerpo humanizado soluble.

Queen et al., 1989 Proc Natl Acad Sci EE. UU. Dic;86(24): 10029-33 y la publicacién internacional WO 90/07861 han
descrito un procedimiento que incluye la eleccion de regiones de marco V humanas mediante analisis por ordenador
en cuanto a la 6ptima homologia de secuencia de la proteina con la regién de marco V del anticuerpo murino original,
y el modelado de la estructura terciaria de la region V murina para visualizar los residuos de aminoacido marco que es
probable que interactien con las CDR murinas. Estos residuos de aminoacidos murinos se superponen entonces
sobre el marco humano homdlogo. Véanse también las Patentes de Estados Unidos N.°
5.693.762; 5.693.761; 5.585.089; y 5.530.101. Tempest et al., 1991, Biotechnology 9, 266-271) utilizan, como patrén,
los marcos de la region V derivados de las cadenas pesadas y ligeras NEWM y REI, respectivamente, para el injerto de
CDR sin la introduccion en los radicales de residuos de raton. Una ventaja de utilizar el enfoque de Tempest et al., para
construir anticuerpos humanizados basados en NEWM y REI es que las estructuras tridimensionales de las regiones
variables de NEWM y REI son conocidas de la cristalografia de rayos X y, de este modo, se pueden modelar las
interacciones especificas entre las CDR y residuos de marco de la regién V. Sin embargo, se deberia apreciar que los
planteamientos similares se pueden basar en una o mas estructuras de anticuerpo diferentes a las conocidas (por
ejemplo, basadas en una o mas estructuras de Fab). En algunas realizaciones, se puede utilizar un marco de linea
germinal humana (por ejemplo, como se describe para el anticuerpo 399 en el presente documento).

En algunas realizaciones, una region VH de conejo (por ejemplo, el anticuerpo 399 en el presente documento) tiene un
marco 1 y/o un marco 3 que es mas corto que las regiones de marco humanas correspondientes. En algunas
realizaciones, se pueden hacer deleciones de aminoacidos correspondientes en variantes humanizadas de
anticuerpos de conejo. En algunas realizaciones, estas deleciones no crean un gran efecto en la afinidad. Por ejemplo,
se encuentran afinidades de unién similares para H4 (tipo humano, sin deleciones) y H9 (mas tipo conejo, con
deleciones).

En algunas realizaciones, un anticuerpo de conejo se puede modificar (por ejemplo, como parte del procedimiento de
humanizacion) al eliminar uno o mas enlaces disulfuro. Por lo tanto, uno o mas residuos Cys en los dominios VL y CL
se pueden reemplazar con residuos humanos en algunas realizaciones sin pérdida de funcion. Un ejemplo no limitativo
de esto se describe en el presente documento (por ejemplo, véanse los Ejemplos). Hay también un enlace disulfuro
entre CDR H1 y CDR H2 (residuos 35a y 50) que se conserva en muchos dominios VH de conejo (aproximadamente
una tercera parte de secuencias VH). En algunas realizaciones, uno o ambos residuos de Cys de este par se pueden
reemplazar con otros residuos sin pérdida de afinidad.

Los anticuerpos no humanos pueden ser modificados para incluir sustituciones que insertan secuencias humanas de
inmunoglobulina, por ejemplo, residuos de aminoacidos consenso humanos en posiciones particulares, por ejemplo,
en una o mas de las siguientes posiciones (preferiblemente al menos cinco, diez, doce, o todas): (en el FR del dominio
variable de la cadena ligera) 4L, 35L, 36L, 38L, 43L, 44L, 58L, 46L, 62L, 63L, 64L, 65L, 66L, 67L, 68L, 69L, 70L, 71L,
73L, 85L, 87L, 98L, y/o (en el FR del dominio variable de la cadena pesada) 2H, 4H, 24H, 36H, 37H, 39H, 43H, 45H,
49H5, 58H, 60H, 67H, 68H, 69H, 70OH, 73H, 74H, 75H, 78H, 91H, 92H, 93H, y/o 103H (segun la numeracién de
Kabat). Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.° 6.407.213.

Produccién de Anticuerpos:

Se pueden producir anticuerpos neutralizantes de JCV monoclonales (por ejemplo, monoclonales de conejo, raton,
quiméricos, humanizados, completamente humanos, etc.) utilizando técnicas conocidas en la técnica. En algunas
realizaciones, los anticuerpos completamente humanos se pueden producir, por ejemplo, utilizando esplenocitos
humanos cebados in vitro, segun se describe por Boerner et al., 1991, J. Immunol., 147, 86-95. Se pueden preparar
por clonacién del repertorio segun se describe por Persson et al., 1991, Proc. Nat. Acad. Sci. EE. UU., 88: 2432-2436 o
por Huang y Stollar, 1991, J. Immunol. Methods 141, 227-236. Documento US 5.798.230. También se pueden utilizar
grandes bancos de presentacion de fagos humanos no inmunizados para aislar anticuerpos de alta afinidad que se
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pueden desarrollar como agentes terapéuticos humanos utilizando una tecnologia de fagos estandar (véase, por
ejemplo, Vaughan et al, 1996 Nat Biotechnol. Mar;14(3):309-14; Hoogenboom et al. (1998) Immunotechnology 4:1-20;
y Hoogenboom et al. (2000) Immunol Today 2:371-8; Solicitud de Patente Publicada de Estados Unidos N.°
2003-0232333). Los anticuerpos pueden producirse en células procariotas y eucariotas. En algunas realizaciones, los
anticuerpos (por ejemplo, scFvs) se expresan en una célula de levadura tal como Pichia (véase, por ejemplo, Powers
et al. (2001) J Immunol Methods. 251:123-35), Hanseula, o Saccharomyces.

En algunas realizaciones, los anticuerpos, en particular anticuerpos de longitud completa, por ejemplo, IgG, se
producen en células de mamifero. Las células huésped de mamifero ejemplares para expresiéon recombinante
incluyen células ovario de hamster chino (células CHO) (incluidas células CHO dhfr-, descritas en Urlaub y Chasin
(1980) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 77:4216-4220, utilizadas con un marcador seleccionable de DHFR, por ejemplo,
segun se describe en Kaufman y Sharp (1982) Mol. Biol. 159:601-621), lineas celulares linfociticas, por ejemplo,
células de mieloma NSO y células SP2, células COS, K562 y una célula de un animal transgénico, por ejemplo, un
mamifero transgénico. Por ejemplo, se puede utilizar una célula epitelial de mamifero.

Ademas de la(s) secuencia(s) de acidos nucleicos que codifica(n) el dominio de inmunoglobulina, los vectores de
expresion recombinantes pueden portar secuencias adicionales tales como secuencias que regulan la replicacion del
vector en células huésped (por ejemplo, origenes de replicacion) y genes marcadores seleccionables. El gen marcador
seleccionable facilita la seleccion de células huésped en las que se ha introducido el vector (véanse, por ejemplo, las
Patentes de Estados Unidos N.° 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017). Los genes marcadores seleccionables ejemplares
incluyen el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) (para uso en células huésped dhfr-con seleccién/amplificacion
con metotrexato) y el gen neo (para la seleccion de G418).

En un sistema ejemplar para la expresién recombinante de un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo de longitud
completa o una porcion de unién a antigeno de este), un vector de expresion recombinante que codifica tanto la
cadena pesada del anticuerpo como la cadena ligera del anticuerpo se introduce en células CHO dhfr-mediante
transfeccion mediada por fosfato de calcio. Dentro del vector de expresion recombinante, los genes de la cadena
pesada y ligera del anticuerpo se une cada uno operativamente a elementos reguladores de potenciador/promotor (por
ejemplo, derivados de SV40, CMV, adenovirus y similares tales como un elemento regulador de potenciador de
CMV/promotor de AAMLP o un elemento regulador de potenciador de SV40/promotor de AAMLP) para impulsar altos
niveles de transcripcion de los genes. El vector de expresion recombinante también porta un gen DHFR, que permite la
seleccion de células CHO que han sido transfectadas con el vector utilizando la seleccién/amplificaciéon con
metotrexato. Las células huésped transformantes seleccionadas se cultivan para permitir la expresiéon de las cadenas
pesadas y ligeras del anticuerpo y el anticuerpo intacto se recupera del medio de cultivo. Se utilizan técnicas de
biologia molecular estdndar para preparar el vector de expresidon recombinante, transfectar las células huésped,
seleccionar los transformantes, cultivar las células huésped y recuperar el anticuerpo del medio de cultivo. Por
ejemplo, algunos anticuerpos se pueden aislar por medio de cromatografia de afinidad con una Proteina A o Proteina
G. En algunas realizaciones, se pueden clonar y expresar regiones variables de anticuerpo de conejo en células CHO.

Los anticuerpos también pueden incluir modificaciones, por ejemplo, modificaciones que alteran la funcién de Fc, por
ejemplo, para disminuir o eliminar la interaccién con un receptor de Fc o con Clg, o ambos. Por ejemplo, la region
constante de IgGl humana se puede mutar en uno o més residuos, por ejemplo, uno o mas de los residuos 234 y 237,
por ejemplo, segun la numeracion en la Patente de Estados Unidos N.° 5.648.260. Otras modificaciones ejemplares
incluyen aquellas descritas en la Patente de Estados Unidos N.° 5.648.260.

Para algunos anticuerpos que incluyen un dominio Fc, el sistema de produccion de anticuerpos se puede disefiar para
sintetizar anticuerpos en los que la regién Fc se glicosila. Por ejemplo, el dominio Fc de moléculas de IgG se glicosila
en la asparagina 297 en el dominio CH2. Esta asparagina es el sitio para la modificacion con oligosacaridos de tipo
biantenario. Esta glicosilacion participa en funciones efectoras mediadas por receptores Fcy y complemento Clq
(Burton y Woof (1992) Adv. Immunol. 51:1-84; Jefferis et al. (1998) Immunol. Rev. 163:59-76). El dominio Fc se puede
producir en un sistema de expresion de mamifero que glicosila adecuadamente el residuo correspondiente a la
asparagina 297. El dominio Fc también puede incluir otras modificaciones postraduccionales eucariotas.

Los anticuerpos también se pueden producir por un animal transgénico. Por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.°
5.849.992 describe un método para expresar un anticuerpo en la glandula mamaria de un mamifero transgénico. Se
construye un transgén que incluye un promotor especifico para la leche y acidos nucleicos que codifican el anticuerpo
de interés y una secuencia sefial para la secrecion. La leche producida por las hembras de los mamiferos transgénicos
de este tipo incluye, secretado en su interior, el anticuerpo de interés. El anticuerpo se puede purificar a partir de la
leche, o para algunas aplicaciones, se puede utilizar directamente.

En ciertos casos, en lugar de humanizar un anticuerpo o fragmento de unioén a antigeno existente de una especie
diferente, un animal que contiene células productoras de inmunoglobulina que tienen loci de inmunoglobulina natural,
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humana o parcialmente humana se pueden inmunizar. En algunos casos, el animal no humano incluye al menos una
parte de un gen de inmunoglobulina humana. Por ejemplo, es posible disefiar cepas de animales deficientes en la
produccioén de anticuerpos de animal utilizando grandes fragmentos de los loci de Ig humana. Utilizando la tecnologia
de hibridoma, se pueden producir y seleccionar anticuerpos monoclonales especificos para antigenos derivados de los
genes con la especificidad deseada.

Aplicaciones terapéuticas:

En algunos casos, un anticuerpo neutralizante descrito en el presente documento se puede administrar a un sujeto que
esta en terapia con un farmaco inmunosupresor. En algunos casos, un anticuerpo neutralizante de JCV se puede
utilizar para evitar el desarrollo o evolucion de LMP en un sujeto que esta en tratamiento para esclerosis multiple (EM).
Por ejemplo, un sujeto que esta en tratamiento con natalizumab o un anticuerpo de unién VLA-4 emparentado puede
ser un candidato para tratamiento con un anticuerpo neutralizante de JCV.

Natalizumab y anticuerpos de unién a VLA-4 emparentados se describen, por ejemplo, en el documento US 5.840.299.
mAb 21.6 y HP 1/2 son anticuerpos monoclonales murinos ejemplares que se unen a VLA-4. Natalizumab es una
versién humanizada de mAb murino 21.6 (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.° 5.840.299). También
se ha descrito una version humanizada de HP1/2 (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.°

6.602.503). Se describen varios anticuerpos de union a VLA-4 monoclonales adicionales tales como HP2/1, HP2/4,
L25 y P4C2 (por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N.° 6.602.503; Sanchez-Madrid et al., 1986 Eur. J.
Immunol., 16:1343-1349; Hemler et al., 1987 J. Biol. Chem. 2:11478-11485; Issekutz y Wykretowicz, 1991, J.
Immunol, 147: 109 (TA-2 mab); Pulido et al, 1991 J. Biol. Chem., 266(16): 10241-10245; y la Patente de Estados
Unidos N.° 5.888.507). Muchos anticuerpos de union a VLA-4 Utiles interactian con VLA-4 en células, por ejemplo,
linfocitos, pero no provocan una agregacion celular. Sin embargo, se ha observado que otros anticuerpos de unién
anti-VLA-4 provocan dicha agregacion. HP1/2 no provoca agregacion celular. EI MAb HP1/2 (Sanchez-Madrid et al.,
1986 Eur. J. Immunol., 16:1343-1349) tiene una potencia extremadamente alta, bloquea la interaccién de VLA-4 tanto
con VCAM1 como con fibronectina y tiene especificidad para el epitopo B en VLA-4. Este anticuerpo y otros
anticuerpos especificos para el epitopo B (tales como los anticuerpos de unioén al epitopo B1 o B2; Pulido et al., 1991
J. Biol. Chem., 266(16): 10241-10245) representan una clase de anticuerpos de unién a VLA-4 (tiles.

