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DESCRIPCION
Anticuerpos neutralizantes del virus de la influenza A y usos de los mismos
ANTECEDENTES

La respuesta de los anticuerpos neutralizantes del virus de la influenza A es tipicamente especifica para un
subtipo viral dado. Existen 16 subtipos de influenza A definidos por sus proteinas hemaglutinina ("HA"). Los
16 HA, H1 - H16, se pueden clasificar en dos grupos. El grupo 1 consiste en los subtipos H1, H2, H5, H6,
H8, H9, H11, H12, H13 y H16 y el grupo 2 incluye los subtipos H3, H4, H7, H10, H14 y H15. Si bien todos
los subtipos estan presentes en las aves, la mayoria de los subtipos H1, H2 y H3 causan enfermedades en
los seres humanos. Los subtipos H5, H7 y H9 provocan infecciones esporadicas graves en los seres
humanos y pueden generar nuevas pandemias. Los virus H1 y H3 evolucionan continuamente, generando
nuevas variantes, un fenémeno denominado deriva antigénica. Como consecuencia, los anticuerpos
producidos en respuesta a virus del pasado son poco o nada protectores contra nuevos virus derivados.
Como consecuencia, se debe producir una nueva vacuna cada afio contra los virus H1 y H3 que se prevé
gue surjan, un proceso que es muy costoso y no siempre eficiente. Lo mismo se aplica a la produccién de
nuevas vacunas contra la influenza H5. De hecho, no esta claro si las vacunas H5 actuales basadas en
aislados de los virus de influenza A de Vietnam o Indonesia protegeran frente a un futuro virus H5

pandémico.

Por estas razones, seria muy deseable disponer de una vacuna que indujera anticuerpos neutralizantes
ampliamente, capaces de neutralizar todos los subtipos de virus de la influenza A, asi como sus variantes
anuales (revisado por Gerhard et al., 2006). Ademas, podrian administrarse anticuerpos heterosubtipicos
ampliamente neutralizantes como medicamentos para la prevencion o el tratamiento de la infeccién por
influenza A. Para la fabricacién de tales medicamentos es importante seleccionar anticuerpos que se
producen a altas titulaciones para reducir los costes de produccion.

Se han caracterizado anticuerpos que reconocen el virus de la influenza A. Los anticuerpos de M2, una
pequefia proteina invariante expresada en las células infectadas pero no en los virus infecciosos, han
mostrado cierto efecto protector in vivo, posiblemente sefialando células infectadas para su destruccion por
células NK o células T citotdxicas. También es posible atacar la proteina HA con anticuerpos neutralizantes.
La HA se sintetiza como un polipéptido precursor homo-trimérico HAO. Cada monémero puede escindirse
independientemente después de la traduccion para formar dos polipéptidos, HA1 y HA2, unidos por un
unico enlace disulfuro. El fragmento N-terminal mas grande (HA1, 320-330 aminoacidos) forma un dominio
globular distal de membrana que contiene el sitio de unién al receptor y la mayoria de los determinantes
reconocidos por anticuerpos neutralizantes de virus. El polipéptido HAL1 de HA es responsable de la union
del virus a la superficie celular. La porcién C-terminal mas pequefia (HA2, ~180 aminoéacidos) forma una
estructura de tipo tallo que ancla el dominio globular a la membrana celular o viral. El polipéptido HA2 media
la fusién de las membranas viricas y celulares en los endosomas, permitiendo la liberacion del complejo de

ribonucleoproteina en el citoplasma.



10

15

20

25

30

35

ES 2 732 552 T3

El grado de homologia de secuencia entre subtipos es menor en los polipéptidos de HA1 (homologia del
34%-59% entre subtipos) que en el polipéptido HA2 (51% - 80% de homologia). La regiébn mas conservada
es la secuencia alrededor del sitio de escision, en particular los 11 aminoacidos HA N-terminales,
denominados péptidos de fusién, que se conservan entre todos los subtipos del virus de la influenza A.
Parte de esta region se muestra como un bucle superficial en la molécula precursora de HA (HAO), pero se
vuelve inaccesible cuando HAO se divide en HA1/HA2. En resumen, existen regiones conservadas entre
los diferentes subtipos de HA, especialmente en la region de unién HA1-HA2 y en la region de HA2. Sin

embargo, estas regiones pueden ser poco accesibles para los anticuerpos neutralizantes.

Solo ha habido un éxito limitado en la identificacion de anticuerpos que neutralizan mas de un subtipo de
virus de la influenza A. Ademas, el rango de neutralizacion de los anticuerpos identificados hasta ahora es
estrecho y su potencia es baja. Okuno et al. Inmunizaron ratones con el virus de la influenza A/Okuda/57
(H2N2) y aislaron un anticuerpo monoclonal (C179) que se une a un epitopo conformacional conservado
en HA2 y neutraliza los virus de la influenza del subtipo A del Grupo 1 H2, H1 y H5 in vitro e in vivo en

modelos animales (Okuno et al., 1993; Smirnov et al., 1999; Smirnov et al., 2000).

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

Se han aislado anticuerpos humanos heterosubtipicos que se unen a un epitopo en la regién de tipo tallo
de HA y capaces de neutralizar ciertos subtipos del virus de la influenza A del Grupo 1 o Grupo 2 a partir
de células B de memoria y células plasmaticas de donantes inmunes. La WO 2010/010466 A2 describe la
infeccion neutralizante de anticuerpos humanos de un subtipo del grupo 1 y un subtipo del grupo 2 del virus
de la influenza A que se unen especificamente a un epitopo en la regién del tallo de la hemaglutinina.

A pesar de décadas de investigacion, no existen en el mercado anticuerpos que neutralicen o inhiban
ampliamente la infeccion por el virus de la influenza A o que atenlen la enfermedad causada por el virus
de lainfluenza A. Por tanto, existe una necesidad de identificar nuevos anticuerpos que neutralicen multiples
subtipos del virus de la influenza A y que puedan usarse como medicamentos para la prevencién o el
tratamiento de la infeccion por influenza A. Existe ademas la necesidad de identificar anticuerpos que se
producen a altas titulaciones para reducir los costes de produccion.

SUMARIO

La invencion se refiere, en parte, al aislamiento, de individuos vacunados con la vacuna contra la gripe
estacional, de anticuerpos monoclonales humanos que existen naturalmente que se unen al HA y
neutralizan la infeccion de mas de un subtipo del virus de la influenza A, asi como a epitopos a los cuales
se unen los anticuerpos de la descripcién comprendida en la invencién. Por consiguiente, en un aspecto de
la invencién, la invencion comprende un anticuerpo y fragmentos de unién a antigeno del mismo que
neutralizan la infeccién de mas de un subtipo del virus de la influenza A seleccionados de los subtipos grupo

1y grupo 2.
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En una realizacion de la invencién, la invencién comprende un anticuerpo aislado o un fragmento de union
a antigeno del mismo que neutraliza la infeccién de un subtipo del grupo 1 y un subtipo del grupo 2 del virus
de la influenza A 'y comprende: (i) las secuencias de la cadena pesada de CDR1, CDR2 y CDRS3 tal como
se establecen las SEQ ID NO: 1, 41 y 43, respectivamente, 0 como se establece en las SEQ ID NO: 1, 41
y 42, respectivamente; y (ii) las secuencias de la cadena ligera de CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se
establecen en las SEQ ID NO: 4, 5y 6, respectivamente, o como se establecen en las SEQ ID NO: 44,5y
6, respectivamente, donde dicho anticuerpo o antigeno de unién a fragmento del mismo comprende una
regién variable de cadena pesada que tiene al menos un 90% de identidad de secuencia con la secuencia
de aminoéacidos tal como se establece en las SEQ ID NO: 59 o 55 y una regién variable de cadena ligera
que tiene al menos un 90% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos tal como se
establece en las SEQ ID NO: 57 o 61, y donde dicho anticuerpo o fragmento de anticuerpo de unién de
antigeno de la misma es producido en células transfectadas a titulos al menos 3 veces mas altos que la
titulacién a la que se produce la variante 2 de FI6. Preferiblemente, comprende un anticuerpo aislado o un
fragmento de unién a antigeno del mismo que neutraliza la infecciéon de un subtipo del grupo 1 y de un
subtipo del grupo 2 del virus de la influenza A y se une especificamente a un epitopo en la region del tallo
de un trimero de hemaglutinina (HA) de la influenza A, donde la cadena pesada y la cadena ligera del
anticuerpo o de un fragmento de unién al antigeno del mismo entra en contacto con los aminoacidos en un

primer monoémero proximal y un segundo monoémero distal del trimero de HA.

En otra realizacién mas de la invencién, la invencion comprende un anticuerpo aislado, o un fragmento de
unién a antigeno del mismo, que neutraliza la infeccién de un subtipo del grupo 1 y un subtipo del grupo 2
del virus de la influenza A y se une especificamente a un epitopo en la regién del tallo de un trimero HA de
la influenza A, donde la cadena pesada y ligera del anticuerpo, o de su fragmento de unién a antigeno,
entran en contacto con los aminoacidos en un primer monémero proximal y un segundo monémero distal
derecho del trimero HA, y donde el anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, es producido
en células transfectadas a titulos al menos 3 veces mas altos que la titulacién a la que se produce la variante
2 de FI6, comprendiendo el anticuerpo o un fragmento de unidén a antigeno del mismo: (i) las secuencias
CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada como se establecen en las SEQ ID NO: 1, 41 y 43,
respectivamente, 0 como se establecen en las SEQ ID NO: 1, 41y 42, respectivamente; y (ii) las secuencias
de la cadena ligera CDR1, CDR2 y CDR3 como se establecen en las SEQ ID NO: 4, 5y 6, respectivamente,

0 como se establecen en las SEQ ID NO: 44, 5y 6, respectivamente.

La invencion también comprende un anticuerpo aislado, o un fragmento de unién a antigeno del mismo,
donde el anticuerpo comprende una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 59 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 57; o una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 59 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 61; o una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 55 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 57; o una region variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 55 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 61 y donde el anticuerpo neutraliza un subtipo del grupo 1 y un subtipo del

grupo 2 del virus de la influenza A. La invencién ademas comprende un anticuerpo, o un fragmento de union
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a antigeno del mismo, donde el anticuerpo es una variante 3 de FI6, una variante 4 de FI6 o una variante 5
de FI6.

En otro aspecto, la invencién comprende una molécula de acido nucleico que comprende un polinucleétido
que codifica un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo de la invencién. En otro aspecto mas, la invencion
comprende un vector que comprende una molécula de acido nucleico de la invencién o una célula que
expresa un anticuerpo de la invencién o un fragmento de unién a antigeno de la misma. En otra realizacion

mas, la invencién comprende una célula que comprende un vector de la invencion.

La invencién comprende ademas una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de la
invenciéon o un fragmento de union a antigeno del mismo, una molécula de acido nucleico de la invencion,
un vector que comprende una molécula de acido nucleico de la invencién, una célula que expresa un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo de la invencién o una célula que comprende un vector de la
invencion, y un diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. La invencion también comprende una
composicion farmacéutica que comprende un primer anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del
mismo, y un segundo anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, donde el primer anticuerpo
es un anticuerpo de la invencién y el segundo anticuerpo es cualquier anticuerpo, o fragmento de unién a
antigeno del mismo, que neutraliza la infeccion por el virus de la influenza A o la influenza B.

También se contempla dentro del alcance de la invencion el uso de un anticuerpo de la invencién, o de un
fragmento de union a antigeno del mismo, de un &acido nucleico de la invencién, de un vector que comprende
un &cido nucleico de la invencion, de una célula que expresa un vector de la invencién o de una composicion
farmacéutica de la invencién (i) en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de la infeccién por
el virus de la influenza A, (ii) en una vacuna o (iii) en el diagnéstico de la infeccion por el virus de la influenza
A.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: muestra los titulos de produccion de anticuerpos de células 293F transfectadas
transitoriamente con vectores que expresan genes que codifican la variante 2, 3, 4 0 5 de FI6.

Figuras 2A y 2B: representaciones superficiales del subdominio F de H1 HA y H3 HA, respectivamente,
complejados con la variante 3 de FI6 (la referencia en la figura es FI6). Las cadenas laterales seleccionadas
en HA1 y HA2 que contribuyen al surco hidréfobo conservado estan indicadas por las flechas, cuyos limites
aproximados estan indicados por la linea negra. Thr (40) y Thr (318) estan en HAl y lle (45), Trp (21), Thr
(41), Leu (38) y el bucle 18-21 estan en HA2.

Figura 3: muestra la unién de la variante 3 de FI6 (referida en la figura como FI6) al subdominio F
del trimero HA. La Figura 3A muestra el trimero de H3 HA que se une a tres anticuerpos de la variante 3 de
FI6 en la representacion en cintas. Uno de los monémeros HA es de color negro para HAL y gris oscuro
para HA2, mientras que los otros dos mondmeros HA estan en gris claro. Las Figuras 3B y 3C muestran
una vista ampliada de la interaccion del bucle LCDR1 con el péptido de fusion del monémero HA vecino en
complejos de la variante 3 H1/FI6 y la variante 3 H3/FI6, respectivamente. Las Figuras 3D y 3E muestran
las estructuras de los monémeros de H5 HA complejadas con CR6261 (pdb ID 2GBM) (D) y F10 (pdb 3FKU)
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(E) que se unen a una region similar en comparacion con la variante 3 de Fi6, pero con su dominio VH
asentado 5 -10 A més bajo en la HA.

Figura 4: muestra las interacciones de la variante 3 de FI6 (referida en la figura como FI6-v3) con
el subdominio F de H1 y H3 HA. Muestra una representacion superficial del subdominio F de H1 HA y H3
HA con los bucles HCDR3 y LCDR1 de la variante 3 de FI6 con cadenas laterales seleccionadas. El
mondémero de HA proximal se representa en gris claro; el monémero distal derecho se representa en gris

claro; y el glicano unido a N38 de H3 HA1 se representa como esferas de color gris oscuro.

Figura 5: muestra las diferencias especificas de grupo en los sitios de unién del anticuerpo con
reactividad cruzada. Las Figuras 5A y 5B muestran el posicionamiento de la cadena lateral de carbohidrato
a Asn-38 en la apoestructura H3 HA (A) y en la estructura unida de la variante 3 de F16 (B). Las Figuras 5C
y 5D muestran la orientacion de HA1 Trp-21 en diferentes complejos de anticuerpos. El panel C muestra un
Phe-100D del bucle HCDR3 de la variante 3 de FI6 (referido en la figura como FI6) interactuando con el
subdominio F de H1 o H3 de HA. El panel D muestra el bucle HCDR2 de los anticuerpos F10 y CR6261,
mostrando Phe-55 y Phe-54 respectivamente, hacia Trp-21 de H5 HA.

Figura 6: muestra la superficie de contacto de la variante 3 de FI6 en HA. Los cuatro paneles
muestran las huellas (contorneadas con una linea negra) sobre HA de la variante 3 de FI6, anticuerpos
CR6261 y F10; los tres mondmeros HA se muestran en blanco, gris claro u oscuro. Figura 6A: huella de
contacto para F16 variante 3/H1 sin escindir; Figura 6B: FI6 variante 3/H3 escindida; Figura 6C: CR6261/H5;
y Figura 6D: F10/H5. A diferencia de CR6261 y F10, la variante 3 de FI6 hace contacto con dos monémeros
HA. Para los complejos de la variante 3 de FI6, se marcan los sitios de glicosilacién en la interfaz
anticuerpo/HA.

Figura 7: muestra los residuos (en negrita, numeracion de Kabat) en contacto con HA en la variante
3 de FI6, cadenas VH y VK.

Figura 8: muestra que la variante 3 de FI6 confiere proteccion en modelos de ratdén de infeccion por
el virus de la influenza A. La Figura 8A muestra las curvas de supervivencia y la Figura 8B muestra la
pérdida de peso corporal de ratones BALB/c (cinco por condicidon experimental) que recibieron diferentes
dosis de FI6 variante 3 iv tres horas antes de infeccién intranasal con 10 MLD50 (50% de la dosis letal en
ratones) del virus HIN1 A/PR/8/34. La Figura 8C muestra la pérdida de peso corporal de ratones (diez por
condicion experimental) que recibieron diferentes dosis de FI6 variante 3 iv tres horas antes de la infeccion
con 3x10° pfu del virus H3N2 HK-x31. Se muestra un experimento representativo de los tres que se
realizaron. También se muestran la curva de supervivencia (Figura 8D) y la pérdida de peso corporal (Figura
8E) de ratones (cinco por condicion experimental) que recibieron 15 mg/kg de la variante 3 de FI6 iv en el
dia 0 (3 horas antes de la infeccién) o en los dias 1, 2 y 3 después de la infeccién con 10 MLD50 de virus
A/PR/8/34. Se muestra un experimento representativo de los dos realizados. Se muestran los valores
medios + SD. Las Figuras 8F y 8G muestran las curvas de supervivencia de ratones (diez por condicion
experimental) que recibieron 10 mg/kg (F) o 3 mg/kg (G) de la variante 2 de FI6 (FI6-v2), FI6-v2 KA (sin
unioén al complemento), FI6-v2 LALA (sin complemento y unién a FcR) o un control de anticuerpos un dia
antes de la infeccion con el virus A/PR/8/34.
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Figura 9: muestra los titulos de virus pulmonares en ratones tratados con la variante 3 de FI6
después del desafio letal con HIN1 PR/8/34. Los ratones BALB/c (cuatro ratones por condicion
experimental) recibieron una inyeccion iv de 15 mg/kg de la variante 3 de FI6 o un anticuerpo de control
(HJ16, especifico para VIH-1) tres horas antes (dia 0) o 1, 2 o 3 dias después de la infeccion in con 10
MLD50 de HIN1 PR/8/34. Los titulos viricos se determinaron 4 dias después de la infeccién en los
pulmones. El virus era indetectable en el cerebro. Los datos se muestran en forma de cajas y bigotes, donde
las cajas se extienden desde el percentil 25 al 75, con una linea horizontal en la mediana. Los bigotes arriba
y debajo de las cajas indican los valores extremos. Los resultados del analisis estadistico de la prueba t de

Student se indican como * para p <0,05, y como *** para p <0,001.

Figura 10: muestra que la unién de la variante 3 de FI6 a la regién del tallo HA interfiere con la
escision de HAO mediada por proteasa. Se incub6é HA recombinante de aislado de H1 NC/99 con la variante
3 de FI6, FE17 (un anticuerpo humano que reconoce el sitio Ca2 en la cabeza globular de HA) o con un
anticuerpo de control. La mezcla de anticuerpos HA se expuso luego a TPCK tratado con tripsina durante
5, 10 0 20 minutos a 37°C. Las muestras se procesaron luego en un gel de poliacrilamida y se realizaron
transferencias Western utilizando un mAb humano biotinilado (F032) que reconoce HA2 y HAO de todas las
cepas de influenza A en condiciones de desnaturalizaciéon. Se muestra la banda HAO. Se muestra un

experimento representativo de cada tres.
DESCRIPCION DETALLADA

La invencion se refiere, en parte, al descubrimiento y aislamiento, a partir de individuos que estaban
vacunados con la vacuna contra la gripe estacional A, de anticuerpos humanos naturales que neutralizan
ampliamente el virus de la influenza A de diferentes subtipos, asi como a epitopos a los cuales los
anticuerpos aqui descritos se unen. Dichos anticuerpos son deseables, ya que solo se requiere uno o unos
pocos anticuerpos para neutralizar diferentes subtipos del virus de la influenza A. Ademas, los anticuerpos
heterosubtipicos ampliamente neutralizantes se producen a titulos altos para reducir los costes de
produccion de los medicamentos que comprenden los anticuerpos. Ademas, los epitopos reconocidos por
dichos anticuerpos pueden formar parte de una vacuna capaz de inducir una amplia proteccién contra

ambos aislados pandémicos tanto estacionales como candidatos de diferentes subtipos.

Como se discutié anteriormente, la proteina HA se sintetiza como un polipéptido precursor trimérico HAO
que comprende tres mondmeros idénticos (homo-trimero). Cada mondmero puede 0 no estar separado
independientemente de los otros dos monémeros. Con la escision postraduccional, cada monémero forma
dos polipéptidos, HA1 y HA2, que de otro modo estan unidos por un solo enlace disulfuro. Las cadenas
pesada y ligera de los anticuerpos de la invencién entran en contacto con dos de los tres monémeros del
trimero de HA. Los mondmeros en contacto con los anticuerpos de la invencion pueden estar escindidos o
no escindidos. Con fines de claridad y para comprender las representaciones esquematicas de las figuras,
nos referimos a los dos monémeros contactados por los anticuerpos de la invencidn como monoémero

proximal y monémero derecho distal.

Tal como se usa aqui, los términos "fragmento de unién a antigeno", "fragmento” y "fragmento de
anticuerpo” se emplean indistintamente para referirse a cualquier fragmento de un anticuerpo que retiene

la actividad de unién a antigeno del anticuerpo. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen un
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anticuerpo de cadena simple, Fab, Fab', F(ab")2, Fv o scFv. Ademas, el término "anticuerpo” como se usa
aqui incluye tanto anticuerpos como fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

Tal como se usa aqui, un "anticuerpo neutralizante" es aquel que puede neutralizar, es decir, prevenir,
inhibir, reducir, impedir o interferir con la capacidad de un patégeno para iniciar y/o perpetuar una infeccion
en un huésped. Las expresiones "anticuerpo neutralizante" y "un anticuerpo que neutraliza" o "anticuerpos
gue neutralizan" se usan aqui indistintamente. Estos anticuerpos se pueden usar solos 0 en combinacion,
como agentes profilacticos o terapéuticos en la formulacion apropiada, en asociacién con la vacunacion
activa, como herramienta diagndstica o como herramienta de produccién como se describe aqui.

Los estudios de cristalografia de rayos X de los anticuerpos heterosubtipicos especificos del Grupo 1 co-
cristalizados con H1 y H5 de HA conocidos en la técnica muestran que los anticuerpos interactian con un
solo mondémero del trimero HA. Ademas, los estudios muestran que los anticuerpos entran en contacto con
el HA solo con los residuos CDR de la cadena pesada, pero no de la cadena ligera. En contraste, los
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de la invencion entran en contacto, no con uno, sino con dos
de los tres monémeros de HA. Ademas, los anticuerpos de la invencion ponen en contacto el HA con
residuos de CDR tanto de cadena pesada como de cadena ligera. Ademas, la naturaleza de las
interacciones creadas por los anticuerpos o los fragmentos de unién a antigeno de la invencion con el HA
son marcadamente diferentes a las creadas mediante otros anticuerpos CR6261 y F10. La diferencia méas
notable es que la interaccién de los anticuerpos de la invencién con el surco hidréfobo del HA esta mediada
Unicamente por CDR3 de cadena pesada (HCDR3), mientras que para CR6261 y F10, los tres HCDR estan

involucrados en la unién.

En una realizacion, las cadenas pesadas de los anticuerpos o de los fragmentos de unién a antigeno de la
invencion entran en contacto con residuos aminoacidos en el monémero proximal y las cadenas ligeras de
los anticuerpos o de los fragmentos de unién a antigeno de la invencién entran en contacto con residuos
aminoacidos tanto en el mondmero proximal como en el monémero distal derecho del trimero HA. Los
monomeros en contacto con los anticuerpos de la invencién, es decir, el monémero proximal y el monémero
distal derecho, pueden no escindirse o pueden escindirse para formar los polipéptidos HA1 y HA2. En una
realizacién, el monémero proximal y el monémero distal derecho se escinden. En otra realizacion, el
monémero proximal y el monémero distal derecho no estan escindidos.

Los anticuerpos y los fragmentos de unién a antigeno de la invencion se unen especificamente a un epitopo
gue se conserva entre los 16 HA diferentes de los 16 subtipos del virus de la influenza A. En una realizacion,
los anticuerpos o los fragmentos de unién a antigeno de la invencién se unen a un epitopo que comprende
el residuo aminoacido en la posicion 329 de HA1 y los residuos aminoacido en las posiciones 1, 2, 3y 4 de
HA2, donde el HA1 y HA2 estan presentes en un mondémero no escindido del trimero de HA.

En otra realizacion, las cadenas pesadas de los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de la
invencion entran en contacto con el residuo aminoacido en la posicion 318 en HAl y los residuos
aminoacidos en las posiciones 18, 19, 20, 21, 38, 41, 42, 45, 49 , 53 y 57 en HA2 del monémero derecho

proximal o distal. Los monodmeros pueden ser escindidos o escindidos.

En otra realizacion mas, las cadenas ligeras de los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de la

invencién entran en contacto con los residuos aminoacidos en las posiciones 38, 39 y 43 en HA2 del
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mondémero proximal no escindido y con los residuos aminoacidos en las posiciones 327, 328 y 329 en HA1
y 1, 2,3y 4enHA2 del mondémero derecho distal no escindido.

En otra realizacién mas, los anticuerpos y los fragmentos de unién a antigeno de la invencién se unen
especificamente a un epitopo que comprende el residuo aminoacido en la posicion 318 de HA1 y los
residuos aminodacidos en las posiciones 18, 19, 20, 21, 38, 39, 41, 42, 43, 45, 48, 49, 53, 56 y 57 del HA2
del mondmero proximal no escindido. Ademas, los anticuerpos se unen especificamente a un epitopo que
comprende los residuos aminoécidos en las posiciones 327, 328, 329 del HA1 y los residuos aminoacidos
en las posiciones 1, 2, 3y 4 del polipéptido HA2 del monédmero no escindido distal drecho.

En otra realizacion, las cadenas ligeras de los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de la invencion
entran en contacto con los residuos aminoacidos en las posiciones 38, 39, 42 y 46 en HA2 del monémero
proximal y los residuos aminoacidos en las posiciones 321y 323 en HAly 7 y 11 en HA2 del mondémero
distal derecho. En esta realizacion, tanto los mondmeros derechos proximales como los distales se
escinden.

En otra realizacién mas, los anticuerpos y los fragmentos de unién a antigeno de la invencién se unen
especificamente a un epitopo que comprende el residuo aminoacido en la posicion 318 de HAL y los
residuos aminoacido en las posiciones 18, 19, 20, 21, 38, 39, 41, 42, 45, 46, 49, 52, 53 y 57 de HA2 del
mondmero proximal escindido, asi como los residuos aminoacidos en las posiciones 321 y 323 de HAl y
los residuos aminoacidos en las posiciones 7 y 11 de HA2 del mondmero derecho distal escindido.

Como se muestra aqui, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de la invencién son capaces de
unirse especificamente a las HA de todos los 16 subtipos del virus de la influenza A. En una realizacion, los
anticuerpos de la invencion se unen especificamente a un HA del virus de la influenza A de los subtipos H1,
H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, HI1, H12, H13, H14, H15 y H16.

En otra realizacién de la invencion, la invencion proporciona anticuerpos que tienen altos titulos de
produccién. Como ejemplo, una vez que se aislaron dos anticuerpos muy similares, la variante 1 de FI6 y
la variante 2 de FI6, se sintetizaron varias variantes de los anticuerpos (en particular, variantes de la variante
2 de FI6) para mejorar la produccion en células transfectadas. En una realizacion, los anticuerpos o
fragmentos de union a antigeno de la invencién se producen en células transfectadas a titulos al menos 1,5
veces mas altos que el titulo al que se produce la variante 2 de FI6. En otra realizacion, los anticuerpos de
la invencion se producen a titulos al menos 1,8, 2, 2,2, 2,5, 2,7, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8, 4, 4,2,4,4, 4,6, 4,8, 5,
5,3, 5,6 0 6 veces mas altos que el titulo al que se produce la variante 2 de FI6. En algunas realizaciones,
los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de la invencién se producen en células transfectadas a
titulos al menos 3, al menos 4 o al menos 4,5 veces mas altos que el titulo al que se produce la variante 2
de FI6.

Asi, en una realizacion, la invencion proporciona un anticuerpo aislado, o un fragmento de unién a antigeno
del mismo, que neutraliza la infeccién de un subtipo del grupo 1 y un subtipo del grupo 2 del virus de la
influenza Ay se une especificamente a un epitopo en la region del tallo de un trimero HA de la influenza A,
donde la cadena pesada y ligera del anticuerpo, o su fragmento de unién al antigeno, entran en contacto
con los aminoéacidos en un primer monémero proximal y un segundo monémero derecho distal del trimero

HA, y donde el anticuerpo, o el fragmento de union a antigeno del mismo, se produce en células
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transfectadas a titulos superiores a, por ejemplo, al menos 3 veces mas alto, que el titulo al que se produce
la variante 2 de FI6, donde dicho anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende: las
secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada como se establecen en las SEQ ID NO: 1, 41 y 43,
respectivamente, 0 como se establecen en las SEQ ID NO: 1, 41y 42, respectivamente; y (ii) las secuencias
de la cadena ligera CDR1, CDR2 y CDR3 como se establecen en las SEQ ID NO: 4, 5y 6, respectivamente,
0 como se establecen en las SEQ ID NO: 44, 5y 6, respectivamente.

Como se describe aqui, las células transfectadas pueden ser cualquier célula ahora conocida o descubierta
posteriormente por un experto en la técnica para expresar las secuencias de acido nucleico que codifican
los anticuerpos de la invencion. Ejemplos de tales células incluyen células huésped de mamifero, como
células CHO, HEK293T, PER.C6, NSO, células de mieloma o hibridoma. Ademas, las células pueden
transfectarse de forma transitoria o estable. El tipo de transfeccién, asi como el tipo de célula adecuado

para su uso en la transfeccién, esta dentro del alcance del experto en la técnica.

En otra realizacion, el anticuerpo o los fragmentos de unién a antigeno de la invencion se unen
especificamente a un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de cualquiera de las SEQ
ID NO: 37, 38, 39 0 40.

Los anticuerpos monoclonales humanos, los clones de células B inmortalizadas o las células huésped
transfectadas que secretan los anticuerpos de la invencion, y el acido nucleico que codifica los anticuerpos
de la invencion también se incluyen dentro del alcance de la invencién. Tal como se usa aqui, el término
"amplia especificidad" se emplea para referirse a un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno de la
invencion que puede unirse y/o neutralizar uno 0 mas subtipos del grupo 1 y uno o mas subtipos del grupo
2 del virus de la influenza A.

El anticuerpo o los fragmentos de unién a antigeno de la invencién neutralizan uno o mas virus de influenza
A del grupo 1 (H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11, H12, H13 y H16 y sus variantes) y uno o mas subtipos del
virus de la influenza A del grupo 2 (H3, H4, H7, H10, H14 y H15 y sus variantes). En una realizacion,
subtipos ejemplares del grupo 1 incluyen H1, H2, H5, H6 y H9 y subtipos ejemplares del grupo 2 incluyen
H3y H7.

El anticuerpo y el fragmento de anticuerpo de la invencién es capaz de neutralizar diversas combinaciones
de subtipos de virus de la influenza A. En una realizacion, el anticuerpo puede neutralizar los subtipos H1
y H3 del virus de la influenza A o los subtipos H2 y H3 o los subtipos H3 y H5 o los subtipos H3 y H9 o los
subtipos H1 y H7 o los subtipos H2 y H7 o los subtipos H5 y H7 o los subtipos H7 y H9.

En otra realizacion, el anticuerpo y el fragmento de anticuerpo de la invencion pueden neutralizar los
subtipos H1, H2 y H3 del virus de la influenza A o los subtipos H1, H3 y H5 o los subtipos H1, H3 y H9 o los
subtipos H2, H3 y H5 0 H2, H3 y H9 o los subtipos H3, H5 y H9 o los subtipos H1, H2 y H7 o los subtipos
H1, H5 y H7 o los subtipos H1, H7 y H9 o los subtipos H2, H5 y H7 o los subtipos H2, H7 y H9 o los subtipos
H5, H7 y H9 o los subtipos H1, H3 y H7 o los subtipos H2, H3 y H7 o los subtipos H3, H5 y H7 o los subtipos
H3, H7 y HO.

En otra realizacion mas, el anticuerpo puede neutralizar el virus de la influenza A de los subtipos H1, H2,
H3 y H7 o los subtipos H1, H3, H5 y H7 o los subtipos H1, H3, H7 y H9 o los subtipos H2, H3, H5 y H7 o
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los subtipos H2, H3, H7 y H9 o los subtipos H3, H5, H7 y H9 o los subtipos H1, H2, H3 y H5 o los subtipos
H1, H2, H3 y H9 o los subtipos H1, H3, H5 y H9 o los subtipos H2, H3, H5 y H9 o los subtipos H1, H2, H5
y H7 o los subtipos H1, H2, H7 y H9 o los subtipos H1, H5, H7 y H9 o los subtipos H2, H5, H7 y H9.

En otra realizacion mas, el anticuerpo de la invencion puede neutralizar los subtipos H1, H2, H3, H5 y H7
del virus de la influenza A o los subtipos H1, H2, H3, H7 y H9 o los subtipos H1, H3, H5, H7 y H9 o los
subtipos H2, H3, H5, H7 y H9 o los subtipos H1, H2, H3, H5 y H9 o los subtipos H1, H2, H5, H7 y H9 o los
subtipos H1, H2, H3, H5, H7 y H9. En otra realizacion mas, el anticuerpo y los fragmentos de unién a
antigeno de la invencion neutralizan una o mas de las combinaciones anteriores, ademas de neutralizar el

subtipo H6 del virus de la influenza A.

El anticuerpo y el fragmento de unién a antigeno de la invencién tienen una alta potencia neutralizante. La
concentracion del anticuerpo de la invencién requerida para una neutralizacion del 50% del virus de la
influenza A puede ser, por ejemplo, aproximadamente 50 pg/ml o inferior. En una realizacion, la
concentracion del anticuerpo de la invencion requerida para una neutralizacion del 50% del virus de la
influenza A es aproximadamente 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 17,5, 15, 12,5, 11, 10,9, 8, 7,6, 5, 4,5, 4, 3,5,
3, 2,5, 2, 1,5 o aproximadamente 1 ug/ml o inferior. En otra realizacion, la concentracién del anticuerpo de
la invencién requerida para una neutralizacion del 50% del virus de la influenza A es aproximadamente 0,9,
0,8, 0,75, 0,7, 0,65, 0,6, 0,55, 0,5, 0,45, 0,4, 0,35, 0,3, 0,25, 0,2, 0,15, 0,1, 0,075, 0,05, 0,04, 0,03, 0,02,
0,01, 0,008, 0,006, 0,004, 0,003, 0,002 o aproximadamente 0,001 pug/ml o inferior. Esto significa que solo
se requieren bajas concentraciones de anticuerpos para la neutralizacién del 50% del virus de la influenza
A. La especificidad y la potencia se pueden medir utilizando un ensayo de neutralizacion estandar como es

conocido por el experto en la técnica.

En una realizacion, el anticuerpo, por ejemplo un anticuerpo aislado o un anticuerpo purificado, se une
especificamente a un epitopo conservado en la regién del tallo de HA de los subtipos de virus de la influenza
A del grupo 1y del grupo 2 e interfiere con la replicacion o la propagacion viral. El anticuerpo, por ejemplo
un anticuerpo aislado o un anticuerpo purificado, también puede unirse especificamente a un epitopo
conservado en la regién del tallo de HA de los subtipos de grupo 1y grupo 2 e inhibir la entrada del virus
en una célula. Sin estar ligado a ninguna teoria, en una realizacion ilustrativa, el anticuerpo o los fragmentos
de unién a antigeno de la invencién se unen a un epitopo conservado en la region del tallo del virus de la
influenza A e inhiben la entrada del virus en una célula al interferir con la etapa de fusién. En una realizacion,
el anticuerpo o los fragmentos de unioén a antigeno de la invencién limitan la propagacion del virus al reclutar
células asesinas de complemento y que expresan FcR y mediar en la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (ADCC). Un epitopo o determinante antigénico de una proteina corresponde a aquellas partes
de la molécula que son especificamente reconocidas por el sitio de uniéon (o paratopo) de un anticuerpo.
Asi, los epitopos son entidades relacionales que requieren paratopos complementarios para su
reconocimiento operacional. Un epitopo que se conserva entre diferentes variantes de una proteina significa
gue el mismo paratopo puede reconocer especificamente estas diferentes variantes al contactar las mismas

partes de las moléculas.

Los anticuerpos de la invencién pueden ser monoclonales, por ejemplo anticuerpos monoclonales
humanos, o anticuerpos recombinantes. La invencion también proporciona fragmentos de los anticuerpos

de la invencién, en particular fragmentos que retienen la actividad de unién a antigeno de los anticuerpos.
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Aungue la descripcion, incluidas las reivindicaciones, puede, en algunos momentos, referirse explicitamente
a fragmentos de union a antigeno, fragmentos de anticuerpos, variantes y/o derivados de anticuerpos, se
entiende que el término "anticuerpo” o "anticuerpo de la invencion" incluye todas las categorias de
anticuerpos, a saber, fragmento(s) de uniéon a antigeno, fragmento(s) de anticuerpo, variante(s) y

derivado(s) de anticuerpos.

En una realizacién, los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos de la invencién neutralizan una
combinacién de dos o mas subtipos de virus de la influenza A del grupo 1y 2. Subtipos ilustrativos del virus
de lainfluenza A incluyen, entre otros, H5N1 (A/Vietnam/1203/04), HIN1 (A/Nueva Caledonia/20/99), HIN1
(A/Salomon Island/3/2006), H3N2 (A/Wyoming/3/03) y HON2 (A/chicken/Hong Kong/G9/97). En otra
realizacién, los anticuerpos neutralizan y/o son especificos para una combinacién de 3, 4, 5, 6, 7 0 mas
subtipos de virus de la influenza A del grupo 1y 2.

En una realizacion ilustrativa, la invencién comprende un anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo del
mismo, que es especifico para los subtipos H1 y H3 del virus de la influenza A (por ejemplo HIN1 y H3N2);
o H1, H3, H5 y H9 (por ejemplo HIN1, H3N2, H5N1 y HON2). En otra realizacion mas, el anticuerpo o sus
fragmentos de anticuerpo son especificos para H1, H3, H5, H7 y H9 (por ejemplo H1N1, H3N2, H5N1,
H7N1, H7N7, H9N2). Otros ejemplos de combinaciones de subtipos del virus de la influenza A se

proporcionan anteriormente en la solicitud.

Los numeros de SEQ ID para la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada (VH)
y la region variable de la cadena ligera (VL) de los anticuerpos ilustrativos de la descripcidon que comprende
la invencion, asi como los nimeros de SEQ ID para las secuencias de acido nucleico que los codifican se
citan en Tabla 1.