En algunos casos, un sujeto es un ser humano. En algunos casos, un sujeto es un animal no humano, por ejemplo, un
mamifero no humano (por ejemplo, ratén, rata, conejo, cabra, etc.).

Aplicaciones:

En algunos casos, un anticuerpo neutralizante se puede administrar a un sujeto para prevenir o tratar una infeccion por
el virus JC, y/o para prevenir o tratar LMP.

En algunos casos, los aspectos de la descripcion se refieren a composiciones de anticuerpos que inhiben la actividad
del virus JC, por ejemplo, que inhiben uno o mas de lo siguiente proliferacién (por ejemplo, replicacion viral), tasa de
mutacion e infectividad. En algunos casos, se pueden utilizar composiciones de este tipo para tratar o suprimir
afecciones asociadas con la actividad del virus JC en sujetos que se han infectado con un virus JC, o para reducir el
riesgo de infeccion con el virus JC. Se pueden utilizar composiciones de este tipo para prevenir infeccién viral por JCV,
para evitar un aumento en actividad viral del JCV (por ejemplo, infeccion por JCV activa del cerebro), para evitar
proliferacién del virus JC, para evitar sintomas asociados con infeccién viral, para tratar a un sujeto infectado con un
virus JCV, o para tratar a un sujeto en riesgo de infeccién con un virus JC, o para tratar a un sujeto que ha desarrollado
una enfermedad o afeccién asociada con infeccién por un virus JC (por ejemplo, LMP). Las composiciones de la
descripcion se pueden administrar también a un sujeto en riesgo de una infeccion viral o en riesgo de un aumento en
actividad viral (por ejemplo, proliferacion viral, por ejemplo, en el cerebro o SNC), independientemente de si se sabe
realmente que el sujeto ha estado expuesto a, o se ha infectado por, el virus.

En algunas instancias, una o mas composiciones de anticuerpos se pueden administrar a sujetos que tienen un
sistema inmune deficiente. Se apreciara que un sistema inmune de un sujeto puede ser deficiente debido a tratamiento
con un agente terapéutico inmunosupresor y/o debido a una enfermedad o afeccion que tiene un impacto en el sistema
inmune. En algunos casos, una o mas composiciones de anticuerpos se pueden administrar a un sujeto que esta en
riesgo de LMP debido a un sistema inmune deficiente, independientemente de si se sabe que el sujeto esta infectado
con JCV o se sabe que se ha estado expuesto al JCV. Por consiguiente, las composiciones de la descripcion se
pueden administrar a sujetos que estan en tratamiento inmunosupresor para una enfermedad o afeccién. En algunos
casos, las composiciones de la descripcion se pueden administrar a pacientes con esclerosis multiple (EM) que estan
en tratamiento con uno o mas agentes inmunosupresores (por ejemplo, natalizumab). Sin embargo, en algunos casos,
las composiciones de la descripcion se pueden administrar a sujetos que tienen un sistema inmune debilitado
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provocado por la propia enfermedad o afeccion, en lugar de por un tratamiento inmunosupresor. Por ejemplo, los
sujetos con un patégeno inmunodepresor (por ejemplo, un virus como el VIH) se pueden tratar con una o mas
composiciones de anticuerpos descritas en el presente documento.

Se apreciara que, aunque no se necesita saber el estado del JCV de un sujeto, puede ser Util saber el estado en
algunos casos. En algunos casos, la eficacia de un tratamiento o terapia de este tipo se puede monitorizar detectando
y/o monitorizando la presencia de JCV en un sujeto.

En algunos casos, una o mas composiciones de anticuerpos se pueden administrar a un sujeto antes, durante y/o
después de que el sujeto reciba una terapia inmunomoduladora (por ejemplo, un tratamiento que inhibe el sistema
inmune de un sujeto). Por consiguiente, en algunos casos, uno o mas compuestos descritos en el presente documento
como eficaces para inhibir la replicacion del virus JC se pueden administrar a un sujeto antes de iniciar una terapia
inmunomoduladora. Por ejemplo, un régimen terapéutico de una o mas composiciones de la descripcion se puede
iniciar antes de un tratamiento inmunomodulador contra una enfermedad o en preparacién para un trasplante para
evitar o reducir el riesgo de replicacion o proliferacion del virus JC asociada al tratamiento inmunomodulador.

En algunos casos, una o mas composiciones de la descripcidon se pueden administrar solas o en combinacion con
otras composiciones descritas en el presente documento o junto con otros agentes terapéuticos (por ejemplo, uno o
mas agentes terapéuticos inmunosupresores). Las composiciones de la descripcion se pueden proporcionar (por
ejemplo, administrar) en preparaciones farmacéuticas. Las composiciones de la descripcion se pueden proporcionar
en kits.

En algunos casos, un sujeto que esta en tratamiento con (o que va a empezar un tratamiento con) un agente
inmunosupresor se somete a prueba para uno o mas indicios de infeccion por JCV. Si se detectan uno o mas indicios
de infeccion por JCV, el sujeto se puede evaluar para la presencia de una o mas variantes de JCV asociadas a LMP tal
como se describe en el presente documento. Si no se detectan indicios para JCV, el sujeto se puede monitorizar
conforme avanza el tiempo, por ejemplo, cada 4 semanas, mensualmente, cada tres meses, cada 4 meses, cada 6
meses, cada 12 meses, para la presencia de cualquier indicio de infeccién por JCV. Si

se detecta una infeccion por JCV, el sujeto se puede evaluar ademas para la presencia de una o mas variantes de
JCV. Si se detecta una variante de JCV asociada a riesgo aumentado de LMP, el sujeto se puede monitorizar ademas
para detectar cualquier signo precoz de LMP y/o el régimen de tratamiento se puede alterar como se describe mas
detalladamente en el presente documento.

En algunos casos, un anticuerpo neutralizante puede ser util para ralentizar la evolucién de una afeccién (por ejemplo,
LMP) que se asocia a una infeccion por JCV. En algunos casos, un retraso en la evolucion de LMP u de otra afeccion
asociada a JCV permite una respuesta inmune del sujeto para luchar contra la infeccion por JCV. Por ejemplo, si a un
sujeto que esta con inmunoterapia o en tratamiento con un farmaco que es inmunosupresor se le diagnostica que tiene
una infeccién por JCV y/o que tiene uno o mas signos o sintomas de LMP (por ejemplo, LMP en estadio temprano),
entonces el sujeto se puede tratar administrandole una o mas composiciones de anticuerpos descritas en el presente
documento. En algunos casos, el tratamiento con inmunoterapia o con un farmaco que es inmunosupresor se reduce
o se para durante el periodo de tiempo en el que se administra el anticuerpo neutralizante de JCV. Esto puede permitir
al sistema inmune del sujeto recuperarse y ayudar a luchar contra la infecciéon por JCV o contra la evolucion de la
enfermedad.

Acidos nucleicos que codifican casos de anticuerpos:

En algunos casos, la siguiente secuencia de acidos nucleicos se utilizé para codificar una cadena pesada de
anticuerpo neutralizante:
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atgpacttcggectgiectgggtaticctggtactgptgctgnaggacgtgcagtgccaggtgcagetggtogaatccggeggtege

gtggtgcagectggeagateoctgagactgtectgegecgectecggettctecttcgaccggaactactggategectgggteegac
aggeecctggeaaggpactggaatggatggccgecatctecgctggegacteeggeaacacctactacgecacctgggccaaggy
ccggttcaccatctcccgggacaactccaagaacacccetgtacctgeagatgaacteectgegggecgaggacaccgeegtgtacta

ctgecgeecgptictacageggeggaggctactacgecggctacticacectgiggggecagg

[l v

geaccctggtcaccgtgtecteoge
ctctaccaagggeccecteegtgttecctetggeccectccageaagtecacctctggeggeaccgecgetetgggetgectggtcaag
gactacttccecgaaccggtgacggtgicgtggaactcaggegecctgaccageggegtgecacaccticecggctgtectacagtect
caggactetacteecteageagegtggtgaccgtgecctecageagettgggcacecagacctacatetgeaacgtgaatcacaage
¢cagcaacaccaaggtggacaagaaagttgageccaaatettgtgacaagactcacacatgeccacegtgeccageacctgaacted
tgggggeaccgtcagteticctettecceecaaaacccaaggacaceeteatgatcteccggacecctgaggteacatgegtgatgst
ggacgtgagecacgaagaccetgagatcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgecaagacaaagecgegg
gaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagegtectcaccgtcctgcaccaggactggotgaatggcaaggagtacaageg
caaggtctccaacaaagecctcceageccccategaganaaccatetecaaagecaaagggeagecccgagaaccacaggtgtac
accctgeccccatcecgggatgagetgaccaagaaccaggtcageectgacctgectggtcaaaggcettctatcccagegacatcgec
gtggagtgeoagagcantggecagecggagaacaactacaagaccacgecteccgtgttggactccgacggctecticticetctac
agcaagctcaccgtggacaagageaggtgacageaggggaacgtettcteatgeteegtgatgeatgaggetetgeacaaccactac

acgeagaagagcecetetecetgteteeeggttga

(SEQ ID NO:70)

5 En algunos casos, la siguiente secuencia de acidos nucleicos se utilizé para codificar una cadena ligera de anticuerpo
neutralizante:

atgagggtceccgeteageteetggggetecttetgetetggcteeetggagecagatgtgecttecagetgacecagtececcagete
cetgtetgecteecgtgggegacagagtgaccatcaactgteaggecteccagtecateggeggeaacctggeetggtatcageagaa
geccggeaaggeccecaagetgetgatctacetggectectacctggecageggegtgecctecagattetecggetetggcteegg

cacccagtttaccctgaccgtgtccageetgeageccgaggacttegecacctactactgecagtectectactactcececaacgaca
acgeetteggecagggeaccaaggtggaaateaagegtac ggtggetgeaccatetgtetteatetteccgecatetgatgageagttg
anatctggaactgectetgttgtotgectgetgaataacttctatcceagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgeecteca

atcgggtaactcccaggagagtgteacagageaggacageaaggacageacctacagectcageageaceetgacgetgageaaa
geagactacgagaaacacaaagtctacgeetgegaagteacceatcagggectgagetegeccgteacaaagagettcaacagggg

agagtgttag

10 (SEQ ID NO:71).
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Lineas celulares utiles para expresion de los anticuerpos:

En algunas realizaciones, uno o mas anticuerpos neutralizantes se pueden expresar en células CHO y HEK293. Sin
embargo, se puede utilizar cualquier linea celular adecuada.

Vias de administracion:

En algunos casos, la descripcién proporciona métodos para inhibir la replicacion viral, los métodos comprenden poner
en contacto la célula que comprende un virus JC con una composicion de anticuerpos.

En algunos casos, un anticuerpo o una preparacion de anticuerpos se administra por via intravenosa. En otros casos,
un anticuerpo o0 una preparacion de anticuerpos se administra por via oral. Las vias alternativas de administracion
incluyen administraciones por via sublingual, intramuscular y transdérmica. Por consiguiente, las preparaciones de la
presente descripcion se pueden administrar por via oral, parenteral, tépica o rectal. Por supuesto, se administran en
formas adecuadas para cada via de administracion.

Las expresiones "administracion parenteral" y "administracion por via parenteral”, tal como se utilizan en el presente
documento, se refieren a modos de administracion distintos de la administracién enteral y tépica, normalmente
mediante inyeccion, e incluye, sin limitacion, inyeccion intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal,
intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular,
intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal e intraesternal, e infusion.

Las expresiones "administracion sistémica", "administracién por via sistémica”, "administracion periférica" y
"administracién por via periférica", tal como se utilizan en el presente documento, se refieren a la administracion de un
anticuerpo, farmaco u otro material que no sea directamente en el sistema nervioso central, de modo que entre en el
sistema del paciente y, por lo tanto, esté sujeto al metabolismo y a otros procesos similares, por ejemplo,
administracion subcutanea.

Estas composiciones de anticuerpos se pueden administrar a seres humanos y a otros animales para terapia mediante
cualquier via de administracion adecuada. Los niveles reales de dosificacién de los anticuerpos neutralizantes se
pueden ajustar para obtener una cantidad que es eficaz para conseguir la respuesta terapéutica deseada para un
paciente particular, composicion, y modo de administracion, sin que sea téxico para el paciente.

El nivel de dosificacidn seleccionado dependera de una variedad de factores que incluyen la actividad del anticuerpo
particular, la tasa de aclaramiento del anticuerpo, la duracion del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o
materiales utilizados en combinacion con el anticuerpo particular, la edad, sexo, peso, estado, salud general e historial
médico previo del paciente que se trata, y factores similares conocidos en las técnicas médicas.

Un médico o veterinario con experiencia ordinaria en la técnica puede determinar facilmente y prescribir la cantidad
eficaz de la composicion de anticuerpos requerida. Por ejemplo, el médico o el veterinario puede comenzar con dosis
de las composiciones de anticuerpos a niveles menores de los requeridos para alcanzar el efecto terapéutico deseado
y entonces aumentar gradualmente la dosificacion hasta que se alcance el efecto deseado.