Tabla 1: Numeros de SEQ ID para los polipéptidos y polinucleétidos VH y Vi para anticuerpos

neutralizantes del virus de la influenza A ilustrativos

SEQ ID NO para polipéptidos y polinucleétidos Vi 'y VL

Polipéptido VH Polipéptido VL Polinucleétido VH Polinucleétido VL
FI6 variante 1 13 14 15 16
FI6 variante 2 33 14 34 16
FI6 variante 3 55 57 56 58
FI6 variante 4 59 57 60 58
FI6 variante 5 59 61 60 62
FI28 variante 1 29 30 31 32
FI28 variante 2 35 30 36 32

En una realizacién, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la descripcién que comprende la invencion
incluye una region variable de cadena pesada con una secuencia de aminoacidos que es aproximadamente
un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% 0 100% idéntica a la secuencia citada en cualquiera
de las SEQ ID NO: 13, 33, 55, 59, 29 o 35. En otra realizacion, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de
la descripcion que comprende la invencién incluye una region variable de cadena ligera con una secuencia
de aminoacidos que es aproximadamente un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100%
idéntica a la secuencia citada en las SEQ ID NO: 14, 57, 61 o 30.
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En otra realizacion, la region variable de la cadena pesada de un anticuerpo de la descripcion que
comprende la invencion puede estar codificada por un acido nucleico que tiene una secuencia que es
aproximadamente un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%. , 98%, 99% o 100% idéntica a la secuencia
citada en cualquiera de las SEQ ID NO: 15, 34, 56, 60, 31 o 36. En otra realizacién mas, la regién variable
de la cadena ligera de un anticuerpo la descripcion que comprende la invencién puede estar codifica por un
acido nucleico con una secuencia que es aproximadamente un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%,
98%, 99% o0 100% idéntica a la secuencia citada en las SEQ ID NO: 16, 58, 62 o0 32.

Las CDR de las cadenas pesadas de los anticuerpos se denominan CDRH1 (o HCDR1), CDRH2 (o HCDR?2)
y CDRH3 (0o HCDR3), respectivamente. De manera similar, las CDR de las cadenas ligeras de anticuerpos
se denominan CDRL1 (0o LCDR1), CDRL2 (o LCDR2) y CDRL3 (o LCDR3), respectivamente. Las
posiciones de los aminoacidos de laa CDR se definen de acuerdo con el sistema de numeracion IMGT
como: CDR1 - IMGT Posiciones 27 a 38, CDR2 - IMGT Posiciones 56 a 65 y CDR3 - IMGT Posiciones 105
allv.

La Tabla 2 proporciona los nimeros de SEQ ID para las secuencias de aminoacidos de las seis CDR de
las cadenas pesada y ligera, respectivamente, de los anticuerpos ilustrativos de la descripciéon que
comprende la invencion.

Tabla 2: Nameros de SEQ ID para los polipéptidos de CDR de anticuerpos neutralizantes del virus de la

influenza A ilustrativos

SEQ ID NO para polipéptidos CDR
CDRH1 CDRH2 | CDRH3 | CDRL1 CDRL2 CDRL3
FI6 variante 1 1 2 3 4 5 6
FI6 variante 2 1 2 3 4 5 6
FI6 variante 3 1 41 42 4 5 6
FI6 variante 4 1 41 43 4 5 6
FI6 variante 5 1 41 43 44 5 6
FI28 variante 1 17 18 19 20 21 22
FI28 variante 2 17 18 19 20 21 22

En una realizacion, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo de descripcidon que comprende la invencion
incluye al menos una CDR con una secuencia que tiene al menos un 95% de identidad de secuencia con
cualquiera de las SEC ID NO: 1-6, 41-44 0 17-22.

En otra realizacion, la descripciéon que comprende la invencién proporciona un anticuerpo que comprende
una cadena pesada que incluye una o mas CDR de cadena pesada (es decir, una, dos o las tres) de la
variante 1 de FI6, la variante 2 de FI6, la variante 3 de FI6, la variante 4 de FI6, la variante 5 de FI6, la
variante 1 de FI28 o la variante 2 de FI28. En una realizacion ilustrativa, el anticuerpo o el fragmento de
unién a antigeno de la descripcion que comprende la invencion incluye una CDR1 de cadena pesada con
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 17; una CDR2 de cadena pesada con la
SEQuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 41 o SEQ ID NO: 18; y una CDR3 de cadena
pesada con la SEQuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43 0 SEQ ID
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NO: 19. En ciertas realizaciones, un anticuerpo o fragmento de anticuerpo como se describe aqui
comprende una cadena pesada que comprende (i) la SEQ ID NO: 1 para CDRH1, la SEQ ID NO: 2 para
CDRH2 y la SEQ ID NO: 3 para CDRHS, (ii) la SEQ ID NO: 1 para CDRH1, la SEQ ID NO: 41 para CDRH2
y la SEQ ID NO: 42 para CDRH3, (iii) la SEQ ID NO: 1 para CDRH1, la SEQ ID NO: 41 para CDRH2 y la
SEQ ID NO: 43 para CDRH3, 0 iv) la SEQ ID NO: 17 para CDRH1, la SEQ ID NO: 18 para CDRH2 y la
SEQ ID NO: 19 para CDRHS3.

La descripcién que comprende la invencion también proporciona un anticuerpo que comprende una cadena
ligera que comprende una o mas CDR de cadena ligera (es decir, una, dos o las tres) de la variante 1 de
F16, la variante 2 de FI6, la variante 3 de FI6, la variante 4 de FI6, la variante 5 de FI6, la variante 1 de FI28
o la variante 2 de FI28. En una realizacion ilustrativa, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de
descripcion que comprende la invencion comprende una CDR1 de cadena ligera con la secuencia de
aminoéacidos de SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 44 o SEQ ID NO: 20; una CDR2 de cadena ligera con la
SEQuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 21; y una CDR3 de cadena ligera con la
SEQuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 o SEQ ID NO: 22. En ciertas realizaciones, un anticuerpo
como se describe aqui comprende una cadena ligera que comprende (i) la SEQ ID NO: 4 para CDRL1, la
SEQ ID NO: 5 para CDRL2 y la SEQ ID NO: 6 para CDRL3, (ii) la SEQ ID NO: 44 para CDRL1, SEQ ID
NO: 5 para CDRL2 y SEQ ID NO: 6 para CDRL3 o (iii) SEQ ID NO: 20 para CDRL1, SEQ ID NO: 21 para
CDRL2 y SEQ ID NO: 22 para CDRL3.

En una realizacién, un anticuerpo de la descripcion no reivindicado, o un fragmento de union a antigeno del
mismo, comprende todas las CDR de la variante 1 del anticuerpo FI6 indicadas en la Tabla 2 y neutraliza
la infeccion por el virus de la influenza A. En otra realizacién, un anticuerpo de la descripcion no reivindicado,
o un fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende todas las CDR de la variante 2 del anticuerpo
FI6 indicadas en la Tabla 2 y neutraliza la infeccion por el virus de la influenza A. En otra realizacién, un
anticuerpo de la invencion, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende todas las CDR de la
variante 3 del anticuerpo FI6 indicadas en la Tabla 2 y neutraliza la infeccién por el virus de la influenza A.
En otra realizaciéon, un anticuerpo de la invencién, o un fragmento de unién a antigeno del mismo,
comprende todas las CDR de la variante 4 del anticuerpo FI6 indicadas en la Tabla 2 y neutraliza la infeccion
por el virus de la influenza A. En otra realizacion, un anticuerpo de la invencion, o un fragmento de unién a
antigeno del mismo, comprende todas las CDR de la variante 5 del anticuerpo F16 indicadas en la Tabla 2

y neutraliza la infeccién por el virus de la influenza A.

En otra realizacién mas, un anticuerpo de la descripcion no reivindicado, o un fragmento de union a antigeno
del mismo, comprende todas las CDR de la variante 1 del anticuerpo FI28 indicadas en la Tabla 2 y
neutraliza la infeccién por el virus de la influenza A. En otra realizacion mas, un anticuerpo de descripcion
no reivindicado, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende todas las CDR de la variante 2

del anticuerpo FI28 indicadas en la Tabla 2 y neutraliza la infeccion por el virus de la influenza A.

Los ejemplos de anticuerpos de la descripcion que comprende la invencion incluyen, pero no se limitan a,
variante 1 de FI6, variante 2 de FI6, variante 3 de FI6, variante 4 de FI6, variante 5 de FI6, variante 1 de
FI28 y variante 2 de FI28.
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La descripcion ademas describe un anticuerpo, o fragmento del mismo, que se une al mismo epitopo que
un anticuerpo de la invencién, o un anticuerpo que compite con un anticuerpo o fragmento de union a

antigeno de la descripcion que comprende la invencion.

Los anticuerpos aqui descritos también incluyen moléculas de anticuerpos hibridas que comprenden una o
mas CDR de un anticuerpo de la invencion y una o mas CDR de otro anticuerpo para el mismo epitopo. En
una realizacion, dichos anticuerpos hibridos comprenden tres CDR de un anticuerpo de la invencion y tres
CDR de otro anticuerpo para el mismo epitopo. Anticuerpos hibridos ilustrativos comprenden i) las tres CDR
de cadena ligera de un anticuerpo de la invencion y las tres CDR de cadena pesada de otro anticuerpo para
el mismo epitopo, o ii) las tres CDR de cadena pesada de un anticuerpo de la invencion y las tres CDR de

cadena ligera de otro anticuerpo para el mismo epitopo.

Los anticuerpos variantes también estan incluidos dentro del alcance de la invencién. Asi, las variantes de
las secuencias citadas en la solicitud también estan incluidas dentro del alcance de la invencion. Tales
variantes incluyen variantes naturales generadas por mutacién somatica in vivo durante la respuesta inmune
o0 in vitro tras el cultivo de clones de células B inmortalizadas. Alternativamente, pueden surgir variantes
debido a la degeneracion del codigo genético, como se menciond anteriormente, o pueden producirse
debido a errores en la transcripcion o la traduccion.

Se pueden obtener variantes adicionales de las secuencias de anticuerpos de afinidad y/o potencia
mejoradas usando métodos conocidos en la técnica y se incluyen dentro del alcance de la invencion. Por
ejemplo, pueden usarse sustituciones de aminoacidos para obtener anticuerpos con afinidad mejorada
adicional. Alternativamente, puede emplearse la optimizacion de codon de la secuencia de nucleétidos para
mejorar la eficiencia de la traduccion en sistemas de expresion para la produccion del anticuerpo. Ademas,
los polinucleétidos que comprenden una secuencia optimizada para la especificidad del anticuerpo o la
actividad neutralizante mediante la aplicacién de un método de evolucion dirigida a cualquiera de las
secuencias de 4cido nucleico de la invencion también estan dentro del alcance de la invencion.

En una realizacion, las secuencias de anticuerpos variantes pueden compartir un 70% o mas (es decir,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o0 mas) de identidad de secuencia de aminoacidos con las
secuencias citadas en la solicitud. En algunas realizaciones, dicha identidad de secuencia se calcula con
respecto a la longitud completa de la secuencia de referencia (es decir, la secuencia citada en la solicitud).
En otras realizaciones, el porcentaje de identidad, como se menciona aqui, se determina utilizando la
version 2.1.3 de BLAST utilizando los parametros predeterminados especificados por el NCBI (National
Center for Biotechnology Information; http: //www.ncbi.nlm.nih).gov/) [matriz Blosum 62; penalizacién de

apertura de abertura = 11 y penalizacion de extension de separacion = 1].

En otro aspecto, la descripcién que comprende la invencion también incluye secuencias de acido nucleico
que codifican parte o la totalidad de las cadenas ligeras y pesadas y las CDR de los anticuerpos de la
presente invencion. Se proporcionan aqui secuencias de acido nucleico que codifican parte o la totalidad
de las cadenas ligeras y pesadas y las CDR de anticuerpos ilustrativos de la invencion. La Tabla 1
proporciona los nimeros de SEQ ID para las secuencias de acido nucleico que codifican las regiones
variables de cadena pesada y ligera de anticuerpos ilustrativos de la descripcién que comprende la
invencion. Por ejemplo, las secuencias de acido nucleico aqui descritas incluyen la SEQ ID NO: 15 (que

codifica la region variable de la cadena pesada de la variante 1 de FI6), la SEQ ID NO: 16 (que codifica la
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regién variable de la cadena ligera de la variante 1 de FI6 y la variante 2 de FI6), la SEQ ID NO: 34 (que
codifica la region variable de la cadena pesada de la variante 2 de FI6), la SEQ ID NO: 56 (que codifica la
region variable de la cadena pesada de la variante 3 de FI6), la SEQ ID NO: 58 (que codifica la variante 3
de FI6 y la region variable de la cadena ligera de la variante 4 de FI6 ), la SEQ ID NO: 60 (que codifica la
regién variable de la cadena pesada de la variante 4 de FI6 y la variante 5 de FI6), la SEQ ID NO: 62 (que
codifica la region variable de la cadena ligera de la variante 5 de FI6), la SEQ ID NO: 31 (que codifica la
regién variable de cadena pesada de la variante 1 de FI28), la SEQ ID NO: 36 (que codifica la region variable
de cadena pesada de la variante 2 de FI28) y la SEQ ID NO: 32 (que codifica la region variable de la variante
1y la variante 2 de FI28).

La Tabla 3 proporciona los numeros de SEQ ID para las secuencias de acido nucleico que codifican las
CDR de anticuerpos ilustrativos de la descripcion que comprende la invencién. Debido a la redundancia del
cbédigo genético, existiran variantes de estas secuencias que codifican las mismas secuencias de

aminoacidos.

Tabla 3: Numeros de SEQ ID para los polinucleétidos de CDR de anticuerpos neutralizantes del virus de

la influenza ilustrativos

SEQ ID NO para polinucleétidos CDR
CDRH1 | CDRH2 | CDRH3 | CDRL1 CDRL2 CDRL3
FI6 variante 1 7 8 9 10 11 12
FI6 variante 2 7 8 9 10 11 12
FI6 variante 3 45 46 a7 48 49 50
FI6 variante 4 51 52 53 48 49 50
FI6 variante 5 51 52 53 54 59 50
FI28 variante 1 23 24 25 26 27 28
FI28 variante 2 23 24 25 26 27 28

En una realizacion, las secuencias de acido nucleico segun descripcion que comprende la invencion
incluyen secuencias de acido nucleico que tienen al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%,
al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98%, o al menos el 99% de identidad
con el acido nucleico que codifica una cadena pesada o ligera de un anticuerpo de la descripcién que
comprende la invencion. En otra realizacién, una secuencia de acido nucleico de la descripcién que
comprende la invencién tiene la secuencia de un &cido nucleico que codifica una CDR de cadena pesada
o ligera de un anticuerpo de la descripcion que comprende la invencion. Por ejemplo, una secuencia de
acido nucleico segun la descripcion que comprende la invencion comprende una secuencia que es al menos
un 75% idéntica a las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 7-12, 15, 16, 34, 23-28, 31, 32, 36, 45-
54, 56, 58, 60 0 62.

Se incluyen ademas dentro del alcance de la invencion los vectores, por ejemplo, vectores de expresion,
gue comprenden una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la invencion. Las células transformadas
con tales vectores también se incluyen dentro del alcance de la invencién. Ejemplos de tales células
incluyen células eucariotas, por ejemplo células de levadura, células animales o células vegetales. En una
realizacion, las células son de mamifero, por ejemplo células humanas, CHO, HEK293T, PER.C6, NSO,

mieloma o hibridoma.
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Los anticuerpos monoclonales y recombinantes son particularmente Gtiles en la identificacion y purificacion
de los polipéptidos individuales u otros antigenos contra los que se dirigen. Los anticuerpos de la invencion
tienen utilidad adicional en el sentido de que pueden emplearse como reactivos en inmunoensayos,
radioinmunoensayos (RIA) o ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA). En estas
aplicaciones, los anticuerpos pueden marcarse con un reactivo analiticamente detectable, como un
radiois6topo, una molécula fluorescente o una enzima. Los anticuerpos también pueden usarse para la

identificacion y caracterizacién molecular (mapeo de epitopos) de antigenos.

Los anticuerpos de la invencion pueden acoplarse a un farmaco para ser administrados a un sitio de
tratamiento o acoplarse a una etiqueta detectable para facilitar la obtencién de imagenes de un sitio que
comprende células de interés, tales como células infectadas con el virus de la influenza A. Los métodos
para acoplar anticuerpos a farmacos y etiquetas detectables son bien conocidos en la técnica, ya que son
métodos para obtener imagenes usando etiquetas detectables. Los anticuerpos marcados pueden
emplearse en una amplia variedad de ensayos, empleando una amplia variedad de marcadores. La
deteccion de la formacion de un complejo antigeno-anticuerpo entre un anticuerpo de la invencion y un
epitopo de interés (un epitopo del virus de la influenza A) puede facilitarse uniendo una sustancia detectable
al anticuerpo. Medios de deteccidn adecuados incluyen el uso de marcadores tales como radionuclidos,
enzimas, coenzimas, fluorescentes, quimioluminiscentes, cromégenos, sustratos enzimaticos o cofactores,
inhibidores enzimaticos, complejos de grupos prostéticos, radicales libres, particulas y colorantes. Ejemplos
de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa o
acetilcolinesterasa; ejemplos de complejos de grupos prostéticos adecuados incluyen estreptavidina/biotina
y avidina/biotina; ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina,
isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina-fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina;
un ejemplo de un material luminiscente es luminol; ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen
luciferasa, luciferina y aequorina; y ejemplos de material radiactivo adecuado incluyen 125I, 1311, 35S o 3H.
Dichos reactivos marcados pueden usarse en diversos ensayos bien conocidos, tales como
radioinmunoensayos, inmunoensayos enzimaticos, por ejemplo ELISA, inmunoensayos fluorescentes, y
similares. (Véase US 3.766.162, US 3.791.932, US 3.817.837 y US 4.233.402, por ejemplo).

Un anticuerpo de acuerdo con la invencion puede estar conjugado con un residuo terapéutico tal como una
citotoxina, un agente terapéutico o un ion metdlico radioactivo o radioisotopo. Ejemplos de radiois6topos
incluyen 1-131, 1-123, 1-125, Y-90, Re-188, Re-186, At-211, Cu-67, Bi-212, Bi-213, Pd-109, Tc-99 e In-111.
Dichos conjugados de anticuerpos pueden usarse para modificar una respuesta biolégica dada; el residuo
farmacolégico no debe interpretarse como limitado a los agentes terapéuticos quimicos clasicos. Por
ejemplo, el residuo de farmaco puede ser una proteina o un polipéptido que posee una actividad biologica
deseada. Dichas proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina tal como abrina, ricina A, exotoxina de
pseudomonas o toxina de la difteria.