En algunos casos, la composicion de anticuerpos de la descripcion se proporciona a un sujeto de manera cronica. Los
tratamientos cronicos incluyen cualquier forma de administracion repetida durante un periodo de tiempo prolongado,
como administraciones repetidas durante uno o mas meses, entre un mes y un afo, uno o mas afos, o durante mas
tiempo. En algunos casos, un tratamiento cronico implica administrar composiciones de anticuerpos de la descripcion
repetidamente durante la vida del sujeto. En determinados casos, los tratamientos crénicos implican administraciones
regulares, por ejemplo, una o mas veces al dia, una o mas veces a la semana, o una o mas veces al mes. En general,
una dosis adecuada tal como una dosis diaria de composiciones de anticuerpos de la descripcion sera la cantidad que
es la dosis eficaz mas baja para producir un efecto terapéutico. Una dosis eficaz de este tipo en general dependera de
los factores que se han descrito anteriormente. En algunos casos, se puede utilizar al menos 0,5-1 mg/kg. Sin
embargo, se pueden utilizar cantidades mayores o menores. En algunos casos, una dosis eficaz de un anticuerpo
descrito en el presente documento puede ser aproximadamente 100mg/kg o mas. En algunos casos, se puede utilizar
de 300 a 600 mg/kg.

Las preparaciones de anticuerpos neutralizantes se pueden formular para administracion de cualquier forma
conveniente para su uso en medicina humana o veterinaria, por analogia con otros anticuerpos. En algunos casos, los
aspectos de la descripcion se refieren también a un método para hacer un medicamento para su uso para tratar a un
sujeto, por ejemplo, para tratar o evitar una infeccién por JCV, o para inhibir la replicacion o proliferacion de JCV. Las
preparaciones de este tipo se pueden utilizar para tratamiento profilactico de un sujeto en riesgo o sospechoso de
tener una infeccion por JCV o que esta en riesgo de LMP (por ejemplo, para tratamiento de un sujeto antes, durante y/o
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después de que el sujeto reciba una terapia inmunomoduladora). Por consiguiente, una o mas composiciones de
anticuerpos descritas en el presente documento que modulan la replicacion o proliferacién del virus con ADN, tal como
se describe en el presente documento, se pueden utilizar para preparar un medicamento para su uso en cualquiera de
los métodos de tratamiento descritos en el presente documento. En algunos casos, la descripcion proporciona el uso
de una o mas composiciones de anticuerpos de la descripcion (por ejemplo, identificadas por inhibir la replicacion de
JCV) para fabricar un medicamento o farmaco para tratar a un mamifero (por ejemplo, un ser humano) que tiene uno o
mas sintomas, o en riesgo, de infeccion, replicacién y/o proliferacion de JCV (por ejemplo, uno o mas sintomas de
actividad de JCV). Por consiguiente, los aspectos de la descripcion se refieren al uso de una o mas composiciones de
anticuerpos descritas en el presente documento para preparar un medicamento para tratar o evitar LMP en un sujeto.
Por consiguiente, la descripcidn se refiere también a una 0 mas composiciones de anticuerpos descritas en el presente
documento para su uso como medicamento. La descripcion se refiere también a una o mas de estas composiciones de
anticuerpos para su uso en los métodos descritos en el presente documento, por ejemplo, en métodos para inhibir la
replicacién de JCV, o para tratar o evitar una enfermedad asociada a la replicacion o proliferacion de JCV (por ejemplo,
en sujetos que estan a punto de ser tratados, que estan en tratamiento y/o que se han tratado con al menos una
composicién inmunomodulatoria).

Aplicaciones diagnésticas y Kits:

En algunos casos, los anticuerpos descritos en el presente documento se pueden utilizar como reactivos de deteccion
para diagnésticos in vivo y/o acoplados a reactivos de colorantes de contrate para radiologia.

En algunos casos, los aspectos de la descripcién incluyen utilizar anticuerpos anti-JCV (por ejemplo, anticuerpos de
unién a VP-1) inmovilizados o no inmovilizados como restos de deteccion para evaluar la presencia y/o nivel de JCV en
una muestra. Los ensayos de deteccidon pueden incluir el uso de uno o mas restos de deteccidon marcados (por
ejemplo, un anticuerpo de unién a VP-1 que contiene o esta fijado a un marcador detectable). Un marcador detectable
se define como cualquier resto que se puede detectar utilizando un ensayo. Los anticuerpos y fragmentos de
anticuerpos funcionales de la descripcion se pueden acoplar a los agentes de marcado especificos para detectar la
unién segun los procedimientos de acoplamiento estandar. Se puede utilizar una amplia variedad de marcadores
detectables tales como los que proporcionan una deteccion directa (por ejemplo, un marcador radiactivo, un fluoréforo
[por ejemplo, proteina verde fluorescente (GFP), proteina roja fluorescente (RFP), etc.], un cromdéforo, un marcador
denso 6ptico o electrénico, etc.) o una deteccion indirecta (por ejemplo, una etiqueta de enzima tal como peroxidasa de
rabano picante, etc.). Los ejemplos no limitativos de marcadores detectables que se han unido a o incorporado en
anticuerpos incluyen: enzimas, radiomarcadores, marcadores fluorescentes, moléculas fosforescentes, moléculas
quimioluminiscentes, croméforos, moléculas luminiscentes, moléculas de fotoafinidad, y particulas de color o ligandos
tales como biotina, etc. En algunos casos, los métodos de deteccion de la descripcion pueden incluir métodos de
electroquimioluminiscencia (ECL).

Se puede utilizar una variedad de métodos para detectar un marcador, dependiendo de la naturaleza del marcador y
otros componentes del ensayo. Los marcadores se pueden detectar directamente a través de densidad optica o
electrénica, emisiones radiactivas, transferencias de energia no radiactiva, etc., o se pueden detectar indirectamente
con conjugados de anticuerpos, conjugados de estreptavidina-biotina, etc. Muchos marcadores detectables
adicionales son conocidos en la técnica, como lo son los métodos para su fijacién a los anticuerpos.

Los anticuerpos marcados pueden ser anticuerpos que se utilizan in vitro, por ejemplo, en un inmunoensayo tal como
un ELISA. Los anticuerpos marcados de forma detectable de este tipo pueden ser anticuerpos que tienen un marcador
detectable incorporado en el anticuerpo, o pueden ser anticuerpos que estan unidos a un ligando de unién secundario
y/o a una enzima (una etiqueta de enzima) que generaran un producto detectable (por ejemplo, coloreado) tras el
contacto con un sustrato cromogénico. Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, ureasa,
fosfatasa alcalina, hidrogenoperoxidasa (de rabano picante) o glucosa oxidasa. Los ejemplos de ligandos de uniéon
secundarios adecuados incluyen, pero no se limitan a, compuestos de biotina y/o avidina y estreptavidina. El uso de
marcadores de este tipo es bien conocido por los expertos en la técnica y se describe, por ejemplo, en las Patentes de
Estados Unidos N.° 3.817.837; 3.850.752; 3.939.350; 3.996.345; 4.277.437; 4.275.149 y 4.366.241

Se conocen en la técnica numerosos métodos para la fijacidon o conjugaciéon de un anticuerpo a su marcador
detectable. Un método de fijacion puede incluir el uso de un complejo de quelato metalico que emplea, por ejemplo, un
agente quelante organico tal como anhidrido de acido dietilentriaminopentaacético (DTPA); acido
etilentriaminetetraacético; N-cloro-p-toluenosulfonamida; y/o tetracloro-3alfa-6alfa. difenilglicouril-3 fijado al anticuerpo
(Patentes de Estados Unidos N.° 4.472.509 y 4.938.948). Los anticuerpos monoclonales también se pueden hacer
reaccionar con una enzima en presencia de un agente de acoplamiento tal como glutaraldehido o peryodato. Los
anticuerpos pueden marcarse con marcadores de fluoresceina en presencia de estos agentes de acoplamiento o
mediante la reaccion con un isotiocianato. En otros casos, los anticuerpos pueden marcarse mediante derivatizacion,
por ejemplo, mediante la introduccion selectiva de grupos sulfhidrilo en la regiéon Fc del anticuerpo, utilizando
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condiciones de reaccion que no alteren el sitio de reconocimiento de anticuerpos.

La deteccion del marcador detectable en un ensayo de la descripcion también se denomina en el presente documento
como detectar la "sefial". Los métodos para detectar la sefial en un inmunoensayo se conocen bien en la técnica. En
algunos casos, una sefial de ensayo puede ser detectada utilizando un lector de placas de multiples pocillos (por
ejemplo, lector de microplacas) para evaluar la cantidad y/o ubicacion de una sefal. La deteccion de la sefial puede ser
la deteccion éptica u otros medios de deteccidon adecuados para detectar un marcador detectable utilizado en la
descripcion.

La presente invencion se ilustra ademas por medio de los siguientes Ejemplos, que, de ninguna manera, se deberian
interpretar como limitativos adicionales.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Anticuerpo y secuencias de CDR

Los anticuerpos R399 y R411 se generaron por medio de inmunizacién de un conejo con particulas similares a virus
(VLP) de JCV. Las VLP se utilizan para la inmunizacion contenida en una mutacion L55F en un fondo MAD1. El bazo
de uno de los cuatro ratones se utilizé para generar anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos que se generaron se
examinaron para inhibicién de la infectividad incluidos los anticuerpos R117, R322, R399, R411 y R497. Los
anticuerpos seleccionados se examinaron para su capacidad de unirse a VLP mutantes y R399 se seleccioné como
inhibidor potente con amplia especificidad a mutantes virales conocidos. Los anticuerpos R399 y R411 se
seleccionaron para clonacién y humanizacién. La humanizacion dio lugar a 3 cadenas ligeras y 10 cadenas pesadas
para R399 y R411.

Secuencias basadas en 399

V-ligeras de 399 y CDR (subrayadas)

SEQ ID NO:1 399_vI

AFELTOTPASVEAAVGGTVTINCOASOS IGHNNLAWY QOKPGOPPELLIYLASYLASGVESRFEGEGEGTOFTLTV
SALECADAATYYCQSSYYSPNDNAFGGGTEVVVR

SEQ ID NO:2 399 v1_CDR1

SEQ ID NO:3399_v1_CDR2

SEQ ID NO:4 399_v1_CDR3
Marco del aceptor humano de V-ligera (CDR subrayadas)
SEQ ID NO:5 hulGKV1-13x02

AICLTOSESSLEASVGDRVT ITCRASQGISSALAWY QOKPGRAPKLLIYDASSLESGVPSRESGEGSGTDFTLTI
SSLOPEDFATYYCOQFNSYP-———-FGOGTEVEIE

V-pesadas de 399 y CDR (subrayadas)
SEQ ID NO:6 399 _vh

—OSLEESGGDLVEPGASLTLTCTVSEGESFDRNYWICWIROAPGMGLEWAAC T SAGGECGHNTYYATWAREGRFTISKT
S5-TTVILOMASLTAADTATYFCARFY SGGGY YAGYFTLWGPGTLVTVSS

SEQ ID NO:7 399_vh_CDR1
GFSFDRNYWIC
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SEQ ID NO:8 399_vh_CDR2

CISAGGSGNTYYATWAKG

SEQ ID NO:9 399_vh_CDRS3

FYSGGGYYAGYFTL

Marco del aceptor humano de V-pesada (CDR subrayadas)

SEQ ID NO:10 IGHV3-30-3x01

OVOLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASGE TE S 5-YAMAWVROAPGRGLEWVAVISYD-GSHNEYYADSVEG
REFTISRDHSEMTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR-—————————————— WGOGTLVTVSS

Disefios humanizados para 399
- Cadena ligera: marco hulGKV1-13x02 // CDR de VL de 399
- Cadena pesada: marco IGHV3-30-3x01 // CDR de VH de 399

- Las retromutaciones de marco estan en fuente negrita en minusculas y resaltadas. Las CDR, segun la definicion de
Chothia, estan subrayadas.

Todos los posibles pares o cadenas de R399 humanizadas se examinaron para unién a VLP de JCV MAD1. Todos se
unieron con alta afinidad y la versién de HOLO injertada con CDR se seleccioné como candidato. Esa molécula se
sometié a ensayo para unién a una variedad de VLP mutantes y se observaron diferencias en afinidad de union en
algunos mutantes. La mayoria de las variantes descritas tuvieron poco o ningun efecto en la unién y fueron
perjudiciales. Alguna uniéon mejorada y, en particular, la variante de cadena ligera N31A tuvo una unién mejorada de
manera significativa a la VLP mutante de VP1 S269F.

Con frecuencia, los anticuerpos de conejo contienen regiones puente de enlaces disulfuro de la region variable de
cadena pesada desde el aminoacido cys35 al aminoacido cys50 (Las numeraciones cys35 y cys50 se refieren a la
secuencia de conejo original. Cys35 y Cys50 se corresponden con las posiciones 36 y 51, respectivamente, en las
secuencias de marco humanizadas). Las cisteinas se eliminaron en la versién injertada con CDR de R399
humanizado, lo que contribuye a la pérdida de afinidad con las VLP de 269F. Esas sustituciones fueron C35A y C50V,
respectivamente. Para eliminar el disulfuro, se generd la C50A (a través de generacion de V50A en la molécula
injertada con CDR) y no se encontro pérdida de afinidad con las VLP de 269F. Las versiones de N31A de cadena ligera
y V50A de cadena pesada en el fondo HOL2 se combinaron para generar el anticuerpo "50/31-A", El anticuerpo
50/31-A tiene una union recuperada a las VLP de 269F y ningun cambio significativo en la unién a otros mutantes. Sin
embargo, 50/31-A reconoce muy poco las VLP de S269Y. Suponiendo que existia un problema de impedimento
estérico, se generod la variante V50G de cadena pesada y se combind con L2-N31A para proporcionar el anticuerpo
"50/31-G". El anticuerpo 50/31-G se une a 269F y a Y, y no tiene ningin cambio significativo en la unién a otros
mutantes.

SEQ ID NO:11 LO = injerto de CDR

ATQLTOSP S SLEASVGDRVTIITCOAS S IGHNN LAWY QOKPGEAPKLLIYLASYLASGVPSRF SGSGSGTDETILTI
SELOPEDFATYYCQSSYYSPNDNAFGQGTEVELIK

SEQ ID NO:12 L1

AfQLTQSPSSLSASVGDRVIITCQASQSIGNNLAWYOQKPGKAPKLLIYLASYLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTI
SSLOPEDFATYYCQSSYYSPNDNAFGOGTRKVEIK

SEQ ID NO:13 L2
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REOLTOSPSSLSASVGDRVT IHCOASQS IGNNLAWYQOKPGKAPKLLIYLASYLASGVPSRFSGSGSGTYF TLTH
SSLOPEDFATYYCOSSYYSPNDNAFGQGTKVEIK
SEQ ID NO:14 L2 N31A
AEQLTQSPSSLSASVEDRVTINCQAS QS IGANLAWYQQRPGKAPKLLIYLASYLASGVPSRESGSGSGTQETLTY

SELQPEDFATYYCQSSYYSPNDNAFGRGTKVEIK

SEQ ID NO:15 L2 N31G

AFQLTOSPSSLSASVGDRVTINCQASQS IGGHLAKYQOKPGKAPKLLIYLASYLASGVPSRFSGSGSGTQRETLIV
SSLOPEDFATYYCQSSYYSPNDNAFGOGTEVELE

SEQ ID NO:16 399_v1_CDR1 N31A
QASQSIGANLA

SEQ ID NO:17 399_v1_CDR1 N31G
QASQSIGGNLA

SEQ ID NO:18 399_v1_CDR1 N31X
QASQSIGXNLA

SEQ ID NO:19 HO = injerto de CDR

OVOLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASGE SFDENYWIAWVROAPGEGLEWVAVI SAGGSGHNTY YATWAKGRFTISRD
HSENTLYLOMHMSLRAEDTAVY YCARFY SGGGYYAGYFTLWGOGTLVTVSS

SEQ ID NO:20 HO V50A

OVOLVESGGGEVVOPGRELELECAASGF SFDRNY WIAWVRQAPGRKGLEWVAAT SAGGESGHNTY YATWAKGRETILSRD
NSENTLYLOMNSLRARDTAVY YCAREY SGEEYYAGYFTLWGOGTLVIVSS

SEQ ID NO:21 HO V50G

OVOLVESGGGVVQPGRELRLSCAASGE SFDRNY W I ANVROAPGEKGLEWVAGTI SAGGSGHNTYYATWAKGRFTISRI
MEKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARFYSGGGYYAGYFTLWGOGTILVTIVSS

SEQ ID NO:22 H1

OVOLVESGEEVVOPGRSLRLESCAVEGE SEDRNYWIAWVROAPGEGLENVAVI SAGGEGNTY YATWAKGRFTISkD
MNEKNTLYLOMNELRAEDTAVYYCARFY SGGGYYAGYFTLWGRGTLVIVSES

SEQ ID NO:23 H2

OVQLVESGGGVVOPGe SLRLSCAVSGE SFDRNYWIAWLAROAPGKGLEWAAV I SAGGSGNTYYATWAKGRFTI SkD
NSKENTvYLOMNSLRAEDTAVY£fCARFYSGEGYYAGYFTLWGOGTLVIVSS

SEQ ID NO:24 H3

OVOLVgSGGGVVOPGeSLRLSCAVSGEF SFDRNYWI aWiROAPGEGLEWaAVI SAGGSGHTY YATWAKGRFTISkD
HNSKNTvYLOMNSLRAEDTAVY £CARFYSGGEYYAGYFTLWGOGTLVIVSES
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SEQ ID NO:25 H4

QVQLVqSGGGVVQPG&SLRLSC VSGFSFDRNYWIG lRQAPGKGLEWaAQISAGGSGNTYYATWAKGRETISkD
NSKNTVYLQMNSLRAEDTAVYfCARFYSGGGYYAGYFTLWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:26 H5

O-0LVgSGGGVVOPGeSLRLSCAVSGE SFDRNYWIAWLIRQAPGRGLEWAAVI SAGGSGNTY YATWAKGRETISkD
NSKNTvYLOMNSLRAEDTAVY ECARFY SGGEYYAGYFTLWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:27 H6

QVQL

:YLQMNSLRAEDTAVYECARFYSGGGYYAGYFTLWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:28 H7

O-QLVgSGGEVVOPGEeSLRLSCAVSGE SEDRNYWIAWLROAPGEGLENAAVISAGGSGNTYYATWAKGRFTISKE
85—t TvYLOMNSLRAEDTAVY fCARFYSGGGY YAGYFTLWGOGTLVIVS S

SEQ ID NO:29 H8

LVqSGGGVVQPGQSLRLSCAvSGFSFDRNYWIaWLRQAPGKGLEWaAVISAGGSGNTYYATWAKGRFTIS
?YLQMNSLRAEDTAVY;CARFYSGGGYYAGYFTLWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:30 H9

Q*QLVqSGGGVVQPGQSLRLSCAVSGFSFDRNYWI&WiRQAPGKGLEWaA§ISAGGSGNTYYRTWAKGRFTISkt
SS5~LTvYLOMNSLRAEDTAVY fCARFY SGGGYYAGYFTLWGQGTLVIVSS

SEQ ID NO:31 399_vh_CDR1 C35A
GFSFDRNYWIA
SEQ ID NO:32 399 vh_CDR1 C35S
GFSFDRNYWIS
SEQ ID NO:33 399_vh_CDR1 C35X

GFSFDRNYWIX
SEQ ID NO:34 399_vh_CDR2 C50V

VISAGGSGNTYYATWAKG

SEQ ID NO:35 399_vh_CDR2 C50A
AISAGGSGNTYYATWAKG

SEQ ID NO:36 399_vh_CDR2 C50G
GISAGGSGNTYYATWAKC

SEQ ID NO:37 399_vh_CDR2 C50X

XISAGGSGNTYYATWAKG
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MUTACIONES EN VL remodelado

LO0all

- I12F Este residuo candnico podria afectar a la conformaciéon de CDR L1.

L1al2

- T22N Este residuo se expone en la superficie cerca de CDR L1 y puede entrar en contacto con el antigeno.
- D70Q Este residuo se expone en la superficie cerca de CDR L1 y puede entrar en contacto con el antigeno.
- 175V Este residuo se oculta en el nucleo y puede afectar a la estructura del dominio VL.

Esta posicion se puede traducir a la numeracion de Kabat

MUTACIONES EN VH remodelado

HO a H1

- E6Q Esta mutacion oculta tiene estabilidad del dominio VH mejorada en otros anticuerpos.

- A24V Este residuo canonico puede afectar a la conformacion de CDR H1.

- R71K Este residuo candnico puede afectar a la conformacién de CDR H2.

H1aH2

- R16E Esta mutacion oculta tiene estabilidad del dominio VH mejorada en otros anticuerpos.

- V371 Este residuo se localiza en la interfaz del domino VH/VL y puede afectar al apareamiento de cadena
pesadalligera.

- V48A Este residuo oculto puede afectar a la estructura de CDR H2.
- L78V Este residuo oculto puede afectar a la estructura de CDR H1.

- Y91F Este residuo se localiza en la interfaz del domino VH/VL y puede afectar al apareamiento de cadena
pesadalligera.

Constructos H3-H9

Hay varias caracteristicas inusuales de los dominios VH de conejo que no se observan en los dominios VH humanos.
Estas caracteristicas incluyen:

* N-terminal acortado. En este dominio VH de conejo, el marco 1 es mas corto por un residuo que el dominio VH
humano tipico. En lugar de una retromutacién, algunos constructos humanizados se hicieron mas similares al 399 de
conejo al suprimir Val2. Los V2A mutantes estan resaltados en los constructos anteriores.

* Marco 3 acortado. En este dominio VH de conejo, el marco 3 también es mas corto por un residuo que el marco 3 de
la mayoria de los dominios VH humanos conocidos. Ya que la region de bucle del marco 3 cercana a CDR 1 a veces
puede reconocer el antigeno, esta region de constructos humanizados se ha acortado y reemplazado con la secuencia
de conejo. Las mutaciones/deleciones combinadas (D72T/N73S/K75A/N76T) se utilizaron para hacer esta region del
dominio VH mas similar a la de 399 de conejo. Las regiones de marco 3 acortadas estan resaltadas en los constructos
anteriores.

* Enlace disulfuro entre Cys35a y Cys50. El enlace disulfuro no sucede en los dominios VH humanos. Los residuos

Cys35a y Cys50 se reemplazaron con Ser/Ala y Val, respectivamente, en algunos constructos. Estos aminoacidos
estan resaltados en las secuencias anteriores.
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Constructo |;N-terminal acortado? ¢Marco 3 acortado? Residuos de 35a a 50
H2 No No Ala, Val

H3 No No Ser, Val

H4 No No Cys, Cys

H5 Si No Ala, Val

H6 No Si Ala, Val

H7 Si Si Ala, Val

H8 Si Si Ser, Val

H9 Si Si Cys, Cys

Secuencias basadas en 411

V-ligeras de 411 y CDR

SEQ ID NO:38 jcv411_vl

AFELTOTTSPVSAAVGGTVTIIFCOASO S TGHNNLAWY QOKPGOPPELLIYLASYLASGVEESRFEGSGSGTORFTLTY
SALECADARAYYCOSAYYSPHDHAFGGGTEVVVER

Marco aceptor humano
SEQ ID NO:39 IGKV1D-13x01

AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCOASOS IGHNNLAWY QQKPGKAPKLLIYLASYLASGVPSRESGSGSGTDFTLTI
SSLOPEDFATYYCQSAYYSPNDNAFGOGTKVEIK

SEQ ID NO:40 jev411_vl_CDR1

QASQSIGNNLA

SEQ ID NO:41 jev411_vl_CDR2
LASYLAS

SEQ ID NO:42 jcv411_vl_CDR3

QSAYYSPNDNA

V-pesadas de 411 y CDR

SEQ ID NO:43 jev411_vh

= SLEESGGDLVEPGASLTLTCTASGE SEDRNYWMEWVROAPGMGLEWAAL TAAGGNGNT Y YATWAKGRFTISKT
SS5T#TVILOMASLTAADTATYFCARFYNGGGY YAGYFTLWGPGTLVTIVSS

SEQ ID NO:44 IGHV3-30-3x01

OVOLVESGGGEVVOPGRSLRLSCAASGETE S 5—YAMHWVROAPGEGLEWVAVISYD-GSNEYYADSVEGRETISR
DNSENTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR—————————————— WEOGTLVTVES

Marco aceptor humano

SEQ ID NO:45 jev411_vh_CDR1
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GFSFDRNYWMC

SEQ ID NO:46 jcv411_vh_CDR2
CIAAGGNGNTYYATWAKG
SEQ ID NO:47 jcv411_vh_CDR3
FYNGGGYYAGYFTL
Humanizacién de diseiios para 411
- Cadena ligera: arco IGKV1D-13x01 // CDR de jev411_vl
- Cadena pesada: marco IGHV3-30-3x01 // CDR de jev411_vh

- Las retromutaciones de marco estan en fuente negrita en minusculas y resaltadas. Las CDR, segun la definicion de
Chothia, estan subrayadas.