Las técnicas para conjugar dicho residuo terapéutico con anticuerpos son bien conocidas. Ver, por ejemplo,
Arnon et al. (1985) " Monoclonal Antibodies for Immunotargeting of Drugs in Cancer Therapy ", en
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, ed. Reisfeld et al. (Alan R. Liss, Inc.), pp. 243-256; ed.
Hellstrom et al. ( 1987) " Antibodies for Drug Delivery ", en Controlled Drug Delivery, ed. Robinson et al. (22
ed. Marcel Dekker, Inc.), pp. 623-653; Thorpe (1985) " Antibody Carriers of Cytotoxic Agents in Cancer

Therapy: A Review", en Monoclonal Antibodies '84: Biological and Clinical Applications, ed. Pinchera et al.,
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pp. 475-506 (Editrice Kurtis, Milan, ltalia, 1985); " Analysis, Results, and Future Prospective of the
Therapeutic Use of Radiolabeled Antibody in Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies for Cancer
Detection and Therapy, ed. Baldwin et al. (Academic Press, Nueva York, 1985), pp. 303-316; y Thorpe et
al. (1982) Immunol. Rev. 62: 119-158.

Alternativamente, un anticuerpo, o fragmento de anticuerpo del mismo, puede estar conjugado con un
segundo anticuerpo, o fragmento de anticuerpo del mismo, para formar un heteroconjugado de anticuerpo
como se describe en la US 4.676.980. Ademas, se pueden usar enlazadores entre los marcadores y los
anticuerpos de la invencion (por ejemplo US 4.831.175). Los anticuerpos o los fragmentos de unién a
antigeno de los mismos pueden marcarse directamente con yodo radiactivo, indio, ytrio u otra particula
radiactiva conocida en la técnica (por ejemplo US 5.595.721). El tratamiento puede consistir en una
combinacion de tratamiento con anticuerpos conjugados y no conjugados administrados simultdneamente
0 con posterioridad (por ejemplo WO00/52031; WO00/52473).

Los anticuerpos de la invenciéon también pueden unirse a un soporte sélido. Ademas, los anticuerpos de la
invencion, o fragmentos de anticuerpos funcionales de los mismos, pueden modificarse quimicamente
mediante conjugacién covalente con un polimero para, por ejemplo, aumentar su vida media circulante.
Ejemplos de polimeros y métodos para unirlos a péptidos se encuentran en los documentos US 4.766.106,
US 4.179.337,US 4.495.285 y US 4.609.546. En algunas realizaciones, los polimeros pueden seleccionarse
entre polioles polioxietilados y polietilenglicol (PEG). El PEG es soluble en agua a temperatura ambiente y
tiene la formula general: R(O-CH2-CH2)nO-R, donde R puede ser hidrégeno o un grupo protector tal como
un grupo alquilo o alcanol. En una realizacion, el grupo protector puede tener entre 1y 8 carbonos. En una
realizacién adicional, el grupo protector es metilo. El simbolo n es un entero positivo. En una realizacion, n
esta entre 1 y 1.000. En otra realizacién, n esta entre 2 y 500. En una realizacién, el PEG tiene un peso
molecular promedio entre 1.000 y 40.000. En una realizacién adicional, el PEG tiene un peso molecular
entre 2.000 y 20.000. En otra realizacion adicional, el PEG tiene un peso molecular entre 3.000 y 12.000.
En una realizacion, el PEG tiene al menos un grupo hidroxilo. En otra realizacién, el PEG tiene un grupo
hidroxilo terminal. En otra realizacién mas, es el grupo hidroxilo terminal el que se activa para reaccionar
con un grupo amino libre en el inhibidor. Sin embargo, se entendera que el tipo y la cantidad de grupos

reactivos pueden variar para lograr un conjugado covalente PEG/anticuerpo de la presente invencion.

Los polioles polioxietilados solubles en agua también son Utiles en la presente invencion. Incluyen sorbitol
polioxietilado, glucosa polioxietilada, glicerol polioxietilado (POG) y similares. En una realizacién, se usa
POG. Sin estar limitado a ninguna teoria, debido a que el esqueleto glicerol del glicerol polioxietilado es el
mismo esqueleto que ocurre naturalmente en, por ejemplo, animales y humanos en mono-, di-, triglicéridos,
esta ramificacion no se vera necesariamente como un agente extrafio en el cuerpo. En algunas
realizaciones, el POG tiene un peso molecular en el mismo intervalo que el PEG. Otro sistema de
administracion de farmacos que puede usarse para aumentar la vida media en circulacién es el liposoma.
En Gabizon et al. (1982), Cafiso (1981) y Szoka (1980) se describen métodos para preparar sistemas de
administracion de liposomas. Otros sistemas de administracién de farmacos son conocidos en la técnica y

se describen, por ejemplo, en Poznansky et al. (1980) y Poznansky (1984).

Los anticuerpos de la invencién se pueden proporcionar en forma purificada. Tipicamente, el anticuerpo

estara presente en una composicidn que esta esencialmente libre de otros polipéptidos, por ejemplo donde
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menos del 90% (en peso), generalmente menos del 60% y mas generalmente menos del 50% de la

composicion esta formada por otros polipéptidos.

Los anticuerpos de la invencion pueden ser inmunogénicos (o heterélogos) en huéspedes no humanos, por
ejemplo en ratones. En particular, los anticuerpos pueden tener un idiotopo que es inmunogénico en
huéspedes no humanos, pero no en un huésped humano. Los anticuerpos de la invencion para uso humano
incluyen aquellos que no pueden aislarse facilmente de huéspedes tales como ratones, cabras, conejos,
ratas, mamiferos no primates, etc. y generalmente no pueden obtenerse mediante humanizacién o a partir
de xeno-ratones.

Los anticuerpos de la invencion pueden ser de cualquier isotipo (por ejemplo IgA, IgG, IgM (es decir, una
cadena pesada q, y o W), pero generalmente es IgG. Dentro del isotipo 1gG, los anticuerpos pueden ser de
las subclases IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4. Los anticuerpos de la invencién pueden tener una cadena ligera K
OA.

Produccion de anticuerpos

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

Utilizando el método descrito en la WO2004/076677, células B que producen el anticuerpo de la invencion
pueden transformarse con EBV en presencia de un activador de células B policlonales. La transformacion
con EBV es una técnica estandar y puede adaptarse facilmente para incluir activadores de células B

policlonales.

Se pueden afadir opcionalmente estimulantes adicionales del crecimiento y la diferenciacion celular durante
la etapa de transformacion para mejorar aun mas la eficiencia. Estos estimulantes pueden ser citoquinas
como IL-2 e IL-15. En un aspecto, se agrega IL-2 durante la etapa de inmortalizacion para mejorar alin mas
la eficiencia de la inmortalizacion, pero su uso no es esencial. Las células B inmortalizadas producidas
usando estos métodos se pueden cultivar luego mediante métodos conocidos en la técnica y aislarse

entonces los anticuerpos.

Usando el método descrito en la Solicitud de Patente UK 0819376.5 se pueden cultivar células plasmaticas
individuales en micropocillos de placas de cultivo. Los anticuerpos pueden aislarse de cultivos de células
plasmaticas individuales. Ademas, a partir de cultivos de células plasmaticas individuales, se puede extraer
ARN y se puede realizar una PCR de células individuales utilizando métodos conocidos en la técnica. Las
regiones VH y VL de los anticuerpos pueden amplificarse por RT-PCR, secuenciarse y clonarse en un vector
de expresion, que luego se transfecta en células HEK293T u otras células huésped. La clonacién del acido
nucleico en vectores de expresion, la transfeccién de células huésped, el cultivo de las células huésped
transfectadas y el aislamiento del anticuerpo producido pueden realizarse utilizando cualquier método
conocido por los expertos en la técnica.

Los anticuerpos pueden ademas purificarse, si se desea, por filtracion, centrifugacién y diversos métodos

cromatograficos, como HPLC o cromatografia de afinidad. Las técnicas para la purificacién de anticuerpos,
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por ejemplo anticuerpos monoclonales, que incluyen técnicas para producir anticuerpos de calidad

farmacéutica, son bien conocidas.

Los fragmentos de los anticuerpos de la invencién se pueden obtener a partir de los anticuerpos por
métodos que incluyen la digestidon con enzimas, tales como pepsina o papaina, y/o por escisién de los
enlaces disulfuro mediante reduccién quimica. Alternativamente, los fragmentos de los anticuerpos pueden
obtenerse por clonacion y expresion de parte de las secuencias de las cadenas pesadas o ligeras. Los
"fragmentos"” de anticuerpos pueden incluir fragmentos Fab, Fab', F(ab")2 y Fv. La invencién también abarca
fragmentos Fv de una sola cadena (scFv) derivados de las cadenas pesada y ligera de un anticuerpo de la
invencién, por ejemplo la invencién incluye un scFv que comprende las CDR de un anticuerpo de la
invencion. También se incluyen los monémeros y dimeros de cadena pesada o ligera, los anticuerpos de
cadena pesada de un solo dominio, los anticuerpos de cadena ligera de un solo dominio, asi como los
anticuerpos de cadena unica, por ejemplo Fv de una sola cadena donde los dominios variables de las

cadenas pesada y ligera se unen con un enlazador peptidico.

Los fragmentos de anticuerpos de la invencién pueden impartir interacciones monovalentes o multivalentes
y estar contenidos en diversas estructuras, como se describié anteriormente. Por ejemplo, las moléculas
scFv se pueden sintetizar para crear un "triacuerpo” trivalente o un “tetracuerpo” tetravalente. Las moléculas
scFv pueden incluir un dominio de la regién Fc que resulta en minicuerpos bivalentes. Ademas, las
secuencias de la invencién pueden ser un componente de moléculas multiespecificas donde las secuencias
de la invencién se dirigen a los epitopos de la invencion y otras regiones de la molécula se unen a otras
dianas. Moléculas ilustrativas incluyen Fab2 biespecifico, Fab3 triespecifico, scFv biespecifico y diacuerpos
(Holliger y Hudson, 2005, Nature Biotechnology 9: 1126-1136).

Se pueden usar técnicas estandar de biologia molecular para preparar secuencias de ADN que codifican
los anticuerpos o los fragmentos de anticuerpos de la presente invencioén. Las secuencias de ADN deseadas
se pueden sintetizar completa o parcialmente usando técnicas de sintesis de oligonucleétidos. Se pueden

usar técnicas de mutagénesis dirigida y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) segln sea apropiado.

Se puede usar cualquier sistema célula huésped/vector adecuado para la expresion de las secuencias de
ADN que codifican las moléculas de anticuerpo de la presente invencién o fragmentos de las mismas. Se
pueden usar sistemas bacterianos, por ejemplo E. coli, y otros sistemas microbianos, en parte, para la
expresion de fragmentos de anticuerpos tales como los fragmentos Fab y F(ab")2, y especialmente los
fragmentos Fv y los fragmentos de anticuerpos de cadena simple, por ejemplo de cadena Fvs. Se pueden
emplear sistemas de expresion en células huésped eucariotas, por ejemplo de mamiferos, para la
produccién de moléculas de anticuerpos mas grandes, incluidas moléculas de anticuerpos completas.
Células huésped de mamifero adecuadas incluyen células CHO, HEK293T, PER.C6, NSO, mieloma o

hibridoma.

La presente invencién también proporciona un proceso para la produccién de una molécula de anticuerpo
de acuerdo con la presente invencion, que comprende cultivar una célula huésped que incluye un vector
que codifica un acido nucleico de la presente invencién en condiciones adecuadas para conducir a la
expresion de una proteina a partir de un ADN que codifica la molécula de anticuerpo de la presente

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

de cadena ligera y cadena pesada.

Alternativamente, los anticuerpos segun la invencién pueden producirse por i) expresién de una secuencia
de acido nucleico de acuerdo con la invencién en una célula huésped, y ii) aislamiento del producto de

anticuerpo expresado. Adicionalmente, el método puede incluir iii) purificar el anticuerpo.

Cribado de células B transformadas, células plasmaticas individuales cultivadas y células HEK293T

transfectadas

Las células B transformadas y las células plasmaticas individuales pueden examinarse para detectar

aquellas que producen anticuerpos con la especificidad o funcién deseada.

La etapa de cribado se puede llevar a cabo mediante cualquier inmunoensayo, por ejemplo ELISA, mediante
tincion de tejidos o células (incluidas las células transfectadas), mediante un ensayo de neutralizacion o
mediante uno de varios otros métodos conocidos en la técnica para identificar la especificidad o funcion
deseadas. El ensayo se puede seleccionar en base a un simple reconocimiento de uno o mas antigenos, o
adicionalmente en base a una funcién deseada, por ejemplo para seleccionar anticuerpos neutralizantes en
lugar de solo anticuerpos de unién a antigeno, para seleccionar anticuerpos que pueden cambiar las
caracteristicas de las células seleccionadas, como sus cascadas de sefalizacién, su forma, su tasa de
crecimiento, su capacidad de influir en otras células, su respuesta a la influencia de otras células o por otros
reactivos o por un cambio en las condiciones, su estado de diferenciacion.

Los clones de células B transformados individuales pueden producirse a partir del cultivo positivo de células
B transformadas. La etapa de clonacion para separar los clones individuales de la mezcla de células
positivas puede llevarse a cabo utilizando dilucién limitante, micromanipulacién, deposicion de células

individuales por clasificacion celular u otro método conocido en la técnica.

El 4cido nucleico de las células plasmaticas individuales cultivadas puede aislarse, clonarse y expresarse

en células HEK293T u otras células huésped mediante métodos conocidos en la técnica.

Los clones de las células B inmortalizadas o las células HEK293T transfectadas de la invencién se pueden
usar de diversas maneras, por ejemplo como fuente de anticuerpos monoclonales, como fuente de acido

nucleico (ADN o ARNm) que codifica un anticuerpo monoclonal de interés, para investigacion.

La invencién proporciona una composicién que comprende células B de memoria inmortalizadas o células
huésped transfectadas que producen anticuerpos que neutralizan al menos dos subtipos diferentes del virus
de la influenza A seleccionados de los subtipos del grupo 1 y del grupo 2.

Epitopos
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Como se menciond anteriormente, los anticuerpos de la invencion se pueden usar para mapear los epitopos
a los que se unen. Los inventores han descubierto que los anticuerpos que neutralizan la infeccion por el
virus de la influenza A se dirigen hacia los epitopos que se encuentran en la HA. En una realizacion, los
anticuerpos se dirigen a uno 0 mas epitopos en la regién del tallo de HA conservados entre uno 0 mas
subtipos del grupo 1 y 2 del virus de la influenza A. Los epitopos a los que se unen los anticuerpos de la
invencion pueden ser lineales (continuos) o conformacionales (discontinuos). En una realizacién, los
anticuerpos y los fragmentos de anticuerpos de la invencion se unen a una region del polipéptido que

comprende las SEQ ID NO: 37, 38, 39 o 40, como se describe aqui.

En otra realizacién, el epitopo al que se unen los anticuerpos de la invencién comprende residuos de
aminoacidos en los polipéptidos HA1 y HA2 de uno o dos monémeros de HA como se describe
anteriormente. Los mondmeros de HA pueden estar escindidos o escindidos.

Los epitopos reconocidos por los anticuerpos de la presente invencion pueden tener varios usos. El epitopo
y los mimotopos de los mismos en forma purificada o sintética se pueden usar para generar respuestas
inmunitarias (es decir, como una vacuna, o para la produccion de anticuerpos para otros usos) o0 para
detectar sueros en busca de anticuerpos que inmunoreaccionen con el epitopo 0 mimotopos de los mismos.
En una realizacion, tal epitopo o mimotopo, o tal antigeno que comprende tal epitopo o0 mimotopo, puede
usarse como vacuna para provocar una respuesta inmune. Los anticuerpos y los fragmentos de anticuerpos
de lainvencion también se pueden usar en un método para controlar la calidad de las vacunas. En particular,
los anticuerpos pueden usarse para verificar que el antigeno de una vacuna contiene el epitopo

inmunogénico correcto en la conformacién correcta.

El epitopo también puede ser (til en la deteccion de ligandos que se unen a dicho epitopo. Tales ligandos
incluyen anticuerpos, incluyendo aqulleos de camello, tiburdn y otras especies, fragmentos de anticuerpos,
péptidos, productos de tecnologia de exhibicion de fagos, aptameros, adnectinas o fragmentos de otras

proteinas virales o celulares, pueden bloquear el epitopo y prevenir la infeccion.
Expresion Recombinante

El clon de células B inmortalizado o la célula plasméatica cultivada de la invencién también se puede usar
como fuente de acido nucleico para la clonacion de genes de anticuerpos para la expresién recombinante
posterior. La expresion a partir de fuentes recombinantes es mas comun para fines farmacéuticos que la
expresion de células B o hibridomas, por ejemplo por razones de estabilidad, reproducibilidad, facilidad de

cultivo.

Asi, se describe aqui un método para preparar una célula recombinante que comprende las etapas de: (i)
obtener uno o mas acidos nucleicos (por ejemplo ARNm de cadena pesada y/o ligera) a partir del clon de
células B o de la célula plasmatica Unica que codifica para un anticuerpo de interés; (ii) insertar el acido
nucleico en un vector de expresion y (iii) transfectar el vector en una célula huésped para permitir la

expresion del anticuerpo de interés en esa célula huésped.

De manera similar, se describe aqui un método para preparar una célula recombinante que comprende las
etapas de: (i) secuenciar el o los acidos nucleicos del clon de células B o de la célula plasmatica Unica que

codifica el anticuerpo de interés; y (ii) usar la informacion de secuencia de la etapa (i) para preparar acido(s)

22



10

15

20

25

30

35

ES 2 732 552 T3

nucleico(s) para su insercion en una célula huésped con el fin de permitir la expresién del anticuerpo de
interés en esa célula huésped. El acido nucleico puede, pero no necesita, ser manipulado entre los pasos
() y (i) para introducir sitios de restriccion, para cambiar el uso de codones y/o para optimizar la

transcripcion y/o las secuencias reguladoras de la traduccién.

También se describe un método para preparar una célula huésped transfectada que comprende la etapa
de transfectar una célula huésped con uno o0 mas acidos nucleicos que codifican un anticuerpo de interés,
donde los acidos nucleicos son acidos nucleicos que se derivaron de un clon de células B inmortalizado o
de una célula plasmatica Unica cultivada tal como se describe aqui. Asi, los procedimientos para preparar
primero el (los) acido(s) nucleico(s) y luego usarlo(s) para transfectar una célula huésped pueden realizarse

en diferentes momentos por diferentes personas en diferentes lugares (por ejemplo, en diferentes paises).

Estas células recombinantes se pueden usar para fines de expresion y cultivo. Son particularmente (tiles
para la expresion de anticuerpos en la produccion farmacéutica a gran escala. También pueden usarse
como ingrediente activo en una composicién farmacéutica. Se puede utilizar cualquier técnica de cultivo
adecuada, incluyendo cultivo estatico, cultivo en frasco rodante, fluido ascitico, cartucho de biorreactor de
tipo de fibra hueca, minifermentador modular, tanque agitado, cultivo de microportadores, perfusion de

ndcleos ceramicos.

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

La célula huésped transfectada puede ser una célula eucariota, incluyendo células de levadura y animales,
en particular células de mamiferos (por ejemplo células CHO, células NSO, células humanas como PER.C6
(Jones et al 2003) o HKB-11 (Cho et al. 2001; Cho et al. 2003), células de mieloma (US 5.807.715; US
6.300.104)), asi como las células vegetales. Los huéspedes de expresion preferidos pueden glicosilar el
anticuerpo de la invencién, en particular con estructuras carbohidrato no inmunogénicas por si mismas en
humanos. En una realizacion, la célula huésped transfectada puede ser capaz de crecer en medios libres
de suero. En una realizacién adicional, la célula huésped transfectada puede ser capaz de crecer en cultivo
sin la presencia de productos derivados de animales. La célula huésped transfectada también puede

cultivarse para dar una linea celular.