SEQ ID NO:48 LO = injerto de CDR

AIQLTOSPSSLSASYVGDRVTITCOASOS IGNNLAWY OOKPGRAFPKLLIYLASYLASGVPSRFSGSGEGTDETLTI
SELOPEDFATYYCQSAYYSPNDNAFGQGTEVEIK

SEQ ID NO:49 L1

AFQLTQSPSSLGASVGDRVIITCQASOS IGNNLAKYQQKPGKAPKLLIYLASYLASGVPSRFSGSGSGTIDETLTI
SSLOPEDFATYYCQSAYY SPNDNAFGOGTEVEIK

SEQ ID NO:50 L2

AFQLTOSPSSLSASYVGDRVT IECOASOS IGNN LAWY OOKPGEAPKLLIYLASYLASGVPSRESGSGSGTQFTLTV
SSLOPEDFATYYCOQEAYYSPHNDNAFGOGTEVEIE

SEQ ID NO:51 HO = injerto de CDR

QVOLVESGGGVVOPGRSLRLSCAASGE SFDRNYWMAWVROAPGKGLEWVAY IAAGGSGNT YYATWAKGRFT I SRD
NSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARFYSGGGY YAGYFTLHGOGTLVTVSS

SEQ ID NO:52 H1

OVOLVgSGEGYVOPGRSLRLSCAASGE SFDRNYWMAWVROAPGEGLEWVAVIAAGGSGNTY YATWAKGRFTISkD
HSENTLYLOMHNSLRAEDTAVY YCARFY SGGGYYAGYFTLWGOGTLVTVSS

SEQ ID NO:53 H2

OVOLVgSGGGVVOPGeSLRLSCAASGE SFDRNYWMAWVROAPGRGLEWAAVIAAGGSGNTY YATWAKGRETISkD
NSKENTvYLOMNSLRAEDTAVY£CARFYSGGGYYAGYFTLWGOGTLVIVSS

SEQ ID NO:54 H3

OVOLVGSGGEVVOPGe5LRLESCAASGE SFDRNYWHMSWVROAPGEGLEWAAVIAAGGSGNTY YATWAKGRETLSkD
NSKNTvYLOMNSLRAEDTAVY ECARFY SGGGYYAGYFTLWGOGTLVIVSS

SEQ ID NO:55 H4
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OVOLVGSGGGYVVOPGe SLRLSCAASGE SFDRNYWHMOWVROAPGEGLEWAAGTI AAGGSGNTY YATWAKGRFTISkD
NSENTvYLOMNSLRAEDTAVY ECARFY SGGEYYAGYFTLWGOGTLVTVSS

SEQ ID NO:56 H5

O-QLVgSGGEVVOPGeSLRLSCAASGE SFDRNY WMAWVROAPGEGLEWAAVIAAGGSGNTYYATWAKGRFTISKD
HSENTvYLOMNSLRAEDTAVY FCARF Y SGGGY YAGYFTLWGOGTLVTIVS S

SEQ ID NO:57 H6

OVOLVgSGEGEVVOPGeSLRLSCAASGE SFDRNYWHMAWVROAPGEGLEWAAVI AAGGSGNTYYATHWAKGRETI Skt
85—t TvYLOMNSLRAEDTAVY ECARFY SGGGYYAGYFTLWGOGTLVTIVSS

SEQ ID NO:58 H7

O~-QLVgSGGGEVVOPGeSLRLSCAASGF SFDRNYWMAWVROAPGKGLEWAAV I AAGGSGNTY Y ATWARGRFTI Skt
S5-tTvYLOMNSLRAEDTAVY FCARF Y SGGGY YAGYFTLWGOGTLVIVS S

SEQ ID NO:59 H8

O=-QLVgSGGEGEVVOPGe SLRLSCAASGF SFDRNYWMSWVROAPGKGLEWAAV IAAGGSGNT Y YATWARGRFTI Skt
85—t TvYLOMNSLRAEDTAVY ECARFYSGGGY YAGYFTLWGQGTLVIVSS

SEQ ID NO:60 H9

YLQMNSLRAEDTAVY@CARFYSGGGYYAGYFTLWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:61 jev411_vh_CDR1 C35A

GFSFDRNYWMA
SEQ ID NO:62 jev411_vh_CDR1 C35S
GFSFDRNYWMS

SEQ ID NO:63 jcv411_vh_CDR1 C35X
GFSFDRNYWMX

SEQ ID NO:64 jcv411_vh_CDR2 C50V
VIAAGGSGNTYYATWAKG

SEQ ID NO:65 jev411_vh_CDR2 C50X
XIAAGGSGNTYYATWAKG
MUTACIONES EN VL remodelado
LOoal1
- I12F Este residuo canodnico podria afectar a la conformacion de CDR L1.
L1al2

- T22F Este residuo se expone en la superficie cerca de CDR L1 y puede entrar en contacto con el antigeno.
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- D70Q Este residuo se expone en la superficie cerca de CDR L1 y puede entrar en contacto con el antigeno.
- 175V Este residuo se oculta en el nucleo y puede afectar a la estructura del dominio VL.

MUTACIONES EN VH remodelado

HO a H1

- E6Q Esta mutacion oculta tiene estabilidad del dominio VH mejorada en otros anticuerpos.

- R71K Este residuo canénico puede afectar a la conformacion de CDR H2.

H1aH2

- R16E Esta mutacién oculta tiene estabilidad del dominio VH mejorada en otros anticuerpos.

- V48A Este residuo oculto puede afectar a la estructura de CDR H2.

- L78V Este residuo oculto puede afectar a la estructura de CDR H1.

- Y91F Este residuo se localiza en la interfaz del domino VH/VL y puede afectar al apareamiento de cadena
pesadalligera.

Constructos H3-H9

Hay varias caracteristicas inusuales de los dominios VH de conejo que no se observan en los dominios VH humanos.
Estas caracteristicas incluyen:

* N-terminal acortado. En este dominio VH de conejo, el marco 1 es mas corto por un residuo que el dominio VH
humano tipico. En lugar de una retromutacion, algunos constructos humanizados se hicieron mas similares al 399 de
conejo al suprimir Val2. Los V2A mutantes estan resaltados en los constructos anteriores.

* Marco 3 acortado. En este dominio VH de conejo, el marco 3 también es mas corto por un residuo que el marco 3 de
la mayoria de los dominios VH humanos conocidos. Ya que la region de bucle del marco 3 cercana a CDR 1 a veces
puede reconocer el antigeno, esta region de constructos humanizados se ha acortado y reemplazado con la secuencia
de conejo. Las mutaciones/deleciones combinadas (D72T/N73S/K75A/N76T) se utilizaron para hacer esta region del
dominio VH mas similar a la de 399 de conejo. Las regiones de marco 3 acortadas estan resaltadas en los constructos
anteriores.

* Enlace disulfuro entre Cys35a y Cys50. El enlace disulfuro no sucede en los dominios VH humanos. Los residuos
Cys35a y Cys50 se reemplazaron con Ser/Ala y Val, respectivamente, en algunos constructos. Estos aminoacidos
estan resaltados en las secuencias anteriores.

Constructo |;N-terminal acortado? ¢Marco 3 acortado? Residuos de 35a a 50
H2 No No Ala, Val

H3 No No Ser, Val

H4 No No Cys. Cys

H5 Si No Ala, Val

H6 No Si Ala, Val

H7 Si Si Ala, Val

H8 Si Si Ser, Val

H9 Si Si Cys, Cys
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Ejemplo 2: Ensayo de neutralizacién

Los anticuerpos monoclonales derivados de conejo se sometieron a prueba en un ensayo de duplicacion de astrocitos
humanos para su capacidad de neutralizar los virus JCV y BKV. La capacidad de los anticuerpos de inhibir los virus y
las células mostrados en la figura 1 (astrocitos humanos) y en la figura 2 (células epiteliales tubulares proximales
renales humanas). La figura 3 proporciona una vision general de los valores EC50, EC80 y EC90 de los anticuerpos
contra JCV y BKV en varios ensayos.

Ejemplo 3: Union a JCV-VP1 de anticuerpos monoclonales derivados de conejo

Los anticuerpos monoclonales derivados de conejo se sometieron a prueba para su capacidad de unirse a la proteina
de tipo salvaje JCV-VP1 y a los siguientes mutantes de JCV-VP1; L55F, S269F, Q271H, K60E y D66H. Los estudios
de union se realizaron en un ensayo de ELISA. Los resultados se muestran en la figura 4.

Ejemplo 4: Uni6én a JCV-VP1 de versiones humanizadas de anticuerpos monoclonales derivados de conejo 399 como
se determina por ELISA

Las CDR del anticuerpo monoclonal derivado de conejo 399 se injertaron en secuencias aceptoras de V-pesada y
V-ligera humanizadas tal como se describe en el Ejemplo 1. La unién de los anticuerpos monoclonales de conejo 399
y los humanizados BIIB048 (= HOLO), HOvsoa L2314 y HOvs04 L2n314 @ un nimero de JCV-VP1 de tipo salvaje y mutante
se evalud utilizando ELISA. Los resultados se resumen en la figura 5.

Ejemplo 5: Uni6én a JCV-VP1 de versiones humanizadas de anticuerpos monoclonales derivados de conejo 399 como
se determina por experimentos de afinidad con Biacore

Las CDR del anticuerpo monoclonal derivado de conejo 399 se injertaron en secuencias aceptoras de V-pesada y
V-ligera humanizadas tal como se describe en el Ejemplo 1. La unién de los anticuerpos humanizados BIIB048 (=
HOLO) y HOvsoa L2n314 @ un nimero de JCV-VP1 mutantes y de tipo salvaje se evalu6 utilizando experimentos de
afinidad con Biacore. Se determind la union de las versiones Fab y Mab de los anticuerpos. Los resultados se resumen
en la figura 6.

Ejemplo 6: Ensayo de infectividad

La capacidad del anticuerpo HOLO de suprimir la infectividad del JCV se evalué en varias concentraciones y se
determinaron los ICso y ICe0 del anticuerpo. Los resultados se muestran en la figura 8.

Ejemplo 7: Ensayo de infectividad con virus JCV-VP1 mutantes

Se evalué la capacidad de los anticuerpos BlIB48 (HOLO) y hu399 50-31G (HOvs0a L2xn314) PARA SUPRIMIR LA INFECTIVIDAD
DE LOS MUTANTES DE JCV-VP1. Las condiciones del ensayo se proporcionan en la figura 9 y figura 10. La lectura de los
experimentos se hizo por medio de Western Blot. Los resultados de los Western blot se muestran en las figuras 11-12
(exposicién normal) y figuras 13-14 (sobreexposicion).

Ejemplo 8: Unién de anticuerpos humanizados a virus JCV-VP1 mutantes
La capacidad de los anticuerpos BlIB48 (HOLO) y hu399 50-31G (HOvs0a L2rn314) PARA UNIRSE A LOS DISTINTOS MUTANTES

DE JCV-VP1 SE EVALUO POR MEDIO DE ELISA. Las condiciones del ensayo se proporcionan en la figura 15 y figura 16.
Los valores ECso (en nM) se proporcionan en la figura 17.

Equivalentes:

La especificacion escrita anteriormente se considera suficiente para permitir que un experto en la técnica ponga en
practica la invencion. La presente invencion no se debe limitar al alcance proporcionado por los ejemplos, ya que se
pretende que los ejemplos sean una ilustracién unica de un aspecto de la invencion y otras realizaciones
funcionalmente equivalentes se encuentran dentro del alcance de la invencion. Varias modificaciones de la invencion
ademas de aquellas mostradas y descritas en el presente documento seran evidentes para los expertos en la técnica
a partir de la descripcion anterior y entran dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> BIOGEN IDEC MA INC.

<120> ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES DE JCV
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<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural
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35
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Trp Ala Lys
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Tyr Cys Ala
Thr Leu Trp
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<223> Polipéptido sintético
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Gln val Gln
1
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<223> Polipéptido sintético
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Trp
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1
Ser Leu
Tyr Trp
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50
Trp Ala
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Val Tyr
Phe Cys
Thr Leu
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<223> Polipéptido sintético
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Trp

Ser

Arg

Met
85

Phe

Gln

ES 2731757 T3

Gln

Cys

Ile

Ala

Phe
70

Asn

Tyr

Gly

Ser

Ala

Arg

Gly

55

Thr

Ser

Ser

Thr

Gly

val

Gln

40

Gly

Ile

Len

Gly

Leu
120

Gly

Ser

25

Ala

Ser

Ser

Arg

Gly
105

Val

Gly

10

Gly

Pro

Gly

Lys

Ala
90

Gly

Thr

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<400> 26

46

Val

Phe

Gly

Asn

Asp
75

Glu

Tyr

Val

Val

Ser

Lys

Thr

60

Asn

Asp

Tyr

Ser

Gln

Phe

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser
125

Pro

Asp

30

Leu

Tyr

Lys

Ala

Gly
110

Gly Glu
15

Arg Asn

Glu Trp

Ala Thr

Asn Thr
80

Val Tyr
85

Tyr Phe



10

15

20

Gln Xaa
1
Ser Leu
Tyr Trp
Ala Ala
50
Trp Ala
65
Val Tyr
Phe Cys
Thr Leu
<210> 27
<211> 125
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Polipéptido sintético
<220>
<221> variante

<222> (78)..(78)

Gln

Arg

Ile

35

Val

Lys

Len

Ala

Trp
115

Len

Leu

20

Ala

Ile

Gly

Gln

Arg

100

Gly

Val

Ser

Trp

Ser

Arg

Met

85

Phe

Gln

ES 2731757 T3

Gln

Cys

Ile

Ala

Phe

70

Asn

Tyr

Gly

Ser

Ala

Arg

Gly

55

Thr

Ser

Ser

Thr

Gly Gly

Val Ser
25

Gln Ala
40

Gly Ser

Ile Ser

Leu Arg

Gly Gly

105

Leu Val
120

Gly

Gly

Pro

Gly

Lys

Ala

20

Gly

Thr

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<400> 27

47

Val

Phe

Gly

Asn

Asp

75

Glu

Tyr

val

Val

Ser

Lys

Thr

60

Asn

Asp

Tyr

Ser

Gln

Phe

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser
125

Pro

Asp

30

Leu

Tyr

Lys

Ala

Gly
110

Gly

Arg

Glu

Ala

Asn

Val

25

Tyr

Glu

Asn

Trp

Thr

Thr

80

Tyr

Phe



10

15

20

25

30

ES 2731757 T3

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly

Tyr Trp Ile Ala Trp Ile Arg Gln Ala Pro
35 40

Ala Ala Val Ile Ser Ala Gly Gly Ser Gly
50 55

Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys
65 70

Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85 920

Phe Cys Ala Arg Phe Tyr Ser Gly Gly Gly
100 105

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

<210> 28

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<220>

<221> variante

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural
<220>

<221> variante

<222> (78)..(78)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<400> 28

48

val

Phe

Gly

Azn

Thr

75

Glu

Tyr

Val

Val

Ser

Lys

Thr

60

Ser

Asp

Tyr

Ser

Gln

Phe

Gly

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser
125

Pro

Agp

Leu

Tyr

Xaa

Ala

Gly
110

Gly

15

Arg

Glu

Ala

Thr

Val

95

Tyr

Glu

Agn

Trp

Thr

Thr

80

Tyr

Phe



10

15

20

25

30

ES 2731757 T3

Gln Xaa Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly

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

Tyr Trp Ile Ala Trp Ile Arg Gln Ala Pro

Ala Ala Val Ile Ser Ala Gly Gly Ser Gly

Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys
65 70

Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85 90

Phe Cys Ala Arg Phe Tyr Ser Gly Gly Gly
100 105

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

<210> 29

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<220>

<221> variante

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural
<220>

<221> variante

<222> (78)..(78)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<400> 29

49

Val

FPhe

Gly

Asn

Thr

75

Glu

Tyr

val

Val

Ser

Lys

Thr

Ser

Asp

Tyr

Ser

Gln

Phe

Gly

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser
125

Pro

Asp

30

Leu

Tyr

Xaa

Ala

Gly
110

Gly

15

Arg

Glu

Ala

Thr

Val

95

Tyr

Glu

Asn

Trp

Thr

Thr

80

Tyr

Phe



10

15

20

25

30

ES 2731757 T3

Gln Xaa Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly

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

Tyr Trp Ile Ser Trp Ile Arg Gln Ala Pro
35 40

Ala Ala Val Ile Ser Ala Gly Gly Ser Gly
50 55
Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys
65 70
Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85 90
Phe Cys Ala Arg Phe Tyr Ser Gly Gly Gly
100 105
Thr Leu Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
115 120