También se describe aqui un método para preparar una o0 mas moléculas de acido nucleico (por ejemplo,
genes de cadena pesada y ligera) que codifican un anticuerpo de interés que comprende las etapas de:

(i) preparar un clon de células B inmortalizadas o cultivar una célula plasmatica como se describe aqui;

(ii) obtener a partir del clon de células B o de las células plasmaticas individuales cultivadas un éacido

nucleico que codifica el anticuerpo de interés.

También se describe aqui un método para obtener una secuencia de acido nucleico que codifica un
anticuerpo de interés que comprende las etapas de: (i) preparar un clon de células B inmortalizadas o
cultivar una Unica célula de plasma de acuerdo con la invencion; (ii) secuenciar el acido nucleico del clon

de células B o de la célula plasmatica cultivada que codifica el anticuerpo de interés.
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También se describe aqui un método para preparar una o mas moléculas de acido nucleico que codifican
un anticuerpo de interés, comprendiendo el método la etapa de obtener el &cido nucleico que se obtuvo a
partir de un clon de células B transformadas o de una célula plasmatica cultivada de la invencion. Asi, los
procedimientos para obtener primero el clon de células B o la célula plasmatica cultivada y luego obtener el
(los) acido(s) nucleico(s) del clon de células B o la célula plasmatica cultivada pueden llevarse a cabo en
diferentes momentos, por diferentes personas, en diferentes lugares (por ejemplo, en diferentes paises).

También se describe aqui un método para preparar un anticuerpo (por ejemplo para uso farmacéutico), que
comprende las etapas de: (i) obtener y/o secuenciar uno o mas acidos nucleicos (por ejemplo, genes de
cadena pesada y ligera) del clon de células B seleccionado o de células plasmaticas cultivadas que
expresan el anticuerpo de interés; (ii) insertar el (los) acido(s) nucleico(s) en o usar la(s) secuencia(s) de
acido(s) nucleico(s) para preparar un vector de expresion; (iii) transfectar una célula huésped que pueda
expresar el anticuerpo de interés; (iv) cultivar o subcultivar las células huésped transfectadas en condiciones

en las que se expresa el anticuerpo de interés; y, opcionalmente, (v) purificar el anticuerpo de interés.

También se describe aqui un método para preparar un anticuerpo que comprende las etapas de: cultivar o
subcultivar una poblacion de células huésped transfectadas en condiciones en las que se expresa el
anticuerpo de interés y, opcionalmente, purificar el anticuerpo de interés, donde dicha poblacién de células
huésped transfectadas se ha preparado (i) proporcionando &cido(s) nucleico(s) que codifica(n) un
anticuerpo seleccionado de interés que es producido por un clon de células B o0 una célula plasmatica
cultivada preparada como se describe anteriormente, (ii) insertando el (los) acido(s) nucleico(s) en un vector
de expresion, (i) transfectando el vector en una célula huésped que puede expresar el anticuerpo de
interés, y (iv) cultivando o subcultivando la célula huésped transfectada que comprende los acidos nucleicos
insertados para producir el anticuerpo de interés. Asi, los procedimientos para preparar primero la célula
huésped recombinante y luego cultivarla para expresar el anticuerpo pueden realizarse en momentos muy

diferentes, por diferentes personas, en diferentes lugares (por ejemplo, en diferentes paises).
Composiciones farmacéuticas

La invencion proporciona una composicidon farmacéutica que contiene los anticuerpos y/o fragmentos de
anticuerpos de la invencién y/o el acido nucleico que codifica dichos anticuerpos y/un péptido inmunogénico
que comprende los epitopos reconocidos por los anticuerpos de la invencion. Una composicion
farmacéutica también contiene un vehiculo farmacéuticamente aceptable para permitir la administracion. El
vehiculo no debe inducir por si mismo la produccion de anticuerpos dafiinos para el individuo que recibe la
composicion y no debe ser toxico. Los vehiculos adecuados pueden ser macromoléculas grandes y de
metabolismo lento, como proteinas, polipéptidos, liposomas, polisacaridos, acidos polilacticos, acidos
poliglicélicos, aminoacidos poliméricos, copolimeros de aminoacidos y particulas viricas inactivas.

Se pueden usar sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo sales de acidos inorganicos, como
clorhidratos, bromhidratos, fosfatos y sulfatos, o sales de acidos organicos, como acetatos, propionatos,

malonatos y benzoatos.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables en composiciones terapéuticas pueden contener
adicionalmente liquidos como agua, solucién salina, glicerol y etanol. Ademas, en tales composiciones

pueden estar presentes sustancias auxiliares, como agentes humectantes o emulsionantes o sustancias
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tampon del pH. Dichos portadores permiten que las composiciones farmacéuticas se formulen en forma de
comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones y suspensiones espesas,

para su ingesta por parte del sujeto.

Dentro del alcance de la invencidn, las formas de administracidon pueden incluir aquellas adecuadas para la
administracion parenteral, por ejemplo por inyeccion o infusion, por ejemplo mediante inyeccion en bolo o
infusién continua. Cuando el producto es para inyeccién o infusién, puede tener forma de suspension,
soluciéon o emulsion en un vehiculo oleoso o acuoso y puede contener agentes de formulaciéon, como
agentes de suspension, conservantes, estabilizantes y/o dispersantes. Alternativamente, la molécula de

anticuerpo puede estar en forma seca, para reconstituirse antes de su uso con un liquido estéril apropiado.

Una vez formuladas, las composiciones de la invencion se pueden administrar directamente al sujeto. En

una realizacién, las composiciones estan adaptadas para la administracion a sujetos humanos.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencion pueden administrarse por cualquier via, incluyendo las
vias oral, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intramedular, intraperitoneal, intratecal, intraventricular,
transdérmica, transcutanea, topica, subcutanea, intranasal, intranasal, enteral, sublingual, intravaginal o
rectal. También se pueden usar hipoespray para administrar las composiciones farmacéuticas de la
invencion. Tipicamente, las composiciones terapéuticas pueden prepararse como inyectables, ya sea como
soluciones liquidas o suspensiones. También se pueden preparar formas sélidas adecuadas para solucion

0 suspensién en vehiculos liquidos antes de la inyeccién.

El suministro directo de las composiciones generalmente se llevara a cabo mediante inyeccion subcutanea,
intraperitoneal, intravenosa o intramuscular, o se administrara al espacio intersticial de un tejido. Las
composiciones también se pueden administrar en una lesion. El régimen de dosificacion puede ser un
programa de dosis Unica o un programa multidosis. Los medicamentos basados en anticuerpos conocidos
proporcionan una guia en relacion a la frecuencia de administracion, por ejemplo si un producto
farmacéutico debe administrarse diariamente, semanalmente, mensualmente. La frecuencia y la dosis

también pueden depender de la gravedad de los sintomas.

Las composiciones de la invencion se pueden preparar en diversas formas. Por ejemplo, las composiciones
se pueden preparar como inyectables, como soluciones liquidas 0 como suspensiones. También se pueden
preparar formas soélidas adecuadas para la soluciébn o suspension en vehiculos liquidos antes de la
inyeccion (por ejemplo una composicion liofilizada, como Synagis™ y Herceptin™, para la reconstitucion
con agua estéril que contiene un conservante). La composicion se puede preparar para la administracion
tépica, por ejemplo en forma de pomada, crema o polvo. La composicidn se puede preparar para la
administracion oral, por ejemplo en forma de tableta o capsula, como un aerosol o como un jarabe
(opcionalmente aromatizado). La composicion se puede preparar para la administracion pulmonar, por
ejemplo en forma de inhalador, utilizando un polvo fino o un spray. La composicion puede prepararse como
un supositorio o pesario. La composicion puede prepararse para la administracion nasal, aural u ocular, por
ejemplo en forma de gotas. La composicion puede estar en forma de kit disefiado de manera que una
composicion combinada es reconstituida justo antes de la administracion a un sujeto. Por ejemplo, un
anticuerpo liofilizado se puede proporcionar en forma de kit con agua estéril o con un tampon estéril.
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Se apreciara que el ingrediente activo de la composicion serd una molécula de anticuerpo, un fragmento de
anticuerpo o variantes y derivados de los mismos. Como tal, sera susceptible a la degradacion en el tracto
gastrointestinal. Por tanto, si la composicién se administra por una via que utiliza el tracto gastrointestinal,
la composicion debera contener agentes que protejan al anticuerpo de la degradacién, pero que lo liberen

una vez se haya absorbido del tracto gastrointestinal.

Una discusién detallada sobre los vehiculos farmacéuticamente aceptables esta disponible en Gennaro
(2000) Remington: The Science and Practice of Pharmacy, edicion 20, ISBN: 0683306472.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion generalmente tienen un pH entre 5,5 y 8,5, en algunas
realizaciones éste puede estar entre 6 y 8, y en otras realizaciones ser aproximadamente 7. El pH puede
mantenerse empleando un tampén. La composicion puede ser estéril y/o libre de pirdgenos. La composicion
puede ser isoténica con respecto a los humanos. En una realizacion, las composiciones farmacéuticas de

la invencién se suministran en recipientes herméticamente sellados.

Las composiciones farmacéuticas incluiran una cantidad efectiva de uno o mas anticuerpos de la invencion,
es decir, una cantidad suficiente para tratar, mejorar o prevenir una enfermedad o condicion deseada, o
para exhibir un efecto terapéutico detectable. Los efectos terapéuticos también incluyen la reduccion de los
sintomas fisicos. La cantidad efectiva precisa para cualquier sujeto particular dependera de su tamafio y su
salud, de la naturaleza y el alcance de la condicién y de la terapia o0 combinacion de terapias seleccionadas
para la administracién. La cantidad efectiva para una situacion dada estd determinada por la
experimentacion de rutina y dentro del criterio clinico. Para los fines de la presente invencion, en general
una dosis efectiva sera de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg, o de
aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg de las composiciones de la presente invencion
en el individuo al que se administra Los productos farmacéuticos basados en anticuerpos conocidos
proporcionan orientacion a este respecto, por ejemplo Herceptin™ se administra mediante infusion
intravenosa de una solucién de 21 mg/ml, con una dosis de carga inicial de 4 mg/kg de peso corporal y una
dosis de mantenimiento semanal de 2 mg/kg de peso corporal; Rituxan™ se administra semanalmente a
375 mg/m2.

En unarealizacion, las composiciones pueden incluir mas de un anticuerpo (por ejemplo 2, 3) de la invencién
para proporcionar un efecto terapéutico aditivo o sinérgico. En otra realizacion, la composicion puede
comprender uno o0 mas (por ejemplo 2, 3) anticuerpos de la invencion y uno o mas (por ejemplo 2, 3)
anticuerpos adicionales contra el virus de la influenza A o B. Por ejemplo, un anticuerpo puede unirse a un
epitopo HA, mientras que otro puede unirse a un epitopo diferente en HA, o a un epitopo en la
neuraminidasa y/o a proteinas de matriz. Ademas, la administracion de anticuerpos de la invencién junto
con una vacuna contra la influenza A o con anticuerpos de especificidades distintas del virus de la influenza
A, por ejemplo el virus de la influenza B, estan dentro del alcance de la invencién. Los anticuerpos de la
invencion pueden administrarse ya sea combinados/simultdneamente o0 en momentos separados de una
vacuna contra la influenza o de anticuerpos de especificidades distintas del virus de la influenza A.

En otra realizacion, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende dos o mas
anticuerpos, donde el primer anticuerpo es un anticuerpo de la invencién y es especifico para un epitopo
HA y el segundo anticuerpo es especifico para un epitopo de neuraminidasa, un segundo epitopo HA y/o

un epitopo de matriz. Por ejemplo, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende
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dos 0 mas anticuerpos, donde el primer anticuerpo es especifico para un epitopo en el tallo de un virus de
la influenza A HA y el segundo anticuerpo es especifico para un epitopo de neuraminidasa, un segundo
epitopo HA (por ejemplo un epitopo en el cabeza globular de HA, un segundo epitopo en el tallo de HA) y/o
un epitopo de matriz. El segundo epitopo en el tallo o el epitopo en la cabeza globular del virus de la
influenza A, HA, puede conservarse, pero no es necesario, entre mas de un subtipo de virus de la influenza
A.

En otra realizacion mas, se describe aqui una composicion farmacéutica que comprende dos o mas
anticuerpos donde el primer anticuerpo es especifico para un epitopo de neuraminidasa y el segundo
anticuerpo es especifico para un segundo epitopo de neuraminidasa, un epitopo HA y/o un epitopo de

matriz.

En otra realizacion mas, se describe aqui una composicion farmacéutica que comprende dos o mas
anticuerpos donde el primer anticuerpo es especifico para un epitopo de matriz y el segundo anticuerpo es
especifico para un segundo epitopo de matriz, un epitopo en HA y/o neuraminidasa.

Anticuerpos ilustrativos de la invencién especificos para una proteina diana del virus de la influenza A
incluyen la variante 1 de FI6, la variante 2 de FI6, la variante 3 de FI6, la variante 4 de FI6, la variante 5 de
FI6, la variante 1 de FI28 o la variante 2 de FI28.

En una realizacion, se describe aqui una composiciéon farmacéutica que comprende la variante 1 del
anticuerpo F16 o un fragmento de unién a antigeno del mismo, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
En otra realizacién, se describe aqui una composicién farmacéutica que comprende la variante 2 del
anticuerpo F16 o un fragmento de unién a antigeno del mismo, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
En otra realizacion, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende la variante 3
del anticuerpo FI6 o un fragmento de unién a antigeno del mismo y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. En otra realizacion, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende la
variante 4 del anticuerpo FI6 o un fragmento de unién a antigeno del mismo y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En otra realizacidn, la invencién proporciona una compaosicion farmacéutica
que comprende la variante 5 del anticuerpo FI6 o un fragmento de unién a antigeno del mismo y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En otra realizacion mas, se describe aqui una composicion farmacéutica que
comprende la variante 1 del anticuerpo FI28 o un fragmento de unién a antigeno del mismo y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En otra realizacién mas, se describe aqui una composicion farmacéutica que
comprende la variante 2 del anticuerpo FI28 o un fragmento de unién a antigeno del mismo y un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

Los anticuerpos de la invencion se pueden administrar (combinados o por separado) con otros agentes
terapéuticos, por ejemplo con compuestos quimioterapéuticos, con radioterapia. En una realizacion, los
compuestos terapéuticos incluyen compuestos antivirales tales como Tamiflu™. Dicha terapia de
combinacién proporciona una mejora aditiva o sinérgica en la eficacia terapéutica en relacion con los
agentes terapéuticos individuales cuando se administran solos. El término "sinergia” se utiliza para describir
un efecto combinado de dos 0 méas agentes activos que es mayor que la suma de los efectos individuales
de cada agente activo respectivo. Asi, cuando el efecto combinado de dos o méas agentes resulta en una
"inhibicion sinérgica" de una actividad o proceso, se entiende que la inhibicion de la actividad o proceso sea

mayor que la suma de los efectos inhibidores de cada agente activo respectivo. El término "efecto
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terapéutico sinérgico” se refiere a un efecto terapéutico observado con una combinacion de dos o mas
terapias, donde el efecto terapéutico (medido por cualquiera de diversos parametros) es mayor que la suma

de los efectos terapéuticos individuales observados con las respectivas terapias individuales.

Los anticuerpos se pueden administrar a aquellos sujetos que previamente no han tenido una respuesta al
tratamiento para la infeccién por el virus de la influenza A, es decir, que se ha demostrado que son
refractivos al tratamiento contra la influenza. Dicho tratamiento puede incluir un tratamiento previo con un

agente antiviral. Esto puede deberse, por ejemplo, a una infeccion con una cepa del virus de la influenza A

En una realizacion, una composicion de la invencion puede incluir anticuerpos de la invencion donde los
anticuerpos pueden constituir al menos el 50% en peso (por ejemplo 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 97%, 98%, 99% o mas) de la proteina total en la composicién. En tal composicion, los anticuerpos

estan en forma purificada.

Se describe aqui un método para preparar un producto farmacéutico que comprende las etapas de: (i)
preparar un anticuerpo de la invencién; y (i) mezclar el anticuerpo purificado con uno o mas vehiculos

farmacéuticamente aceptables.

También se describe aqui un método para preparar un producto farmacéutico que comprende la etapa de
mezclar un anticuerpo con uno 0 mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, donde el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal que se obtuvo de una célula B transformada o una célula plasmatica cultivada tal
como se describe aqui. Asi, los procedimientos para obtener primero el anticuerpo monoclonal y luego
preparar el producto farmacéutico se pueden realizar en momentos muy diferentes, por diferentes personas,

en diferentes lugares (por ejemplo, en diferentes paises).

Como alternativa al suministro de anticuerpos o de células B con fines terapéuticos, es posible administrar
un acido nucleico (tipicamente ADN) que codifica el anticuerpo monoclonal de interés (o un fragmento activo
del mismo) derivado de la célula B o la célula plasmatica cultivada a un sujeto, de modo que el &cido nucleico
se pueda expresar in situ en el sujeto para proporcionar un efecto terapéutico deseado. La terapia génica

adecuada y los vectores de suministro de acido nucleico son conocidos en la técnica.

Las composiciones de la invencion pueden ser compaosiciones inmunogénicas y, en algunas realizaciones,
pueden ser composiciones de vacuna que comprenden un antigeno que comprende un epitopo reconocido
por un anticuerpo de la invencién. Las vacunas pueden ser profilacticas (es decir, para prevenir una
infeccion) o terapéuticas (es decir, para tratar una infeccion). En una realizacion, se describe una vacuna
que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 37, 38, 39 o
40. En otra realizacion, se describe una vacuna que comprende un polipéptido que comprende los residuos
aminoéacidos en los polipéptidos HA1 y HA2 de uno o dos monémeros de HA como se describe

anteriormente. Los monémeros de HA pueden estar no escindidos o escindidos.

Las composiciones pueden incluir un agente antimicrobiano, en particular si estdn envasadas en un formato
multidosis. Pueden comprender un tensioactivo, por ejemplo Tween (polisorbato), tal como Tween 80. Los
tensioactivos generalmente estan presentes en niveles bajos, por ejemplo <0,01. Las composiciones
también pueden incluir sales de sodio (por ejemplo cloruro de sodio) para dar tonicidad. Una concentracién

tipica es de 10 + 2 mg/ml de NaCl.
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Ademas, las composiciones pueden comprender un alcohol azlcar (por ejemplo manitol) o un disacarido
(por ejemplo sacarosa o trehalosa), por ejemplo aproximadamente 15-30 mg/ml (por ejemplo 25 mg/ml), en
particular si van a ser liofilizadas o si incluyen material que ha sido reconstituido a partir de un material
liofilizado. El pH de una composicién para la liofilizacion se puede ajustar a alrededor de 6,1 antes de la

liofilizacion.

Las composiciones de la invencion también pueden comprender uno 0 mas agentes inmunorreguladores.

En una realizacion, uno o mas de los agentes inmunorreguladores incluyen un adyuvante.