<210> 30

<211>125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<220>

<221> variante

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural
<220>

<221> variante

<222> (78)..(78)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<400> 30

50

Val

Phe

Gly

Asn

Thr

75

Glu

Tyr

Val

Val

Ser

Lys

Thr

60

Ser

Asp

Tyr

Ser

Gln

Phe

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser
125

Pro

Asp
30

Leun

Tyr

Xaa

Ala

Gly
110

Gly
15

Arg

Glu

Ala

Thr

vVal

95

Tyr

Glu

Asn

Trp

Thr

Thr

890

Tyr

Phe



10

15

20

25

Gln

Ser

Tyr

Ala

Trp

]

Val

Phe

Thr

<210> 31
<211> 11

<212> PRT

Xaa

Leu

Trp

Ala

50

Ala

Tyr

Cys

Leu

Gln

Arg

Ile

35

Cys

Lys

Leu

Ala

Trp
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 31

<210> 32

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Leu

20

Cys

Ile

Gly

Gln

Arg
100

Gly

Val

Ser

Trp

Ser

Arg

Met
83

Fhe

Gln

ES 2731757 T3

Gln

Cys

Ile

Ala

Phe

70

Asn

Tyr

Gly

Ser

Ala

Arg

Gly

55

Thr

Ser

Ser

Thr

Gly Gly

Val Ser

25

Gln Ala

40

Gly Ser

Ile Ser

Leu Arg

Gly Gly

105

Leu Val
120

Gly

10

Gly

Pro

Gly

Lys

Ala
90

Gly

Thr

val

Fhe

Gly

Asn

Thr

75

Glu

Tyr

val

val

Ser

Lys

Thr

60

Ser

Asp

Tyr

Ser

Gln

Fhe

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser
125

Pro

Asp

30

Leu

Tyr

Xaa

Ala

Gly
110

Gly Phe Ser Phe Agp Arg Asn Tyr Trp Ile Ala

1

5

51

10

Gly

15

Arg

Glu

Ala

Thr

Val
95

Tyr

Glu

Asn

Trp

Thr

Thr

80

Tyr

Phe



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<223> Polipéptido sintético

<400> 32

<210> 33

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Polipéptido sintético
<220>

<221> variante

<222> (11)..(11)

Gly Phe Ser Phe Asp Arg Asn Tyr Trp Ile Ser

1

ES 2731757 T3

5

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<400> 33

<210> 34

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Polipéptido sintético

Val Ile Ser Ala Gly Gly Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Thr Trp Ala

<400> 34
1
Lys Gly
<210> 35
<211>18
<212> PRT

5

10

52

10

Gly Phe Ser Phe Asp Arg Asn Tyr Trp Ile Xaa
10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2731757 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 35
Ala Tle Ser Ala Gly Gly Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Thr Trp Ala
1 5 10 15
Lys Gly

<210> 36

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 36
Gly Ile Ser Ala Gly Gly Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Thr Trp Ala
1 5 10 15
Lys Gly

<210> 37

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético
<220>

<221> variante

<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<400> 37
Xaa Ile Ser Ala Gly Gly Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Thr Trp Ala
1 3 10 15
Lys Gly

<210> 38

53



10

15

20

25

<211> 109

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 38
Ala Phe Glu
1
Gly Thr Val
Leu Ala Trp

35
Tyr Leu Ala
20

Ser Gly Ser
65
Ala Asp Ala
Asp Asn Ala

<210> 39

<211>109

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 39

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe
100

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Ala

85

Gly

ES 2731757 T3

Gln

FPhe

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Gly

Thr

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Thr

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

54

Pro

10

Ser

Gln

val

Thr

Ser

val

val

Gln

Pro

Pro

vVal

75

Ala

Val

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Vval

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ala

Tyr

Arg

Ala

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Ser

val

15

Asn

Leu

Lys

Glu

Pro
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Cys

80

Asn



10

15

20

25

30

35

Ala Ile Gln Leu Thr

Asp Arg Val Thr Ile
20

Leu Ala Trp Tyr Gln

Tyr Leu Ala Ser Tyr
50

Ser Gly Ser Gly Thr
65

Glu Asp Phe Ala Thr
85

Asp Asn Ala Phe Gly
100

<210> 40

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 40

ES 2731757 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Gln

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Pro

Gln

Pro

Ser

Thr

Cys

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Lys
105

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Ser

80

val

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Glu

Ser

Ser

Pro

Sear

60

Ser

Tyr

Ile

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Lys

Ser

Gly

30

Len

Phe

Leu

Ser

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Gly Asn Asn Leu Ala
10

1

<210> 41

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 41

5

Leu Ala Ser Tyr Leu Ala Ser

1

<210> 42

5

55

Val

15

Asn

Len

Ser

Gln

Pro
85

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Asn



10

15

20

25

30

35

40

ES 2731757 T3

<211> 11
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 42

Gln Ser Ala Tyr Tyr Ser Pro Asn Asp Asn Ala

1 5

<210>43

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Polipéptido sintético
<220>

<221> variante

<2225 (2)..(2)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<220>
<221> variante

<222> (79)..(79)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<400> 43

56



10

15

20

25

30

Gln

Ser

Tyr

Ala

Trp

65

val

Phe

Thr

<210> 44
<211> 125

<212> PRT

Xaa

Leu

Trp

Ala

50

Ala

Thr

Cys

Leu

Ser

Thr

Met

35

Cys

Lys

Leu

Ala

Trp
115

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<220>
<221> variante

<222> (32)..(32)

Leu

Leu

20

Cys

Ile

Gly

Gln

Arg

100

Gly

Glu

Thr

Trp

Ala

Arg

Met

85

Phe

Pro

ES 2731757 T3

Glu

Cys

Val

Ala

Phe

70

Ala

Tyr

Gly

Ser

Thr

Arg

Gly

Thr

Ser

Asn

Thr

Gly

Ala

Gln

40

Gly

Ile

Leu

Gly

Leu
120

Gly

Ser

25

Ala

Asn

Ser

Thr

Gly

105

val

Asp

19

Gly

Pro

Gly

Lys

Ala

90

Gly

Thr

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<220>
<221> variante

<222> (56)..(56)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<220>

57

Leu

Phe

Gly

Asn

Thr

75

Ala

Tyr

Val

Val

Ser

Met

Thr

60

Ser

Asp

Tyr

Ser

Lys

Phe

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser
125

Pro

Asp

30

Leu

Tyr

Thr

Ala

Gly
110

Gly

15

Arg

Glu

Ala

Xaa

Thr

95

Tyr

Ala

Asn

Trp

Thr

Thr

BO

Tyr

Phe



10

15

20

25

30

<221> variante

<222> (101)..(114)

ES 2731757 T3

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<400> 44

Gln

Ser

Tyr

val

Ser

65

Leu

Tyr

Xaa

<210> 45
<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

vVal

Leu

Ala

Ala

50

Val

Tyr

Cys

Xaa

Gln

Arg

Met

35

vVal

Lys

Leu

Ala

Trp
115

<223> Polipéptido sintético

<400> 45

<210> 46

<211>18

<212> PRT

Leu

Leu

20

His

Ile

Gly

Gln

Arg

100

Gly

Val

Ser

Trp

Ser

Arg

Met

85

Xaa

Gln

Glu

Cys

val

Tyr

Phe

70

Asn

Xaa

Gly

Ser

Ala

Arg

Asp

55

Thr

Ser

Xaa

Thr

Gly

Ala

Gln

40

Xaa

Ile

Leu

Xaa

Leun
120

Gly

Ser

25

Ala

Gly

Ser

Arg

Xaa

105

Val

Gly

10

Gly

Pro

Ser

Arg

Ala

90

Xaa

Thr

val

Phe

Gly

Asn

Asp

75

Glu

Xaa

val

vVal

Thr

Lys

Lys

60

Asn

Asp

Xaa

Ser

Gln

Phe

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Xaa

Ser
125

Pro

Ser

30

Leu

Tyr

Lys

Ala

Xaa
110

Gly Phe Ser Phe Asp Arg asn Tyr Trp Met Cys

1

5

58

10

Gly

15

Ser

Glu

Ala

Asn

val

95

Xaa

Arg

Xaa

Trp

Asp

Thr

80

Tyr

Xaa



10

15

20

25

30

35

40

<213> Secuencia artificial

Cys Ile Ala Ala Gly Gly Asn Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Thr Trp Ala

<220>
<223> Polipéptido sintético
<400> 46

1

Lys Gly
<210> 47
<211> 14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 47

Phe Tyr Asn Gly Gly Gly Tyr Tyr Ala Gly Tyr Phe Thr Leu

1

<210> 48

<211> 109

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 48

5

5

ES 2731757 T3

59

10

10

15



Ala Ile

Asp Arg

Len Ala

Tyr Leu

Ser Gly

65

Glu Asp

Asp Asn

<210> 49
5 <211>109

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

10
<220>

Gln

val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Ala

<223> Polipéptido sintético

15 <400> 49

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Phe
100

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

B85

Gly

ES 2731757 T3

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Gln

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Gly

Pro

Gln

Fro

40

Ser

Thr

Cys

Thr

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Len

Gln

Lys
105

60

Ser

10

Ser

Lys

vVal

Thr

Ser

90

Val

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ala

Glu

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

Tyr

Ile

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Lys

Sar

Gly

Len

Phe

Len

Ser

Val

15

Asn

Len

Ser

Gln

Pro
95

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Asn



ES 2731757 T3

Ala Phe Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Ser Ile Gly Asn Asn
20 25 30

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

Tyr Leu Ala Ser Tyr Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Ser Ala Tyr Tyr Ser Fro Asn
85 94Q 95

Asp Asn Ala Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

<210> 50
5 <211>109

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
10

<220>

<223> Polipéptido sintético
15 <400> 50

Ala Phe Gln Len Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 ] 10 15

61



<210> 51

5 <211>125

<212> PRT

Azp

Tyr

Ser
65

Glu

Arg

Ala

Leu

50

Gly

hsp

Asn

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Ala

<213> Secuencia artificial

10
<220>

<223> Polipéptido sintético

15 <400> 51

Gln

Ser

Tyr

Val

Trp

Leu

Tyr

val

Len

Trp

Ala

50

Ala

Tyr

Cys

Gln

Arg

Met

35

Val

Lys

Leu

Ala

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Fhe
100

Len

Len

20

Ala

Ile

Gly

Gln

Arg
100

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Gly

val

Ser

Trp

Ala

Arg

Met

85

Phe

ES 2731757 T3

Phe

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Gln

Glu

Cys

val

Ala

Phe

Asn

Tyr

Cys

Lys

Ala

55

Fhe

Tyr

Gly

Ser

Ala

Arg

Gly

55

Thr

Ser

Ser

Gln Ala
25

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Thr

Gly

Ala

Gln

40

Gly

Ile

Leu

Gly

Gly

Gly

Leu

Lys
105

Gln

Ser

Lys

val

Thr

Ser

Gln Ser Ile Gly Asn

30

Ala Pro Lys Leu Leu

45

&0

75

920

Gly

Ser

25

Ala

Serxr

Serxr

Arg

Gly
105

62

val

Gly

Gly

Pro

Gly

Arg

Ala

90

Gly

Val val

FPhe Ser

Gly Lysg

Asn Thr

60

Asp Asn

Glu Asp

Tyr Tyr

Prc Ser Arg Phe Ser

vVal Ser Ser Leu Gln

Ala Tyr Tyr Ser Pro

Azn

Ile

Gly

Pro

g0

95

Glu Ile Lys

Gln Pro

Phe Asp
30

Gly Leu

45

Tyr Tyr

Ser Lys

Thr ala

Ala Gly
110

Gly

Arg

Glu

Ala

Asn

val

95

Tyr

Asn

Arg

Asn

Trp

Thr

Thr

Tyr

Phe



<210> 52

<211>125

<212> PRT

ES 2731757 T3

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

10 <213> Secuencia artificial

Val

Len

Trp

Ala

50

Ala

Tyr

Cys

Len

Gln

Arg

Met

35

Val

Lys

Len

Ala

Trp
115

<220>
<223> Polipéptido sintético
15
<400> 52
Gln
1
Ser
Tyr
vVal
Trp
65
Leu
Tyr
Thr
20 <210> 53
<211> 125
<212> PRT
25

<213> Secuencia artificial

<220>

30 <223> Polipéptido sintético

Leu

Len

20

Ala

Ile

Gly

Gln

Arg

100

Gly

val

Ser

Trp

Ala

Arg

Met

BS

Phe

Gln

Gln

Cys

Val

Ala

Phe

70

Asn

Tyr

Gly

Ser

Ala

Arg

Gly

55

Thr

Ser

Ser

Thr

Gly

Ala

Gln

40

Gly

Ile

Len

Gly

Len
120

120

Gly

Ser

25

Ala

Ser

Ser

Gly

10

Gly

Pro

Gly

Lys

Arg Ala

Gly
105

Vval

63

90

Gly

Thr

Val

Phe

Gly

Asn

Asp

75

Glu

Tyr

Val

val

Ser

Lys

Thr

60

Asn

Asp

Tyr

Ser

Gln

Phe

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser
125

Pro

Asp

30

Len

Tyr

Lys

Ala

Gly
110

125

Gly

15

Arg

Glu

Ala

Asn

val

95

Tyr

Arg

Asn

Trp

Thr

Thr

80

Tyr

Phe



5

10

15

<400> 53

Gln

Ser

Tyr

Ala

Trp
65

Val

Phe

Thr

<210> 54
<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Leu

Trp

Ala

50

Ala

Tyr

Cys

Leu

Gln

Arg

Met

35

Val

Lys

Leu

Ala

Trp
115

<223> Polipéptido sintético

<400> 54

Len

Leu
20

Ala

Ile

Gly

Gln

Arg

100

Gly

Val

Ser

Trp

Ala

Arg

Met

85

Phe

Gln

ES 2731757 T3

Gln

Cys

Val

Ala

Phe

70

Asn

Tyr

Gly

Ser

Ala

Arg

Gly

S5

Thr

Ser

Ser

Thr

Gly

Ala

Gln

40

Gly

Ile

Leu

Gly

Leu
120

Gly

Ser
25

Ala

Ser

Ser

Arg

Gly

105

val

64

Gly
10

Gly

Pro

Gly

Lys

Ala

90

Gly

Thr

Val

Phe

Gly

Asn

Asp

75

Glu

Tyr

val

Val

Ser

Lys

Thr

60

Asn

Asp

Tyr

Ser

Gln

Phe

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser
125

Pro

RAsp

Leu

Tyr

Lys

Ala

Gly
110

Gly
15

Arg

Glnu

Ala

Asn

val

95

Tyr

Glu

Asn

Trp

Thr

Thr

80

Tyr

Phe



ES 2731757 T3

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Fro Gly Glu

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Phe Asp Arg Asn
20 25 30

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

ala Ala val Ile Ala Ala Gly Gly Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Thr
50 55 60

Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Asn Thr

Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr
B5 90 95

Phe Cys Ala Arg Phe Tyr Ser Gly Gly Gly Tyr Tyr Ala Gly Tyr Phe
100 105 110

Thr Leu Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 55
5 <211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
10

<220>

<223> Polipéptido sintético

15 <400> 55

65



10

15

20

<210> 56

<211>125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Ser

Tyr

Ala

Trp

€5

val

Fhe

Thr

val

Leu

Trp

Ala

50

Ala

Tyr

Cys

Leu

Gln

Arg

Met

35

Cys

Lys

Leu

Ala

Trp
115

<223> Polipéptido sintético

<220>
<221> variante

<222> (2)..(2)

Lau

Leu

20

Cys

Ile

Gly

Gln

Arg

100

Gly

val

Ser

Trp

Ala

Arg

Met

85

Fhe

Gln

ES 2731757 T3

Gln

Cys

val

Ala

Phe

70

Asn

Tyr

Gly

Sar

Ala

Arg

Gly

55

Thr

Ser

Ser

Thr

Gly Gly

Ala Ser
25

Gln Ala
40

Gly Ser

Ile Ser

Leu Arg

Gly Gly

105

Leu Val
120

Gly

10

Gly

Pro

Gly

Lys

Ala

30

Gly

Thr

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<400> 56

66

val

Phe

Gly

Asn

Asp

75

Glu

Tyr

Val

val

Ser

Lys

Thr

60

Asn

Aap

Tyr

Ser

Gln

Phe

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser
125

Pro

Asp

30

Leu

Tyr

Lys

Ala

Gly
110

Gly

15

Arg

Glu

Ala

Asn

val

as

Tyr

Glu

ASn

Trp

Thr

Thr

80

Tyr

Phe



10

15

20

<210> 57

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Gln

Ser

Tyr

Ala

Trp

65

val

Phe

Thr

Xaa

Leu

Trp

Ala

50

Ala

Tyr

Cys

Leu

Gln

Arg

Met

35

Val

Lys

Leu

Ala

Trp
115

<223> Polipéptido sintético

<220>

<221> variante

<222> (78)..(78)

Leu

Leu

Ala

Ile

Gly

Gln

Arg

100

Gly

Val

Ser

Trp

Ala

Arg

Met

85

Phe

Gln

ES 2731757 T3

Gln

Cys

Val

Ala

FPhe

70

Asn

Tyr

Gly

Ser

Ala

Arg

Gly

55

Thr

Ser

Ser

Thr

Gly

Ala

Gln

40

Gly

Ile

Leu

Gly

Leu
120

Gly

Ser

Ala

Ser

Ser

Arg

Gly

105

Val

Gly

10

Gly

Pro

Gly

Lys

Ala

90

Gly

Thr

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<400> 57

67

Val

Fhe

Gly

Asn

Asp

75

Glu

Tyr

Val

Val

Ser

Lys

Thr

60

Asn

Asp

Tyr

Ser

Gln

Fhe

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser
125

Pro

Asp

Leu

Tyr

Lys

Ala

Gly
110

Gly

15

Arg

Glu

Ala

Asn

val

95

Tyr

Glu

Asn

Trp

Thr

Thr

80

Tyr

Fhe



ES 2731757 T3

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

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Ser Phe Asp Arg Asn
20 25 30

Tyr Trp Met Ala Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
35 40 45

Ala Ala Val Ile Ala Ala Gly Gly Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr ala Thr
50 55 60

Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Ser Xaa Thr Thr

Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Phe Cys Ala Arg Phe Tyr Ser Gly Gly Gly Tyr Tyr Ala Gly Tyr Phe
100 105 110

Thr Leu Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 58
<211> 125
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético
<220>
<221> variante
<222> (2)..(2)
<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural
<220>
<221> variante
<222> (78)..(78)
<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<400> 58

68



10

15

20

25

30

ES 2731757 T3

Gln Xaa Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly

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

Tyr Trp Met Ala Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

Ala Ala Val Ile Ala Ala Gly Gly Ser Gly
50 55

Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys
€5 70

Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85 90

Phe Cys Ala Arg Phe Tyr Ser Gly Gly Gly

100 108

Thr Leu Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
115 120
<210> 59
<211> 125
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Polipéptido sintético

<220>

<221> variante

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural
<220>

<221> variante

<222> (78)..(78)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<400> 59

69

vVal

Phe

Gly

Asn

Thr

75

Glu

Tyr

Thr

vVal

Ser

Lys

Thr

60

Ser

Asp

Tyr

val

Gln

Phe

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser

Pro

Asp

30

Leu

Tyr

Xaa

Ala

Gly

Ser
125

Gly
15

Arg

Glu

Ala

Thr

val

95

Tyr

110

Glu

Asn

Trp

Thr

Thr

80

Tyr

Phe



10

15

20

25

30

ES 2731757 T3

Gln Xaa Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly

Tyr Trp Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

Ala Ala Val Ile Ala Ala Gly Gly Ser Gly
50 55

Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys
65 70

Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

Phe Cys Ala Arg Phe Tyr Ser Gly Gly Gly
100 105

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

<210> 60

<211> 125

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<220>

<221> variante

<222> (2)..(2)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural
<220>

<221> variante

<222> (78)..(78)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<400> 60

70

val

Phe

Gly

Aszn

Thr

Glu

Tyr

Val

val

Ser

Lys

Thr

60

Ser

Asp

Tyr

Ser

Gln

Phe

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser
125

Pro

Asp

Leu

Tyr

Xaa

Ala

Gly
110

Gly

15

Arg

Glu

Ala

Thr

val

95

Tyr

Glu

Asn

Trp

Thr

Thr

Tyr

Phe



10

15

20

25

30

Gln Xaa Gln

Ser Leu Arg

Tyr Trp Met
35

Ala Ala Cys
50

Trp Ala Lys
65

Val Tyr Leu

FPhe Cys Ala
Thr Leu Trp
115
<210> 61
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 61

<210> 62

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Polipéptido sintético

Leu

Leu

20

Cys

Ile

Gly

Gln

Arg

100

Gly

Val

Ser

Trp

Ala

Met
85

Phe

Gln

ES 2731757 T3

Gln

Cys

val

Ala

Phe

70

Asn

Tyr

Gly

Ser

Ala

Arg

Gly

55

Thr

Ser

Ser

Thr

Gly

Ala

Gln

40

Gly

Ile

Leu

Gly

Leu
120

Gly Gly
10

Ser Gly
25

Ala Pro

Ser Gly

Ser Lys

Arg Ala
20

Gly Gly
105

Val Thr

val

Phe

Gly

Asn

Thr

75

Glu

Tyr

Val

val

Ser

Lys

Thr

60

Ser

Asp

Tyr

Ser

Gln

Phe

Gly

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser
125

Pro

Asp

30

Leu

Tyr

Xaa

Ala

Gly
110

Gly Phe Ser Phe Asp Arg Asn Tyr Trp Met ala

1

5

71

10

Gly

15

Arg

Glu

Ala

Thr

val

95

Tyr

Glu

Asn

Trp

Thr

Thr

80

Tyr

Phe
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15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2731757 T3

<400> 62
Gly Phe Ser Phe Asp Arg Asn Tyr Trp Met Ser
1 5 10
<210> 63
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<220>

<221> variante

<222> (11)..(11)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural
<400> 63

Gly Phe Ser Phe Asp Arg Asn Tyr Trp Met Xaa
1 5 10

<210> 64

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Polipéptido sintético
<400> 64

Val Ile Ala Ala Gly Gly Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Thr Trp Ala
1 5 10 15

Lys Gly

<210> 65
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

72



10

15

20

25

30

ES 2731757 T3

<220>

<223> Polipéptido sintético
<220>

<221> variante

<222> (1)..(1)

<223> Xaa puede ser un aminoacido que existe de manera natural

<400> 65
Xaa Ile Ala Ala Gly Gly Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr Ala Thr Trp Ala
1 5 10 15
Lys Gly