Las composiciones de epitopos de la invencion pueden provocar tanto una respuesta inmune mediada por
células como una respuesta inmune humoral para abordar de manera eficaz la infeccion por el virus de la
influenza A. Esta respuesta inmune puede inducir anticuerpos de larga duracion (por ejemplo neutralizantes)
y una inmunidad mediada por células que puede responder rapidamente al exponerse al virus de la

influenza A.
Tratamientos médicos y usos

Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos de la invencién o sus derivados y variantes pueden usarse
para el tratamiento de la infeccion por el virus de la influenza A, para la prevencion de la infeccién por el

virus de la influenza A o para el diagnéstico de la infeccion por el virus de la influenza A.

Los métodos de diagndstico pueden incluir poner en contacto un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo
con una muestra. Dichas muestras pueden ser muestras de tejido tomadas de, por ejemplo, fosas nasales,
cavidades sinusales, glandulas salivales, pulmoén, higado, pancreas, rifion, oido, placenta, tracto
alimentario, corazon, ovarios, pituitaria, suprarrenales, tiroides, cerebro o piel. Los métodos de diagndstico

también pueden incluir la deteccién de un complejo antigeno/anticuerpo.

Asi, la descripcion que comprende la invencién proporciona (i) un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo
o variantes y derivados del mismo de acuerdo con la invencién, (ii) un clon de células B inmortalizadas de
acuerdo con la invencidn, (iii) un epitopo capaz de unirse a un anticuerpo de la invencién o (iv) un ligando,
preferiblemente un anticuerpo, capaz de unirse a un epitopo que se une a un anticuerpo de la invencion

para uso en terapia.

También se describe un método para tratar a un sujeto, que comprende administrar al sujeto un anticuerpo,
un fragmento de anticuerpo o sus variantes y derivados de acuerdo con la invencion, o un ligando,
preferiblemente un anticuerpo, capaz de unirse a un epitopo que se une a un anticuerpo de la invencion.
En una realizaciéon, el método da como resultado una infeccién reducida del virus de la influenza A en el
sujeto. En otra realizacién, el método previene, reduce el riesgo o retrasa la infeccion por el virus de la

influenza A en el sujeto.

También se proporciona el uso de (i) un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, o sus variantes y derivados
segun la invencién, (ii) un clon de células B inmortalizadas segun la invencion, (iii) un epitopo capaz de
unirse a un anticuerpo de la invencion o (iv) un ligando, preferiblemente un anticuerpo, que se une a un
epitopo capaz de unirse a un anticuerpo de la invencién, en la fabricacion de un medicamento para la

prevencion o el tratamiento de la infeccion por el virus de la influenza A.
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La invencién proporciona una composicion de la invencion para su uso como un medicamento para la
prevencion o el tratamiento de una infeccion por el virus de la influenza A. También proporciona el uso de
un anticuerpo de la invencién y/o de una proteina que comprende un epitopo al que dicho anticuerpo se
une en la fabricacidon de un medicamento para el tratamiento y/o diagnéstico de un sujeto. También se
describe un método para tratar a un sujeto, que comprende la etapa de administrar al sujeto una
composicion de la invencion. En algunas realizaciones, el sujeto puede ser un humano. Una forma de
verificar la eficacia del tratamiento terapéutico consiste en controlar los sintomas de la enfermedad después
de la administracion de la composicion de la invencion. El tratamiento puede ser un programa de dosis

Unica o un programa multidosis.

En una realizacion, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, clon de células B inmortalizadas, epitopo o
composicion de acuerdo con la invencién se administra a un sujeto que necesita tal tratamiento. Dicho
sujeto incluye aquel que tiene un riesgo particular o es susceptible a una infeccion por el virus de la influenza
A, incluyendo por ejemplo un sujeto inmunocomprometido. El anticuerpo o el fragmento de anticuerpo de la

invenciéon también puede usarse en la inmunizacion pasiva o la vacunacién activa.

Los anticuerpos y los fragmentos de los mismos como se describen en la presente invencién también se
pueden usar en un kit para el diagnoéstico de la infeccién por el virus de la influenza A. Ademas, los epitopos
capaces de unirse a un anticuerpo de la invencion se pueden usar en un kit para controlar la eficacia de los
procedimientos de vacunacion, detectando la presencia de anticuerpos protectores contra el virus de la
influenza A. Los anticuerpos, fragmentos de anticuerpos o variantes y derivados de los mismos como se
describen en la presente invencion también se pueden usar en un kit para controlar la fabricaciéon de

vacunas con la inmunogenicidad deseada.

También se proporciona un método para preparar un producto farmacéutico, que comprende la etapa de
mezclar un anticuerpo monoclonal con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, siendo el
anticuerpo monoclonal un anticuerpo monoclonal que se obtuvo de una célula huésped transfectada de la
invencion. Por tanto, los procedimientos para obtener primero el anticuerpo monoclonal (por ejemplo
expresarlo y/o purificarlo) y luego mezclarlo con el (los) vehiculo(s) farmacéutico(s) se pueden realizar en

diferentes momentos, por diferentes personas, en diferentes lugares (por ejemplo, en diferentes paises).

Comenzando con una célula B transformada o una célula plasmatica cultivada tal como se describe aqui,
se pueden realizar varias etapas de cultivo, subcultivo, clonacion, subclonacion, secuenciacion, preparacion
de acido nucleico para perpetuar el anticuerpo expresado por las células B transformadas o las células
plasmaticas cultivadas, con optimizacién opcional en cada paso. En una realizacién preferente, los métodos
anteriores comprenden ademas técnicas de optimizacion (por ejemplo maduraciéon u optimizaciéon por
afinidad) aplicadas a los acidos nucleicos que codifican el anticuerpo. En todos estos métodos, el acido
nucleico usado en el huésped de expresion puede manipularse para insertar, eliminar o modificar ciertas
secuencias de acido nucleico. Los cambios a partir de dicha manipulacion incluyen cambios para introducir
sitios de restriccion, para modificar el uso del codén, para agregar u optimizar la transcripcion y/o las
secuencias reguladoras de la traduccion. También es posible cambiar el acido nucleico para alterar los
aminoacidos codificados. Por ejemplo, puede ser util introducir uno o mas (por ejemplo 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,
9, 10) sustituciones, deleciones y/o inserciones en la secuencia de aminoacidos del anticuerpo. Dichas

mutaciones puntuales pueden modificar las funciones efectoras, la afinidad de unién a antigeno, las
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modificaciones postraduccionales, la inmunogenicidad, pueden introducir aminoacidos para la unién de
grupos covalentes (por ejemplo etiquetas) o pueden introducir etiquetas (por ejemplo con fines de
purificacién). Las mutaciones se pueden introducir en sitios especificos o se pueden introducir al azar,
seguidas de una seleccion (por ejemplo, evolucion molecular). Por ejemplo, uno o mas acidos nucleicos
gue codifican cualquiera de las regiones CDR, regiones variables de cadena pesada o regiones variables
de cadena ligera, de los anticuerpos de la invencién pueden mutarse de forma aleatoria o direccional para
introducir diferentes propiedades en los aminoacidos codificados. Dichos cambios pueden ser el resultado
de un proceso iterativo en el que se mantienen los cambios iniciales y se introducen nuevos cambios en
otras posiciones de nucledtidos. Ademas, los cambios logrados en pasos independientes pueden
combinarse. Las diferentes propiedades introducidas en los aminoacidos codificados pueden incluir una

afinidad mejorada.
Generalidades

El término "que comprende" abarca "que incluye", asi como "que consiste", por ejemplo una composicion

"que comprende" X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo X + Y.

La palabra "esencialmente" no excluye "completamente”, por ejemplo una composicion que esta
"esencialmente libre" de Y puede estar completamente libre de Y. Cuando sea necesario, la palabra

"esencialmente” puede omitirse de la definicion de la invencion.
El término "aproximadamente” en relacién a un valor numérico x significa, por ejemplo, x + 10%.

El término "enfermedad" tal como se usa aqui en general pretende ser sinénimo, y se usa indistintamente,
con los términos "trastorno” y "condicién” (como en la condicion médica), en el sentido de que todos reflejan
una condicion anormal del cuerpo humano o animal. o de una de sus partes que dificulta el funcionamiento
normal, se manifiesta tipicamente al distinguir signos y sintomas y causa que el humano o el animal tengan

una duracién o calidad de vida reducida.

Tal como se usa aqui, la referencia al "tratamiento" de un sujeto o paciente pretende incluir la prevencion,
la profilaxis y la terapia. Los términos "sujeto” o "paciente" se usan indistintamente aqui para referirse a
todos los mamiferos, incluidos los humanos. Ejemplos de sujetos incluyen humanos, vacas, perros, gatos,

caballos, cabras, ovejas, cerdos y conejos. En una realizacion, el paciente es un humano.
EJEMPLOS

En los siguientes ejemplos se proporcionan realizaciones ilustrativas de la presente invencion se

proporcionan.

Ejemplo 1. Generacidn y caracterizacion de anticuerpos ampliamente neutralizantes del virus de la

influenza A a partir de células plasmaticas

Para identificar aquellos individuos que pueden producir anticuerpos heterosubtipicos en respuesta a la
vacuna contra la gripe estacional (que contiene HA de H1 y H3), se analizaron mediante ELISPOT células
plasmaticas circulantes recolectadas el dia 7 después del refuerzo de su capacidad para secretar

anticuerpos que se unen a una vacuna o a H5 HA no relacionadas (A/VN/1203/04). Sorprendentemente,
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mientras que en cuatro de los cinco donantes analizados no fueron detectables las células plasmaticas
especificas de H5, en un donante el 14% de las células plasmaticas que secretan IgG produjo anticuerpos
contra H5, mientras que el 57% produjo anticuerpos contra la vacuna. Las células plasmaticas CD138 + se
aislaron a partir de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) recogidas 7 dias después de la
vacunacion usando micro-perlas magnéticas, seguida de clasificacion celular usando una maquina
FACSAria. Se sembraron nimeros limitantes de células plasmaticas en micropocillos de placas de cultivo.
Los sobrenadantes de cultivo se analizaron en tres ELISA paralelos utilizando como antigenos H5 o H9 HA
recombinantes y el antigeno irrelevante toxoide tetanico. De los 4.928 sobrenadantes de cultivo
seleccionados, 12 se unieron a H5 pero no a H9 HA, 25 a H9 pero no a H5 HA y 54 a H5 y H9. Algunos de
los 54 cultivos con la sefial OD mas alta se sometieron a RT-PCR y se recuperaron dos genes VH y VL

pareados.

Los genes VH y VL se clonaron en vectores de expresion y los anticuerpos recombinantes se produjeron
transfectando células HEK293T. Los dos anticuerpos monoclonales, FI6 variante 2 y FI28, compartian la
mayoria de los fragmentos de los genes V, D y J (IGHV3-30*01, IGHD3-9*01, IGHJ4*02 e IGKV4-1*01),
pero diferian en las regiones N, en el uso de IGKJ y en el patrén de mutaciones somaticas y, por tanto, no

estaban relacionados clonalmente.

La especificidad de los anticuerpos recombinantes se investigdb mediante ELISA utilizando un panel de HA
pertenecientes a diferentes subtipos. Sorprendentemente, FI6 se unié a todos los subtipos de HA de la
influenza A probados, incluidos el grupo 1 (H1, H5 y H9) y el grupo 2 (H3 y H7), mientras que no se unio a

HA del virus de la influenza B. En contraste, FI28 se unio solo a los tres grupos 1 HA (H1, H5 y H9).

Tabla 4
Enlace a HA mediante ELISA (% de anticuerpos de control especificos de subtipo)
H1 H3 H5 H7 H9
AINC/20/99 A/BR/10/07 A/VN/1203/04 | A/NL/219/03 A/HK/1073/99
F16 variante 2 85,9 68,5 73,7 87,9 98,7
FI28 variante 1 59,4 1,3 46,3 -0,5 87,7

Dada la homologia de las secuencias VH y VL de los dos anticuerpos, los experimentos aleatorios se
realizaron utilizando las cadenas H y L de la variante 2 de FI6, la variante 1 de FI28 y 7113, un anticuerpo
especifico de hCMV que usa los mismos elementos V, D y J de la cadena H. Mientras que la unién a H7
requeria el emparejamiento de las cadenas H y L de la variante 2 de FI6, la unién a H5 se mantuvo cuando
la variante 2 de FI6 y las cadenas L de la variante 1 de FI28 se aleatorizaban. Ademas, también se observo
unién a H5 cuando la cadena H de la variante 2 de FI6 se emparejaba con la cadena L de 7113 no
relacionada. Por el contrario, no se observo unién a H5 cuando la cadena homéloga de H de 7113 se
emparejaba con la cadena L de la variante 2 de FI6. Sin limitarse a ninguna teoria particular, estos
resultados sugieren que la contribucién principal a la unién a H5 proviene de la cadena H, mientras que la

unién a H7 requiere un emparejamiento preciso entre las cadenas H y L de la variante 2 de FI6.

Se ensayaron la variante 2 de FI6 y la variante 1 de FI28 para determinar su capacidad de neutralizar los
subtipos de influenza A del grupo 1 y del grupo 2 utilizando virus pseudotipados (Tabla 5), asi como virus
infecciosos (Tabla 6). Notablemente, la variante 2 de FI6 neutralizé todos los pseudovirus analizados,
incluidos seis aislados H5 pertenecientes a los clados antigénicamente divergentes 0, 1, 2.1, 2.2y 2.3,y
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dos aislados H7 aviares. Ademas, la variante 2 de FI6 neutraliz6 todos los virus infecciosos analizados,
incluidos dos virus H3N2 y cuatro virus HIN1 expandidos durante varias décadas, hasta el reciente aislado
pandémico A/CA/04/09 (Tabla 6). La variante 1 de FI28 neutralizé todos los pseudovirus H5, pero no
neutralizé los pseudovirus H7 ni todos los virus infecciosos analizados. Los titulos neutralizantes en

pseudovirus eran mas altos que los titulos en virus infecciosos.

Tabla 5. Neutralizacion de pseudotipos de HA (1C90, pg/ml)

H5N1 H7N1
AHK/ A/HK/ AIVN/ A/INDO/ A/WS/ | AJAH/1/05 | AJck/IT/ | Alck/FP/
491/97 213/03 | 1203/04 5/05 MONG/05 13474/99 | V/Ro/34
FI6 0,07 0,02 0,02 0,31 0,03 0,05 1,87 0,09
Var. 2
FI28 0,05 0,33 0,02 0,35 0,04 0,05 >100 >100
Var. 1
Tabla 6. Neutralizacion de virus infecciosos (IC90, pg/ml)
H1N1 H3N2
A/PR/8/34 | AINC/20/99 | A/SI/3/06 AICA/4/09 AICA/7104 A/WI/67/05
FI6 2,2 6,3 8,8 12,5 7,9 12,5
Var. 2
FI28 >100 >100 >100 nd >100 >100
Var. 1
nd no determinado

Ejemplo 2. Sitios de unién antigénicos de FI6 Variante 2 y FI28 Variante 1

Para identificar los sitios antigénicos a los que se unen los anticuerpos FI6 variante 2 y FI28 variante 1,
primero se ensay6 su capacidad para inhibir la unién de C179, un anticuerpo monoclonal de ratén que se
asigno6 a una regién conservada de la region del tallo HA (Y. Okuno, et al., J Virol 67, 2552 (1993)). Tanto
la variante 2 de FI6 como la variante 1 de FI28 inhibieron completamente la union de C179 al H5 VN/1203/04
recombinante, lo que indica que reconocen un epitopo superpuesto. Por el contrario, la variante 2 de FI6 y
la variante 1 de FI28 no compitieron con un panel de anticuerpos especificos de H5 aislados de donantes
inmunes H5N1 que reconocen diferentes epitopos en la cabeza globular de la HA (C.P. Simmons et al.,
PLoS Med 4, €178 (2007); S. Khurana et al., PLoS Med 6, e1000049 (2009)). Los intentos de mapear el
epitopo de la variante 2 de FI6 mediante la seleccién de mutantes de escape fallaron, lo que sugiere que

su epitopo no se puede mutar facilmente sin comprometer la adaptabilidad viral.

A continuacion, se realizd el mapeo basado en péptidos utilizando librerias de péptidos lineales y ciclados
de HA A/VN/1194/04, asi como también el escaneo de hélices utilizando los sistemas de Pepscan Presto
BV (Lelystad, Paises Bajos). Este andlisis identificé una region de unién de la variante 2 de FI6 que incluye
el péptido de fusion HA2 FGAIAG (aminoacido 3-8, segun la numeracion H3; SEQ ID NO: 37), el péptido
de la hélice A HA2 DGVTNKVNS (aminoacido 46-54; SEC. ID NO: 38), el péptido HA2 Helix B
MENERTLDFHDSNVK (aminoacido 102-116; SEC ID NO: 39) y el péptido HA1 C-terminal LVLATGLRNSP
(aminoacido 315-325; SEQ ID NO: 40). La region de union de la variante 1 de FI28 era diferente de la de

FI6, ya que este anticuerpo no reaccioné con el péptido C-terminal HAl y el péptido Helix B de HA2.
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Ejemplo 3. Generacion y caracterizacion de variantes 3,4 y 5 de FI6 con productividad mejorada

Se sintetizaron varias variantes de FI6 variante 2 VH y VL para mejorar la produccion en células de
mamiferos y eliminar mutaciones somaticas innecesarias y caracteristicas no deseadas. Los genes VH y
VL se clonaron en vectores de expresion que codifican la regidon constante de IgG1 y Ck, respectivamente.
Las secuencias de la linea germinal de la variante 2 de FI6 se determinaron en referencia a la base de
datos IMGT. Las variantes de anticuerpos en las que mutaciones Unicas o multiples de la linea germinal se
revirtieron a la linea germinal se produjeron mediante sintesis (Genscript, Piscatawy, NJ) o mediante
mutagénesis dirigida al sitio (Promega) y se confirmaron mediante secuenciacién. Todas las secuencias de
variantes fueron optimizadas en codén para la expresién en células humanas utilizando el sistema
OptimumGeneTM de GenScript. Se produjeron anticuerpos monoclonales por transfeccion transitoria de
células Freestyle 293 cultivadas en suspension (Invitrogen) con PEI. Los sobrenadantes de las células
transfectadas se recogieron después de 7 dias de cultivo y las IgG se purificaron por afinidad mediante
cromatografia de Proteina A (GE Healthcare) y se desalaron contra PBS. La productividad en el sistema de
expresion transitoria se evalué en varios experimentos independientes. Los valores medios se muestran en
la Figura 1. Como se muestra en la Figura 1, la variante 2 de FI6 se produce a un titulo de 13,5 pg/ml; la
variante 3 de FI6 se produce a un titulo de 46,3 ug/ml; la variante 4 de FI6 se produce a un titulo de 60,7
pg/ml; y la variante 5 de FI6 se produce a un titulo de 61,6 pg/ml. Asi, se pudo lograr un aumento de 3,4-,
4,5-y 4,6- veces los titulos de produccion de las variantes 3, 4 y 5 de FI6, respectivamente, en comparacion

con la variante 2 de FI6.

Los anticuerpos recombinantes también se caracterizaron por la unién mediante ELISAaH5y H7 HA y la
neutralizacion de los pseudovirus H5 y H7 (Tabla 7) en comparacion con la variante 2 de FI6 original IgG.
Las placas de ELISA de area media (Corning) se recubrieron con 5 pyl de 1 ug/ml de HA recombinantes
derivadas de baculovirus (Protein Sciences Corp.) en PBS. Después de bloquear con PBS al 1%/BSA, se
agregaron anticuerpos y la uniéon se revelé usando IgG anti-humana de cabra F(ab")2 conjugada con
fosfatasa alcalina (Southern Biotech). Luego se lavaron las placas, se afiadié sustrato (p-NPP, Sigma) y se
leyeron las placas a 405 nm. Las afinidades relativas de la unién del anticuerpo a los HA se determinaron
con ELISA midiendo la concentracion de anticuerpo requerida para lograr una unidon maxima del 50%
(EC50). Para los ensayos de neutralizacion de pseudovirus, las diluciones en serie del anticuerpo se
incubaron con un sobrenadante de cultivo que contenia pseudovirus de concentracion fija durante 1 hora a
37°C. Las mezclas se afiadieron a células HEK 293T/17 y se incubaron durante 3 dias a 37°C. Luego, las
células se lisaron con reactivo Britelite (Perkin Elmer) y las unidades de luz relativas (RLU) en los lisados
celulares se determinaron con un lector de microplacas luminémetro (Veritas, Turner Biosystems). La
reduccion de la infectividad se determind comparando la RLU en presencia y ausencia de anticuerpos y se
expresé como porcentaje de neutralizacion. La dosis inhibidora del 50% (IC50) se defini6 como la
concentracion de la muestra a la que se redujo la RLU en un 50% en comparacion con los pocillos de control
del virus después de la sustraccion de la RLU de fondo en los pocillos de control de células solamente. La
Tabla 7 muestra las variantes 3-5 de FI6 que se seleccionaron en base a unas caracteristicas de secuencia
mejoradas combinadas con una actividad de unién conservada o mejorada.
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Tabla 7
Enlace Neutralizacion
mADb ID H5-HA EC50 H7-HA EC50 H5 A/VN/1194/04 H7 Alck/IFPV
(ng/ml) (ng/ml) IC50 (ug/ml) Rostock/34 1C50

(Hg/ml)
FI6 var. 2 0,01456 0,0314 0,0054 0,0200
FI6 var. 3 0,0235 0,0573 0,0035 0,0274
FI6 var. 4 0,0137 0,0267 0,0035 0,0093
FI6 var. 5 0,0165 0,0473 0,0054 0,0220

La variante 2 de FI6 y la variante 3 de FI6 se unieron a todos los HA recombinantes o purificados ensayados
pertenecientes al Grupo 1 (H1, H2, H5, H6, H8 y H9) y al Grupo 2 (H3, H4, H7 y H10), con valores EC50
en el rango de 10 a 270 ng/ml (Tabla 8). Ademas, la variante 2 de FI6 y la variante 3 de FI6 tifieron las
células transfectadas con genes HA pertenecientes al Grupo 1 (H11, H12, H13 y H16) y al Grupo 2 (H4,
H10, H14 y H15 (Tabla 8).

Tabla 8
mAb ID
Proteina HA
F16 var.2 FI6 var.3 ctr

H1N1 A/Solomon Islands/3/06 18M 19M >20000®
H1N1 A/New Caledonia/20/99 15 17 >20000
H1N1 A/California/04/09 17 17 >20000
H1IN1 A/Brisbane/59/07 15 17 >20000
H3N2 A/Wyoming/3/03 19 23 >20000
H3N2 A/New York/55/04 32 38 >20000
H3N2 A/Brisbane/10/07 41 37 >20000
H5N1 A/VietNam/1203/04 14 14 >20000
H5N1 A/VietNam/1/05 10 11 >20000
H7N7 A/Netherlands/219/03 26 29 >20000
HON2 A/HongKong/1073/03 14 15 >20000
HANG6 A/pato/Czechoslovakia/56 573 185 >20000
H6N5 A/pardela/Australia/l/72 a1 34 >20000
H7N3 A/Canada/444/04 33 25 >20000
H8N4 A/Alberta/357/84 33 57 ~20000
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H10N4 Alvisén/Sweded/3900/84 90 85 >20000
H13N6 A/gaviota/Maryland/704/77 88 62 >20000
H2N2 A/Singapore/1/57 29 21 >20000
H11N9 A/pato/Memphis/546/74 +@ +@ -
H12N5 A/pato/Alberta/60/76 +@ +© -
H13N6/gaviota/Maryland/704/77 H16N3 +@ +@ B
A/gaviota cabeza negra/Sweded/2/99
+(2) +@ -
H4N6 A/pato/Czechoslovakia/56
+@ +() -
H10N7 A/pollo/Germany/N49
+(2) +@ -
H14N5 A/anade/Astrakhan/263/82
+(2) +@ -
H15N9 A/pardela/WestAustralia/2576/79
+@ +() -
B/Ohio/1/05
>20000 >20000 >20000

(1) valores EC50 (ng/ml) medidos por ELISA
(2) + tincién positivas de 293 células tranfectadas con HA

Ejemplo 4. Caracterizacion estructural de epitopos de la variante 3 de FI6 de HA H1 y H3

Para identificar el epitopo reconocido por la variante 3 de FI6 en las HA del Grupo 1y 2 y para describir las
interacciones moleculares entre el anticuerpo y su antigeno diana, se cristalizaron los complejos del
fragmento Fab de la variante 3 de FI6 con homotrimeros de HA H1 (Grupo 1) y H3 (Grupo 2). Para la
cristalizacion del complejo homotrimero de HA variante 3/H1 de FI16, el ectodominio de H1 HAO se expreso
en células de insecto Sf9. EI ADNc correspondiente a los residuos 11-329 (HA1) y 1-176 (HA2) (basado en
la numeracion de H3) se clond en un vector de expresiéon BioFocus que incorporaba la sefial de secrecion
de GP67 para permitir la secrecion de proteinas expresadas en el medio de cultivo. El ADNc clonado se
fusiond a una secuencia de plegado de trimerizaciéon C-terminal para permitir la formacién de la forma
trimérica de H1 HAO. Se incluyé una secuencia de escision de trombina entre la secuencia de plieque y el
extremo C de HA2 para permitir la eliminacién de la etiqueta de plegado antes de la cristalizacion y una
etiqueta 6-His se incorporé al extremo C-terminal de la secuencia polipeptidica expresada para su uso en
la purificacién por afinidad.

Las células de insecto Sf9 se infectaron con baculovirus recombinante y el HL HAO marcado con 6-His se
recuperé del medio de cultivo mediante su paso sobre resina de Ni-NTA (Qiagen) y filtracion en gel (columna
S200). La proteina eluida correspondiente al H1 HAO trimérico se concentré a 1 mg/ml antes de la
eliminacion de la etiqueta C-terminal mediante tratamiento con trombina (5 unidades de trombina por mg
de HAO) durante dos horas a 20°C. La proteina escindida H1 HAO purificada finalmente se fraccioné en una
columna de intercambio aniénico Mono Q. Para permitir la formacién de su complejo con variante 3 de FI6-
Fab, se mezclé H1 HAO purificado, entre 0,5y 1 mg/ml, con un exceso molar de dos veces la variante 3 de
FI6-Fab purificada. Se dej6 que el complejo se formara por incubacién a 4°C durante tres horas antes de la
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separacion del exceso de variante 3 de FI6-Fab mediante fraccionamiento en una columna de filtracién con
gel S200.

El complejo purificado de Fab-FI16 variante 3 y H1 HAO trimérico sin procesar se concentrd a 12 mg/ml para
su uso en la cristalizacion. Los cristales del complejo Fab-FI6 variante 3 y H1 HAO se hicieron crecer en
gotas colgantes por difusién de vapor sobre una solucién en pocillo que consistia en 0,1M de Bis Tris
propano de pH 7,0, 2,2M de sulfato de amonio. Los cristales crecieron a 20°C durante un periodo de cuatro
semanas y se recogieron de la gota en una mezcla 1:1 de solucioén en pocillo y malonato de sodio 3,4M, pH
7,0, para la proteccién criogénica antes de la congelacion flash en nitrégeno liquido. El conjunto de datos
se recopilé en la Diamond Light Source, linea de haz 103, y se indexd, integré y ajusté usando MOSFLM

y SCALA, respectivamente.

El andlisis estadistico de los parametros celulares unitarios y los pesos moleculares de las proteinas sugirié
un mondémero de hemaglutinina y un fragmento Fab por unidad asimétrica; por tanto, la sustitucion
molecular se realiz6 utilizando modelos de bisqueda en sus estados monoméricos. Las fases iniciales se
obtuvieron utilizando las coordenadas del H1 HA monomérico (ID de PDB 1RD8) como modelo de busqueda
con el programa CCP4 PHASER. Usando el programa de ajuste de modelo automatizado FFFEAR, el
dominio variable de la cadena pesada se ajustd con éxito a la densidad y la comparacion posterior con las
estructuras de anticuerpos HA 3FKU y 3GBN permitio la colocacion del dominio variable de la cadena ligera.
Se realizaron rondas alternas de construccion y refinamiento de modelos usando COOT y REFMACS,
respectivamente. Esto se repiti6 hasta que se ajusté la mayor parte posible del mapa de densidad de

electrones y los valores de R-work y R-free se habian nivelado.

Los aminoacidos en el archivo final de PDB estan numerados siguiendo la convencién de Kabat. El modelo
final contiene todos los H1 HA y los dominios variables de cadena pesada y ligera. Para la cristalizacion de
los complejos heterotriméricos de HA FI6 variante 3H3, se purificd el virus X-31 (H3N2) y el HA liberado
con bromelina (BHA) y los fragmentos Fab se prepararon por digestion con papaina. La variante 3 de FI6
Fab se purificé utilizando cromatografia de afinidad de proteina A sefarosa (HiTrap Protein A HP, 1 ml),
seguida de columna de exclusién de tamafio S-200. 3,5 mg de Fab se mezclaron con 3 mg de X-31 BHA y
se incubaron a 4°C durante la noche para la formacion del complejo y el complejo se purifico utilizando una
columna Superose 6 SEC. Las fracciones pico correspondientes al complejo Fab-HA se agruparon y se

concentraron para la cristalizacion.

Los cristales del complejo variante 3 FI6-H3 se hicieron crecer por difusién de vapor en gotas que asentadas
dispensadas por un robot de cristalizacion Oryx-6 de Douglas Instruments. Los cristales se protegieron
criogénicamente por la adicion de glicerol al 25% a la solucion del reservorio. El conjunto de datos se
recopil6 en la Diamond Light Source, linea de haz 103, y se indexd, integré y ajustd usando Denzo y
Scalepack. Los cristales, que contenian un trimero de H3 HA complejado con tres Fabs variante 3 de FI6
en la unidad asimétrica se resolvieron mediante sustitucion molecular utilizando Amore. Los célculos de
reemplazo molecular se realizaron utilizando las coordenadas para la estructura de 2 A del trimero H3 HA,
los dominios variables de cadena pesada y ligera de la variante 3 de FI6 de la variante 3 de FI6/H1 y los
dominios constantes (ID de PDB 3HCO.pdb) como objetos de blsqueda independientes. La solucién de

reemplazo molecular se refind con Refmac5 y Pheonix intercalados con rondas de ajustes manuales usando
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Coot. Los mapas de densidad de electrones se mejoraron sustancialmente mediante promedios no
cristalograficos utilizando DM.

La cristalografia de rayos X mostré que la variante 3 de FI6 se unia a un epitopo conservado en el
subdominio F. Aunque las dos HA son filogenéticas y estructuralmente distintas y los complejos cristalizan
con diferentes disposiciones de empaquetamiento, se encontré que las superficies de interaccion eran muy
similares (Figura 2, Ay B). En ambos casos, cada monémero del trimero de HA se une a una molécula de
la variante 3 de FI6 (Figura 3). El lazo HCDR3 de la variante 3 de FI6 se une a un surco poco profundo en
el subdominio F de los HA, donde los lados del surco estan formados por residuos de la hélice A de HA2 y
partes de dos cadenas de HAI (38-42 y 318- 320), mientras que el fondo esta formado por el bucle HA2 que
abarca los residuos 18-21 (Figura 2, Ay B).

El bucle HCDR3 cruza la hélice A en un angulo de aproximadamente 45°, permitiendo a Leu-100A, Tyr-
100C, Phe-100D y Trp-100F hacer un contacto hidroéfobo con residuos en la ranura (Figura 4). Tyr-100C y
Trp-100F también forman enlaces de hidrégeno potenciales con la cadena lateral de Thr-318 de HAl y la
cadena principal carbonilo del residuo 19 de HAL, respectivamente. Existen dos interacciones polares
adicionales por los carbonilos de la cadena principal en los residuos 98 y 99 de HCDR3 con Asn-53 y Thr-
49 en la hélice A. En conjunto, la interacciéon de HCDR3 con HA (H1 y H3) sepulta alrededor de 750 A2 de
la superficie del anticuerpo y aproximadamente 2/3 de esta interaccion se explican por la interaccion con la
cadena HA2.

En general, las interacciones realizadas por la variante 3 de FI6 con el surco hidréfobo en H1 y H3 son
notablemente similares. El lazo LCDR1 de la variante 3 de FI6 hace dos contactos con el lado de la hélice
A, opuesto al lado que contribuye al surco hidréfobo; Phe-27D hace contacto hidrofébico con la parte
alifatica de los enlaces de hidrogeno Lys-39 y Asn-28 a Asn-43, que en conjunto representan un area de
superficie sepultada de aproximadamente 190 A2 para H1 y H3. Con H1 HA, que se co-cristalizé en la forma
no dividida, LCDR1 también hace contacto extenso con el "péptido de fusién" no dividido del monémero de
HA derecho distal vecino (Figura 3, By C y Figura. 4, Ay B), lo que equivale a 320 A2 adicionales de la

superficie sepultada de la variante 3 de FI6.

Los residuos 28 y 29 de LCDR1 forman enlaces de hidrogeno de la amida de la cadena principal con los
carbonilos de la cadena principal del residuo 329 de HAL y el siguiente, pero un, residuo de HA2, Leu-2,
abarcando asi el sitio de escision. Phe-27D de LCDR1 hace contactos hidr6fobos con Leu-2 del HA2 distal
derecho vecino, mientras que el hidroxilo de la cadena lateral forma enlaces de hidrégeno en Tyr-29 con el
carbonilo de la cadena principal del residuo 325 de la cadena HA1 derecha distal vecina. En contraste con
la interaccion muy similar entre las HA de H1 y H3 con HCDR3, la interaccion de LCDR1 con el "péptido de
fusién" del monoémero de H3 HA distal derecho escindido vecino es significativamente menos extensa que
la interaccion formada por la H1 HA no escindida (Figura 3, inserto B). Aunque Phe-27D vuelve a hacer
contacto con el resto alifatico de Lys-39 de HA2, Tyr-29 hace contacto con un enlace de hidrégeno potencial
con el carbonilo de la cadena principal de Ala-7 del HA2 distal derecho vecino (a diferencia del residuo 329
en H1 HA no escindido).

Por el contrario, no hay contactos de cadena principales entre el bucle LCDR1 y el "péptido de fusion" del
H3 HA escindido, lo que representa el area de contacto mas pequefia de 114 A (cf 320A2 en H1 HA).
También parece que la escision del precursor de HA para producir H3 HA, da como resultado una
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orientacion ligeramente diferente de la variante 3 de FI6 con respecto a la HA en los complejos variante 3
de FI6/H3 y variante 3 de FI6/H1. Los residuos de contacto en la interfaz entre las cadenas VH y VL de la
variante 3 de FI6 y el HA homotrimérico H3 escindido se muestran en la Tabla 9. Los residuos de contacto
en la interfaz entre las cadenas VH y VL de la variante 3 de FI6 y el HA homotrimérico no escindido se

indican en la Tabla 10.

Tabla 9. Residuos de contacto en la interfaz entre FI6 Variante 3 VH y VL y el Trimero H3-HA escindido

HALl HA2

Sitio de escision — Péptido de fusion Bucle Trp-21

H3
HK | T318 R321' V323' Q327" §328' R3291GI' L2' F3' G4' A7 EI1l'| 118 DI9 G20 w2l
68

FI6 [Y 100c F100d F100d F100d F100d

v3
VH WI100f

Fl6 N28 Y29 Y29 Y29
vl
VK Y29 Y32

Tabla 9 (continuacion). Residuos de contacto en la interfaz entre FI6 Variante 3 VH y VL y Trimero H3-HA

escindido
HA2
Hélice A
Hl.l?ss L38 K39 T41 Q42  A43 145 D46 148 N49 L52 N353 156 E57
wW100f W100f WI100f L100b L98 Y52a L98 R99
FI6 L100g Y 100c R99 S100
v3
VH S100h L100g S100
L100a
Fl6 R93 F27d F27d F27d
v3
VK Y32
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Tabla 10. Residuos de contacto en la interfaz entre FI6 Variante 3 VH y VL y Trimero H1-HA no escindido

HA1 HA2

Sitio de escision — Péptido de fusién Bucle Trp-21

H1
CA| T318 R321" 1323' Q327" S328' R329'| GI' L2 F3* G4 AT EIlI'l VIS DI9 G20 W21
09

F16 Y100c F100d F100d F100d Y100c
v3
VH W100f F100d

Y29 Y29 T27c |T27¢ S27a F27d F27d

F27d T27¢
Fl6
v3 N28 F27d
VK
Y29 N28
Y92

Tabla 10 (continuacién). Residuos de contacto en la interfaz entre FI6 Variante 3 VH y VL y Trimero H1-

HA no escindido

HA2
Hélice A
Ct::)‘) L38 K39 T4l Q42  N43 145 D46 148 T49 V52 N53 156 ES57
W100f W100f WI100f L100a L100a R99 L98 R99 L98
FI6
v3 L100g Y100c L100a R99 R99
VH
$100h L100g
FI6 R93  F27d F27d
v3
VK N28

Las estructuras de dos anticuerpos de reaccion cruzada CR6261 y F10, que son especificos del Grupo 1,
se han descrito previamente como complejos con H5 y H1 HA. Los anticuerpos CR6261 y F10 que se unen
a HA estan mediados solo por sus dominios VH orientados aproximadamente de la misma manera con
respecto al HA, pero ambos anticuerpos estan significativamente girados en relacion con la variante 3 de
FI6 y estan 5-10 A mas cerca del extremo proximal de la membrana de HA (Figura 3, D y E).

Las estructuras de la variante 3 de FI6/H1 y la variante 3 de FI6/H3 aqui mostradas también revelan que,
aunque los sitios de unién en HA de los tres anticuerpos se superponen ampliamente, la naturaleza de las

interacciones creadas por la variante 3 de FI6 son marcadamente diferentes de las creadas por CR6261 y
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los anticuerpos F10. La diferencia mas notable es que la interaccion de la variante 3 de FI6 con el surco
hidr6fobo en HA esta mediada Gnicamente por la longitud de HCDR3, mientras que para CR6261 y F10 los

tres HCDR estan involucrados en la unién.