<210> 66

<211> 216

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 66

73



<210> 67

5 <211>454

<212> PRT

Ala

Asp

Leu

Tyr

Ser

Glu

Asp

Ala

Ser

Glu

145

Ser

Leu

val

Lys

Phe

Arg

Ala

Leu

Gly

Asp

Asn

aAla

Gly

130

Ala

Gln

Ser

Tyr

Ser
210

<213> Secuencia artificial

10
<220>

<223> Polipéptido sintético

15 <400> 67

Gln

vVal

Trp

aAla

Ser

Phe

Ala

Pro

115

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

195

Phe

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

FPhe

100

Ser

Ala

Val

Ser

Thr

180

Cys

Asn

Thr

Ile

Gln

Tyr

Thr

Thr

85

Gly

Val

Ser

Gln

val

165

Leu

Glu

Arg

ES 2731757 T3

Gln

Agn

Gln

Leu

Gln

70

Tyr

Gln

Fhe

val

Trp

150

Thr

Thr

Val

Gly

Ser

Cys

Lys

Ala

Phe

Tyr

Gly

Ile

val

135

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
215

Pro

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Thr

FPhe

120

Cys

val

Gln

Ser

His

200

Cys

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Lys

105

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

185

Gln

74

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Ser

90

val

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Ala

Gly

Leu

Gln

Ala

Pro

val

75

Ser

Glu

Ser

Asn

Ala

15%

Lys

Asp

Leu

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

Tyr

Ile

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyx

Ser

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Tyr

Lys

Glu

125

Phe

Gln

Ser

Glu

Ser
205

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Arg

110

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys
190

Pro

Val

15

Gly

Leu

Ser

Gln

Pro

95

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

175

His

val

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

Asn

val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr



Gln

Ser

Tyr

Val

Trp

&5

Leu

Tyr

Thr

Lys

val

Leu

Tre

Ala

Ala

Tyr

Cys

Leu

Gly
130

Gln

Arg

Ile

35

Ala

Lys

Leu

Ala

Trp

115

Pro

Leu

Leu

20

Ala

Ile

Gly

Gln

Arg

100

Gly

Ser

val

Ser

Trp

Ser

Arg

Met

85

Fhe

Gln

val

ES 2731757 T3

Glu

Cys

Val

Ala

Phe

70

Asn

Tyr

Gly

Phe

Ser

Ala

Arg

Gly

Thr

Ser

Ser

Thr

Pro
135

Gly

Ala

Gln

40

Gly

Ile

Leu

Gly

Leu

120

Leu

Gly

Ser

25

Ala

Ser

Ser

Arg

Gly

105

val

Ala

75

Gly

10

Gly

Pro

Gly

Ala

90

Gly

Thr

Pro

val

Phe

Gly

Asn

Asp

75

Glu

Tyr

val

Ser

val

Ser

Lys

Thr

Asn

Asp

Tyr

Ser

Ser
140

Gln

Phe

Gly

45

Tyr

Ser

Thr

Ala

Ser

125

Lys

Pro

Asp

30

Leu

Tyr

Lys

Ala

Gly

110

Ala

Ser

Gly

15

Arg

Glu

Ala

Asn

val

95

Tyr

Ser

Thr

Arg

Asn

Trp

Thr

Thr

80

Tyr

Phe

Thr

Ser



Gly

145

Pro

Thr

Val

aAsn

Pro

225

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

305

Trp

Pro

Glu

aAsn

Ile
385

Gly

val

Phe

Val

val

210

Lys

Leu

Thr

Val

Val

290

Ser

Leu

Ala

Pro

Gln

370

Ala

Thr

Thr

Pro

Thr

135

aAsn

Ser

Leu

Leu

Ser

275

Glu

Thr

Asn

Pro

Gln

355

val

Val

ala

val

Ala

180

Val

His

Cys

Gly

Met

260

His

Val

Tyr

Gly

Ile

340

val

Ser

Glu

Ala

Ser

165

vVal

Pro

Lys

Asp

Gly

245

Ile

Glu

His

Arg

Lys

325

Glu

Tyr

Leu

Trp

ES 2731757 T3

Leu Gly
150

Trp Asn

Leu Gln

Ser Ser

Pro Ser
215

Lys Thr
230

Pro Ser

Ser Arg

Asp Pro

Agn Ala
235

val val
310

Glu Tyr

Lys Thr

Thr Leun

Thr Cys

375

Glu Ser
380

Cys

Ser

Ser

Ser

200

Asgn

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

76

val

Ala

170

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

250

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

330

Lys

Ser

Lys

Gln

Lys

155

Leu

Leu

Thr

val

Pro

235

Phe

val

Phe

Pro

Thr

315

Val

Ala

Arg

Gly

Pro
395

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

220

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

300

val

Ser

Lys

Asp

Phe

38¢

Glu

Tyr

Ser

Ser

Thr

205

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

285

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

385

Tyr

Agn

Phe

Gly

Leu

180

Tyr

Lys

Pro

Lys

val

270

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

350

Leu

Pro

Asn

Pro

Val

175

Ser

Ile

val

Ala

Bro

255

val

Val

Gln

Gln

Ala

335

Fro

Thr

Ser

Tyr

Glu

160

His

Ser

Cys

Glu

Fro

240

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

320

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
400
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15

20

25

30

35

<210> 68

<211> 20

<212> PRT

Thr

Lys

Cys

Leu

Thr Pro

Lau Thr

Ser Vval
435

Ser Leu
450

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 68

<210> 69

<211>19

<212> PRT

Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp Leu Pro

1

Gly Ala Arg Cys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 69

<210>70

<211> 1422

Pro

Val

420

Met

Ser

20

ES 2731757 T3

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser

405

410

415

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser

425

430

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

Pro Gly

5

440

10

445

15

Ser

Met Asp Phe Gly Leu Ser Trp Val Phe Leu Val Leu Val Leu Lys Gly

1

Vval Gln Cys

5

77
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

<400> 70

<210> 71

atggactteg

gtgcagetgyg
tgegeegect
cctggcaagyg
tacgccacct
tacctgcaga
tacagcggeg
accgtgtect
tccacctetg
gtgacggtgt
ctacagtcct
ggcacccaga
aaagttgage
ctectggggy
teceggaccee
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatggca
aaaaccatct
tecegggatyg
cecagegaca
acgeccteceg
aagagcaggt

aaccactaca

15 <211>711

gcctgtoetg

tggaatecgg
ceggettete
gactggaatg
gggccaaggyg
tgaactccct
gaggctacta
cogeetetac
goggoaccge
cgtggaactce
caggactcta
cctacatctg
ccaaatcttyg
gaccgteagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agetgaccaa
tegeegtgga
tgttggactc
ggcagcaggyg

cgcagaagaqg
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ggtgttectg

cggtggegty
cttegacegg
ggtggeogee
ccggttcace
gcgggcecgag
cgocggetac
caagggcece
cgctetggge
aggcgecctyg
cteceoccteage
caacgtgaat
tgacaagact
cttectette
atgegtggtyg
cggegtggag
ccgtgtggtce
gtgcaaggtc
agggcagccc
gaaccaggte
gtgggagagc
cgacggcetee
gaacgtcttc

cctctcoctyg

gtgectggtge

gtgcagectg
aactactgga
atctecgetg
atctccecggg
gacaccgccg
ttcaccctgt
tcegtgttec
tgectggtea
accagcggeg
agcgtggtga
cacaagccca
cacacatgce
cecccaaaac
gtggacgtga

gtgcataatg

agcgtcctca
tccaacaaag
cgagaaccac
agectgaccet
aatgggcage
ttettectet
tcatgectcecg

teoteccggtt

78

tgaagggegt

gcagatcect
tegectgggt
gcggetocgg
acaactccaa
tgtactactg
ggggccaggyg
ctectggecece
aggactactt
tgracacctt
cogtgeecte
gcaacaccaa
caccghtgoec
ccaaggacac
gocacgaaga
ccaagacaaa
ccgtectgea
ccctoeccage
aggtgtacac
gectggteaa
cggagaacaa
acagcaagct
tgatgcatga

ga

gcagtgeccag

gagactgtec
cocgacagygec
caacacctac
gaacaccctg
cgceccggtte
caccctggte
ctecageaag
coccecgaacey
ceceggetgte
cagcagcttg
ggtggacaag
agcacctgaa
cotecatgate
ccoctgaggte
gccgegggag
ccaggactgg
ccccatcgag
cotgocceca
aggettetat
ctacaagacc

caccgtggac

ggctctgcac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1422



<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polinucledtido sintético

10 <400> 71

atgagggtce
gccttocage

atcaactgte

ggcaaggccc
agattctecg
gaggacttcg
ggccagggea
cogocatoetyg
ttetatecea
tocccaggaga
ctgacgctga

cagggcctga

ccgctcaget
tgacccagtc

aggccteoeca

ccaagctgcot
gotoctggete
ccacctacta
ccaaggtgga
atgagcagtt
gagaggacaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctcgcccgt
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cctggggcte
ccccagcotce

gtecategge

gatctacctg
cggcacccag
ctgccagtce
aatcaagegt
gaaatcotgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

cttctgctct
ctgtctgect

ggrcaacctgg

gcctcectace
tttaccctga
tcctactact
acggtggetyg
actgcoctetg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

79

ggctcoctgyg

ccgtgggega

cctggtatea

tggccagegg
ceogtgtccag
cccccaacga
caccatetgt
ttgtgtgoct
acgeectaca
cctacagcct
acgocctgocga

gagagtgtta

agccagatgt
cagagtgacc

gcagaagcce

cgtgccctee
cctgcagoce
caacgccttco
ctteatcette
gotgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc
agtcacccat

g

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

711
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal neutralizante del virus JC aislado contra la proteina de la capside VP1 del
JCV (JCV-VP1), donde dicho anticuerpo monoclonal comprende:

un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de CDR1 que es idéntica a la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31, una secuencia de aminoacidos de CDR2 que es idéntica a la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 35, y una secuencia de aminoacidos de CDR3 que es idéntica a la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9; y un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
de CDR1 que es idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17, una secuencia de aminoacidos de CDR2
que es idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, y una secuencia de aminoacidos de CDR3 que es
idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4.

2. El anticuerpo de la reivindicaciéon 1, donde al menos una secuencia de aminoacidos de la region de
marco del dominio variable de cadena pesada es al menos un 90 % idéntica a la al menos una secuencia de
aminoacidos de la region de marco correspondiente de una secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena
pesada que es idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20.

3. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde dicho anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos
de dominio variable de cadena pesada que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 20.

4. El anticuerpo de la reivindicacién 3, donde dicho anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos
de dominio variable de cadena pesada que es idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20.

5. El anticuerpo de la reivindicacién 1, donde al menos una secuencia de aminoacidos de la region de
marco del dominio variable de cadena ligera es al menos un 90 % idéntica a la al menos una secuencia de
aminoacidos de la region de marco correspondiente de una secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena
ligera que es idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15.

6. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde dicho anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos
de dominio variable de cadena ligera que es al menos un 90 % idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
15.

7. El anticuerpo de la reivindicacion 6, donde dicho anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos
de dominio variable de cadena ligera que es idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 15.

8. El anticuerpo de la reivindicacion 1, donde dicho anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos
de dominio variable de cadena pesada que es idéntica a la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 20 y una
secuencia de aminoacidos de dominio variable de cadena ligera que es idéntica a la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 15.

9. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el anticuerpo es un anticuerpo
quimérico.
10. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el anticuerpo comprende una

regiéon Fc IgG1.

11. El anticuerpo segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, para su uso en un método para tratar
a un sujeto que tiene uno o mas signos o sintomas de leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP), o que tiene
LMP.

12. El anticuerpo para su uso segun la reivindicacion 11, donde el anticuerpo cruza la barrera
hematoencefalica.

13. El anticuerpo para su uso segun la reivindicacion 11 o 12, donde el tratamiento da lugar a una reduccién
en la carga viral, una puntuacion EDSS mejorada, una puntuacion de Karnofsky mejorada, un escaner IRM mejorado,
0 una mejora en cognicion.

14. El anticuerpo para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 11-13, donde el sujeto se somete, o
se ha sometido, a tratamiento de inmunoterapia.

80
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15. El anticuerpo para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 11-14, donde el sujeto es
inmunodeficiente.
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Preparaciones de virus
« Purificaciones actuales:

- Benzonasa/Neuraminidasa Tx de CM
- Formado por un amortiguador de sacarosa al 40 %
- Resuspendido: 0,01 x volumen original en HBSS ++
-Virus:
« 2Awt
« 2AL55F  «2AN265D
« JAS269F +2A 5269Y
« 2AK60E  «2A K6OM
« 2AS267F «2AQ271F**
» 2A DEEH*™ «2A S61P**
« MAD1 (1Av wt)
+ Todos se prepararon de material post-infeccion excepto ** que fueron post-transfeccion
- Todos los titulos (Geq) se evaluaron mediante gPCR
Fig. 9
Infectividad del mutante viral: Ensayo de bloqueo de mAb
+ Disefio:
— Células 293ft: formato 96w, células 15e3/pocillo; placas recubiertas Fn at=(-18 h)
- 12 virus
+ Andamiaje 2A: wt, S269F, L55F, S269Y; K60E; K6EOM; S267F; N265D;
Q271F; D66H; S61P
« MAD1
« 1,5e9GEq/well (MOI=1e5)
- mAbs
- BlIB48, hu399 50-31G
+ Diluciones en serie 3 veces: 1000-0,46ng/ml concentracién final
- 2 réplicas de cada condicion por placa; 1 virus x 3mAbs por placa
- Preincubacidn virus + mAb 90 minutos a temperatura ambiente (volumen bajo, 35 ul)
- Sobrepaso en presencia de mAb (a una concentracion apropiada, fv 100 ul)
- Aspirar medio y reemplazar con medio suplementado con mAb a 3dpi, 7dpi
- Harvest @ 11dpi

. aspirar medio, lavar PBS PBS-Ca**, lisar en 100 ul/pocillo modificado
Tampon RIPA (Y.Gao)

« Lectura inicial:
-Western (porcion de 1 réplica para cada condicion)
« Todas las muestras 7,5 ul de lisado/pocillo

+ Detectar con PAB597 1 ug/ml O/N 4*C>> DaM-HRP 1 ::50K 90min »
detectar reactivo ECL de Pierce SuperSignal West Dura

Fig. 10
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Virus mutante - proteccion de mAb contra infeccion de 293ft:
2Awt, S269F, S269Y, L55F, K60E, K6OM

BIIBO48 5031G
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Virus mutante - proteccién de mAb contra infeccion de 293ft
S61P, D66H, N265D, S267F, Q271H, MAD 1wt

BIIB048 5031G
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Virus mutante - proteccion de mAb BIIB048, HOL2
V50A/N31G frente a infeccion de VP1 mutante de 293ft
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Virus mutante - proteccion de mAb contra infeccion de 293ft:
S61P, D66H, N265D, S267F, Q271H, MAD 1wt
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Fig. 14
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ELISA de unién a VLP - Version de robot

IgG anti-hu
marcado con HR

mAbs

VLP-VP1

¢ Recubrir durante la noche a 42C con 0,2
ug/ml VLP diluido en D-PBS, 50 ul/pocillo

e 2 lavados con PBST

* Bloquear durante 1 h a temperatura
ambiente con caseina BB

e 2 lavados con PBST

¢ 1 de reaccion con diluciones 3 veces,
placas duplicadas

¢ 5 lavados con PBST

* 1 h de reaccion con Fc anti-HulgG de
cabra especifico - F(ab')2 - HRP(Jackson
n.2 109- 036-098) 1:10k

e 5 lavados con PBST

¢ 4 minutos desarrollo de color con TMB

e Parar con 1N de H2504

Fig. 15
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ELISA EC5, nM

ch399
WT (1A) <0,1
WT (1B) <0,1
WT (2A) <0,1
WT (2B) <0,1
WT (3) <0,1
WT (Mad-1) <0,1
LSSF (1B) <0,1
L55F (3) <0,1
K60E (3) >>10 “nb
K60N (3) >>10 b
D66H (1B) 0,1 0,11 0,17
D66H (3) 0,13 0,19 0,14
N265D (1B) <0,1 0,49 <0,1
N265D (3) <0,1 <0,1 <0,1
S267F (1B) 0,96 nb <0,1
S267F (3) <0,1 <0,1 <0,1
S269F (1B) >10 nb <0,1
S269F (3) 1,6 nb <0,1
$269Y (1B) >>10 nb E@ansiies
$269Y (3) 1,5 nb <0,1
Q271H(3) <0,1 <0,1 <0,1

Fig. 17
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