Una diferencia importante entre los complejos FI6 variante 3/H1 y FI6 variante 3/H3 es que H3 HA esta
glicosilada en Asn-38 (HA1), al igual que las HA H7, H10 y H15 del Grupo 2, mientras que la de H1, al igual
que todos las HA de Grupos 1, no lo estd. En la estructura no unida de H3, esta cadena lateral de
carbohidratos se proyecta desde la hebra beta de HA1, que contiene el residuo Asn-38, hacia la hélice A
de HA2 de la misma subunidad HA, de manera que se superpone la huella de la variante 3 de FI6 (Figura
5A). Se sabe que las cadenas de carbohidratos laterales influyen en la antigenicidad de las glicoproteinas
del virus, por lo que se ha sugerido que este solapamiento explica la falta de unién a las HA del Grupo 2 de
otros anticuerpos reactivos cruzados del Grupo 1 que se dirigen a la region proximal de la membrana de
HA. Sin embargo, la union de la variante 3 de FI6 a H3 HA se habilita mediante la reorientacion del
oligosacarido, una rotacién de aproximadamente 80° de la superficie del HA, de modo que hace nuevos
contactos con Asp-53 y Asn-55 del bucle HCDR2 (Figura 5B).

Dado que la flexibilidad de la cadena de carbohidratos lateral en Asn-38 permite adaptarse a la variante 3
de FI6 al H3 HA, preguntamos si este sitio de glicosilacién probablemente sea la razon por la que el H3 HA
no se une a CR6261 o F10. El modelado simple sugiere que el mismo cambio en la orientacion de la cadena
carbohidrato lateral seria compatible con la unién del CR6261, pero no con F10, anticuerpos reactivos
cruzados. El giro beta que abarca los residuos 73-77 de VH de F10 chocaria con el carbohidrato ligado a
Asn-38 en la orientacidon que adopta en el complejo variante 3 de FI6/H3 y no esta claro si el carbohidrato
podria girar libremente fuera del sitio de unién para acomodar la unién de F10. Sin embargo, ni CR6261 ni
F10 pudieron neutralizar un pseudovirus H7 (A/pollo/Italy/99) en el que se elimind el sitio de glicosilacion
(Asn-38) (IC50 > 50 pg/ml), lo que indica que el impedimento estérico del glicano no es la Unica restriccion

estructural que impide la unién de los anticuerpos CR6261 y F10 a las HA del Grupo 2.

Ademas de la glicosilacion de Asn-38, la diferencia mas notable en la estructura del subdominio F entre el
Grupo 1y el Grupo 2 de HA implica el entorno y la orientacion distintivos del Grupo de HA2 Trp-21. En las
HA del Grupo 1, Trp-21 es aproximadamente paralelo a la superficie del subdominio F, mientras que en las
HA del Grupo 2 esta orientado aproximadamente perpendicular a la superficie (Figura 5, C y D). Los tres
anticuerpos (FI6 variante 3, CR6261 y F10) hacen contacto con Trp-21, principalmente a través de una
cadena lateral de fenilalanina; Phe-100D en FI6 variante 3, Phe-54 en CR6261 y Phe-55 en F10 (Figura 5,
C y D). En el caso de FI6 variante 3, los reordenamientos locales en el bucle HCDRS significan que Phe-
100D se encuentra aproximadamente 2 A mas profundo en el surco hidréfobo en el complejo H1 que en el

complejo H3; por tanto, mantiene una distancia de contacto similar con Trp-21 en ambos casos.

Los dos anticuerpos especificos del Grupo 1 posicionan a Phe-54 (CR6261) y Phe-55 (F10) de manera
similar a la variante 3 de FI6 en complejo con H1 HA. Sin embargo, como Phe-54 (CR6261) y Phe-55 (F10)
estan ubicados en el lazo corto HCDR2, que conecta dos hebras antiparalelas adyacentes, parece que hay
menos flexibilidad que en la variante 3 de FI6 para que la fenilalanina se mueva mas alla del surco hidréfobo
con el fin de acomodar la orientacién del Grupo-2 de Trp-21. Por tanto, la unién de CR6261y F10 a las HA
del Grupo 2 probablemente esté bloqueada por un choque estérico entre la fenilalanina HCDR2 y Trp-21.
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En resumen, los datos estructurales obtenidos indican que, aunque el epitopo central en la hélice A es
similar al reconocido por CR6261 y F10, la variante 3 de FI6 se une con un angulo diferente, 5-10 A mas
de membrana distal y entra en contacto con un area mas grande que abarca la hélice A y que se extiende
al péptido de fusion del monémero derecho distal vecino, tanto en forma escindida como no escindida
(Figura 6). La union a la variante 3 de FI6 esta mediada por CDR tanto de VH como de VL, con
contribuciones destacadas del HCDR3 largo, que acomoda diferentes conformaciones del bucle Trp-21
especifico del Grupo, y del LCDR1 fuertemente mutado. El uso de las cadenas VH y VK y el HCDRS largo
son caracteristicos de los anticuerpos seleccionados naturalmente y contrastan con la propiedad de los
anticuerpos derivados de fagos, como CR6261 y F10, que se unen utilizando solo la cadena VH. Los

residuos de contacto en la variante 3 de FI6 VH y VK se muestran en la Figura 7.
Ejemplo 5. Efecto profilactico in vivo de la variante 3 de FI6

La eficacia protectora de la variante 3 de FI6 se probd in vivo en modelos de ratén de infeccion por el virus
de la influenza A. Grupos de ratones BALB/c hembra de 6 a 8 semanas de edad fueron inyectados via
intravenosa (i.v.) con anticuerpos purificados en concentraciones que variaban de 1 a 16 mg/kg. Tres horas
después, los ratones se anestesiaron profundamente y se testaron via intranasal (i.n.) con 10 MLD50 (dosis
letal del ratén del cincuenta por ciento) de HIN1 A/PR/8/34. En entorno terapéutico, los ratones recibieron
el anticuerpo 1, 2 o 3 dias después de la infeccion. Los ratones se controlaron diariamente para determinar
la supervivencia y la pérdida de peso hasta el dia 14 post-infeccion (p.i.). Los animales que perdieron mas
del 25% de su peso corporal inicial fueron sacrificados de acuerdo con el protocolo de estudio en animales.

Para evaluar la influencia de la variante 3 de FI6 en la replicacién viral, los ratones expuestos a 10 MLD50
de H1N1 A/PR/8/34 recibieron el anticuerpo en diferentes puntos de tiempo y se sacrificaron cuatro dias
después para recolectar pulmones y cerebros. Los tejidos se homogeneizaron en medio Leibovitz L-15
(Invitrogen) suplementado con una solucién antibiético-antimicética (Invitrogen) para lograr una suspension
de 6rganos al 10% p/v. Los homogenados de 6rganos se valoraron en células MDCK y se determinaron las
titulaciones virales. En entorno profilactico, la variante 3 de FI6 fue totalmente protectora y, cuando se
administré a 4 mg/kg, fue parcialmente protectora (80% de supervivencia) cuando se administré a 2 mg/kg
a ratones infectados con el virus del Grupo 1 HIN1 A/PR/8/34 (Figura 8). Los titulos de virus pulmonar el
dia cuatro después de la infeccion se redujeron aproximadamente cien veces en ratones tratados con la
variante 3 de FI6 el dia 0 0 1 dia después de la infeccion (Figura 9). Ademas, la variante 3 de FI6 previno

la pérdida de peso corporal de ratones infectados con el virus H3N2 HK-x31 del Grupo 2 (Figura 8).
Ejemplo 6. Mecanismos de neutralizacion viral por la variante 3 de FI6

Para experimentos in vivo dirigidos a determinar la eficacia protectora de los anticuerpos FI6, se produjeron
mutantes Fc de la variante 2 de FI6 que carecian de la union al complemento (FI6-v2 KA) o del complemento
y la unién a FcR (FI6-v2 LALA). Estos anticuerpos mostraron la misma unién y propiedades neutralizadoras
in vitro que la variante 2 de FI6 y vidas medias comparables in vivo (valores medios 3,3, 3,4y 3,5 dias para
FI6-v2, FI6-v2 KAy FI6-v2 LALA, respectivamente). Su eficacia protectora se probo en ratones con infeccion
letal por el virus A/Puerto Rico/8/34 (H1N1). FI6.v2 protegié completamente a los ratones de la letalidad
cuando se administr6 a 4 mg/kg y protegié al 80% de los ratones a 2 mg/kg (Figura 8F). Cuando se
administraron a 10 mg/kg, FI6-v2 y FI6-v2 KA fueron totalmente protectores, mientras que FI6-v2 LALA

mostré una pérdida sustancial de actividad, pudiendo proteger solo al 40% de los animales (Figura 8F).
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Esta disminucion de la eficacia era particularmente evidente cuando se administraban anticuerpos mutantes

a la concentracion limite de 3 mg/kg (Figura 8G).

Para investigar los mecanismos que contribuyen a la actividad neutralizadora de la variante 3 de FI6, se
incub6 el HA derivado de bacilo NC/99 (Protein Sciences Corporation) durante 40 minutos a 37°C con una
cantidad molar 15 veces mayor de la variante 3 de FI6, FE17, mAb no especifico (HBD85) o sin mAb, en
solucion de PBS. Se afiadié tripsina tratada con TPCK a cada muestra hasta una concentracion final de 2,5
pg/mly la digestion se realizé a 37°C durante 5, 10 y 20 minutos. En cada punto de tiempo, la digestion se
detuvo agregando un tampén que contenia SDS y DTT e hirviendo a 95°C durante 5 minutos. Las muestras
se cargaron luego en un gel de poliacrilamida con tris-glicina al 12%. La transferencia de proteinas en una
membrana de PVDF se realizé con el sistema de transferencia iBlot de Invitrogen. La membrana de PVDF
se blogued durante 30 minutos con leche en polvo desnatada al 10% en TBS-Tween. La incubacién con
anticuerpo primario contra HAO (FO32 biotinilado producido en casa) se realizé a 0,5 pg/ml en TBS-Tween
durante la noche a 4°C. El PVDF se lavo tres veces con TBS-Tween y se incubd durante 1 hora a

temperatura ambiente con estreptavidina conjugada con HRP (Sigma).

La membrana de PVDF se lavo tres veces con TBS-Tween y se detectaron bandas positivas utilizando el
reactivo de deteccion de transferencia Western ECL Plus™ (GE Healthcare) y el sistema de camara CCD
LAS4000. Los datos de la Figura 10 demuestran que la variante 3 de FI6 inhibe la escision de HAO por la
TPCK-tripsina, lo que indica que la unién de la cadena ligera del anticuerpo a la HAO no procesada bloquea

la infectividad, al menos para aquellos virus en los que se produce la escision extracelular.
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REIVINDICACIONES

Anticuerpo aislado, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que neutraliza la infeccion de un
subtipo del grupo 1 y un subtipo del grupo 2 del virus de la influenza A y que comprende: i) las
secuencias de cadena pesada de CDR1, CDR2 y CDR3, tal como se establecen en las SEQ ID NO:
1, 41 y 43, respectivamente, o tal como se establecen en las SEQ ID NO: 1, 41 y 42,
respectivamente; y ii) las secuencias de cadena ligera de CDR1, CDR2 y CDRS3, tal como se
establecen en las SEQ ID NO: 4, 5y 6, respectivamente, 0 como se establecen en las SEQ ID NO:
44, 5 y 6, respectivamente, donde dicho anticuerpo o fragmento de union al antigeno del mismo
comprende una regién variable de cadena pesada que tiene al menos un 90% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos tal como se establece en las SEQ ID NO: 59 0 55; y una
region variable de cadena ligera que tiene una identidad de secuencia de al menos el 90% con la
secuencia de aminoacidos segun se establece en las SEQ ID NO: 57 0 61 y donde dicho anticuerpo
o fragmento de unién a antigeno del mismo se produce en células transfectadas a titulos al menos
3 veces mas altos que aquellos a los que se produce la variante 2 de FI6.

Anticuerpo aislado, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, de la reivindicacion 1, que
comprende una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 59 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 57; o una regién variable de cadena pesada que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 59 y una region variable de cadena ligera que comprende la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 61; o una region variable de cadena pesada que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 55 y una regién variable de cadena ligera que comprende
la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 57; o una regién variable de cadena pesada que
comprende la secuencia de aminoacidos del SEQ ID NO: 55 y una regién variable de cadena ligera
que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 61, y donde el anticuerpo neutraliza

un subtipo del grupo 1y un subtipo del grupo 2 del virus de la influenza A.

Anticuerpo aislado, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, de la reivindicacion 1, que
neutraliza la infeccion de un subtipo del grupo 1 y de un subtipo del grupo 2 del virus de la influenza
Ay se une especificamente a un epitopo en la regién del tallo de un trimero HA de la influenza A,
donde la cadena pesada y ligera de dicho anticuerpo, o de su fragmento de unién a antigeno, entra
en contacto con aminoacidos en un primer monémero proximal y en un segundo mondémero distal
derecho de dicho trimero y donde anticuerpo o su fragmento de union a antigeno comprende: i) las
secuencias de cadena pesada de CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se establecen en las SEQ ID NO:
1, 41 y 43, respectivamente, o tal como se establecen en las SEQ ID NO: 1, 41 y 42,
respectivamente; y ii) las secuencias de cadena ligera de CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se
establecen en las SEQ ID NO: 4, 5y 6, respectivamente, o tal como se establecen en las SEQ ID

NO: 44, 5y 6, respectivamente.

Anticuerpo aislado, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, de la reivindicacién 1, que
neutraliza la infeccion de un subtipo del grupo 1 y de un subtipo del grupo 2 del virus de la influenza
Ay se une especificamente a un epitopo en la regién del tallo de un trimero de hemaglutinina (HA)

de lainfluenza A, donde la cadena pesada y la cadena ligera de dicho anticuerpo, o de un fragmento
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de unién a antigeno del mismo, entra en contacto aminoacidos en un primer monémero proximal y
en un segundo monémero distal derecho de dicho trimero de HA, y donde dicho anticuerpo, o
fragmento de unién a antigeno del mismo, se produce en células transfectadas a titulos al menos 3
veces mas altos que el titulo al que se produce la variante 2 de FI6, donde dicho anticuerpo, o
fragmento de unién a antigeno del mismo, comprende: i) las secuencias de cadena pesada de
CDR1, CDR2 y CDRS3 tal como se establecen en las SEQ ID NO: 1, 41 y 43, respectivamente, o tal
como se establecen en las SEQ ID NO: 1, 41 y 42, respectivamente; y ii) las secuencias de cadena
ligera de CDR1, CDR2 y CDR3 tal como se establecen en las SEQ ID NO: 4, 5y 6, respectivamente,
o tal como se establecen en las SEQ ID NO: 44, 5y 6, respectivamente.

Anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, de la reivindicacion 3 o 4, seleccionado del

grupo consistente en:

a. un anticuerpo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo donde la cadena pesada de dicho
anticuerpo, o del fragmento de union a antigeno del mismo, contacta con residuos aminoacidos en
dicho mondmero proximal y donde la cadena ligera de dicho anticuerpo, o del fragmento de unién a
antigeno del mismo, contacta con residuos aminoacidos en dicho monémero proximal y en dicho
mondémero derecho distal del citado trimero de HA 'y

b. un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que se une especificamente a un epitopo en la
region del tallo de un trimero HA de la influenza A y donde el primer o segundo monémero de dicho

trimero HA de la influenza A esta escindido o no escindido.

Anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, de la reivindicacion 3 o 4, seleccionado del

grupo consistente en:

a. un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, donde la cadena pesada de dicho
anticuerpo, o de su fragmento de union a antigeno, entra en contacto con el aminoéacido en la
posicion 318 en HA1 y con residuos aminoacidos en las posiciones 18, 19, 20, 21, 38, 41, 42, 45,
49, 53 y 57 en HA2 de dicho primer o segundo monémero, y donde dicho monémero esta escindido

0 no escindido;

b. un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, donde la cadena ligera de dicho
anticuerpo, o de su fragmento de unidn a antigeno, entra en contacto con residuos aminoacidos en
las posiciones 38, 39 y 43 en HA2 de dicho monémero proximal y con los residuos aminoacidos en
las posiciones 327, 328 y 329 en HA1 y 1, 2, 3y 4 en HA2 de dicho monémero distal derecho, y
donde dichos mondmeros proximal y distal derecho estan no escindidos;

€. un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, donde la cadena ligera de dicho
anticuerpo, o su fragmento de unién a antigeno, entra en contacto con residuos aminoacidos en las
posiciones 38, 39, 42 y 46 en HA2 de dicho mondmero proximal y con residuos aminoacidos en las
posiciones 321y 323 en HA1y 7 y 11 en HA2 de dicho mondmero distal derecho, y donde dichos
mondémeros proximal y distal derecho estan escindidos;

d. un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une especificamente a un

epitopo que comprende el aminoacido en la posicion 318 de HA1 y los residuos aminoacidos en las
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posiciones 18, 19, 20, 21, 38, 39, 41, 42, 43, 45, 48, 49, 53, 56, y 57 de HA2 de dicho mondémero
proximal, y los residuos aminoacidos en las posiciones 327, 328, 329 de HAl y los residuos
aminoacidos en las posiciones 1, 2, 3, y 4 del polipéptido HA2 de dicho monémero distal derecho,

donde dichos monémeros proximal y distal estan no escindidos;

e. un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une especificamente a un
epitopo que comprende el aminoacido en la posicion 318 de HAL y los residuos aminoacidos en las
posiciones 18, 19, 20, 21, 38, 39, 41, 42, 45, 46, 49, 52, 53 y 57 de HA2 de dicho mondmero proximal
y los residuos aminoacidos en las posiciones 321 y 323 de HAL1 y los residuos aminoacidos en las
posiciones 7 y 11 de HA2 de dicho mondémero distal derecho, donde dichos monémeros proximal y

distal derecho estan escindidos; y

f. un anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, que se une especificamente a un
epitopo que comprende el aminoacido en la posicion 329 de HAL y los residuos aminoacidos en las
posiciones 1, 2, 3 y 4 de HA2, donde dichos HA1 y HA2 estan presentes en un monémero no

escindido de dicho trimero HA.

Anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, o un fragmento de unién a antigeno del
mismo, donde el anticuerpo es un anticuerpo humano, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo

purificado, un anticuerpo de cadena Unica, Fab, Fab', F(ab')2, Fv o scFv.

Molécula de acido nucleico que comprende un polinucleétido que codifica el anticuerpo, o un

fragmento de unién a antigeno del mismo, de cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

Molécula de &acido nucleico segin la declaracién 8, donde el polinucleétido comprende una
secuencia que es al menos un 75% idéntica a la secuencia de acido nucleico establecida en
cualquiera de las SEQ ID NO: 45-54, 56, 58, 60 o 62, o donde el polinucleétido comprende una
secuencia tal como se establece en las SEQ ID NO: 60y 58 o las SEQ ID NO: 60y 62 o las SEQ ID
NO: 56 y 58; o las SEQ ID NO: 56 y 62.

Vector que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 8 o 9.

Célula que expresa el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, o un fragmento de union

a antigeno del mismo; o que comprende el vector de la reivindicacién 8 o 9.

Composicién farmacéutica que comprende el anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-7,
o un fragmento de unién a antigeno del mismo, el &cido nucleico de la reivindicacién 8 0 9, el vector
de la reivindicacion 10, o la célula de la reivindicacion 11, y un diluyente o vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

Anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, o un fragmento de unién a antigeno del mismo,
acido nucleico de la reivindicacion 8 o0 9, vector de la reivindicacion 10, célula de la reivindicacion 11
0 composicién farmacéutica de la reivindicacion 12 para su uso (i) en el tratamiento de la infeccion
por el virus de la influenza A, (ii) en una vacuna o (iii) en el diagnostico de infeccion por virus de la

influenza A.
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