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Anticuerpos Contra El Virus De Influenza y Métodos de Uso de los

Mismos

APLICACIONES RELACIONADAS

Esta aplicacion reivindica el beneficio de USSN 61/005,725 inscrita el 6 de
Diciembre de 2007 y USSN 61/091,599 inscrita el 25 de Agosto de 2008 cuyos

contenidos se incorporan aqui en referencia en su totalidad.
SOPORTE DE OTORGAMIENTO

Esta invencién fue realizada con el soporte del Gobierno de los Estados
Unidos bajo Otorgamientos del Instituto Nacional dé la Salud UO1 Al074518-01. EI

Gobierno de los Estados Unidos tiene ciertos derechos en la invencion.
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere de forma general a anticuerpos anti-virales asi

como a métodos de uso de los mismos.
ANTECEDENTES

Una pandemia de influenza representa una de los riesgos de infeccion mas
graves para la salud humana. La pandemia de influenza de 1918-1919 causé un
estimado de 500,000 muertes en los Estados Unidos, haciéndola el evento mas
fatal de toda la historia de los EEUU. La propagacién de la altamente patogénica

influenza aviar (HPAI) influenza H5N1 a través de Asia y ahora al oriente medio y
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norte de Africa crea un riesgo sustancial para el surgimiento de una nueva
.pandemia.

Variaciones naturales asi como el escape de mutaciones sugieren que la
evolucion continta del virus puede impactar la decision de cual (es) cepa (s) se
debe (n) utilizar para inmunizaciones pasivas y activas. Aunque un numero
importante de mapeo de epitopos y estudios de neutralizacion de escape han
reportado nuevos anticuerpos neutralizantes y se necesitan estudios estructurales
relacionados para desarrollar estrategias de inmunizacioén contra HPAI H5N1. Los
retos de desarrollar una vacuna protectora contra HPAI H5N1 son formidables y se
necesitan nuevos enfoques para prevenir y tratar infecciones humanas por un
enemigo de cambio constante. Hay una necesidad de desarrollar rapidamente
estrategias terapéuticas para obtener la proteccion inmunolégica de los
huéspedes, tanto pasivos como activos.

Se han hecho avances tremendos en el campo de la ingenieria de
anticuerpos humanos (Ab). Inmunoterapias se basadas en anticuerpos
monoclonales (Mab) se estan volviendo el estandar de cuidado en un creciente
namero de enfermedades humanas incluyendo RSV. El cambio hacia el
aislamiento de Mab humano de novo y su uso clinico es en parte por la nueva
demostracion de anticuerpos y otras técnicas de deteccion de coleccibnes que
ahora son explotadas para crear anticuerpos humanos con alta afinidad y
especificidad. Las inmunoterapia Mab Humanas pueden proporcionar un creciente

rol importante en el manejo clinico de las enfermedades humanas.
RESUMEN DE LA INVENCION

La invencién estd basada en el descubrimiento de anticuerpos

monoclonales que neutralizan el virus de influenza, p.e. virus de influenza A. El



10

15

20

25

WO 2009/079259 3 PCT/US2008/085876

virus de influenza A es un virus de influenza A grupo | como el conjunto H1 de
virus de influenza, el conjunto H1 de virus de influenza es un conjunto H1a o un
conjunto H1b. El anticuerpo monoclonal es completamente humano. Embales
aspectos, el anticuerpo monoclonal es un anticuerpo bivalente, un anticuerpo
monovalente, un anticuerpo de cepa sencilla o fragmentos de los mismos.
Especificamente, tales lazos monoclonales a un epitopo en la region del tallo de la
proteina hemaglutinina (HA), como los polipéptidos HA1 o HA2. El epitopo es no-
lineal.

Opcionalmente, el epitopo comprende tanto el HA-1 como el HA-2. El
epitopo es no-lineal. En algunas materializaciones el epitopo comprende la
posicion de aminoacido 18, 38, 40, 291 del polipéptido HA1 y el aminoacido en la
posicion 18,19, 20, 21, 38, 41, 42, 45, 49, 52, 53 y 56 del polipéptido HAZ2.

Anticuerpos monoclonales ejemplares incluyen anticuerpos monoclonales
D7, D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88, E90, o H98 o un anticuerpo que se enlace
al mismo epitopo como D7, D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88, E90, o H98.

Los anticuerpos monoclonales de la invencion pueden tener la afinidad de
enlace de anticuerpo monoclonal D7, D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88, E90, o
H98. Alternativamente, la afinidad de enlace puede variar de mas o menos 1pM a
mas o menos 200 mM. Los anticuerpos monoclonales de la invencién funcionan
para inhibir fusiones virales y de membrana celular.

El anticuerpo monoclonal tiene una pesada cadena de secuencia de
aminoacido variable que contiene SEQ ID NOS: 2, 6, 12, 18, 24, 28, 32y 36 y/o
una liviana cadena de secuencia de aminoacido variable que contiene SEQ ID
NOS: 4, 8, 14, 16, 20, 22, 26, 30, 34 y 38. |

El anticuerpo monoclonal tiene una pesada cadena de secuencia de acido

nucléico variable que contiene SEQ ID NOS: 1, 5, 13, 15, 21, 23, 29, 33,37y 40y
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o una liviana cadena de secuencia de acido nucléico variable que contiene SEQ ID
NOS: 3,9, 11,17, 19, 25, 27, 31, 35, 39 y 42.

También se proporciona por la invencion un anticuerpo de proteina de
hemaglutinina de anti-influenza monoclonal o fragmento del mismo, donde el
anticuerpo tiene una region CDR1 Vy que tiene la secuencia de aminoacidos

SYAFS (SEQ ID NO: 43), TNAFS (SEQ ID NO: 44), AYAFT (SEQ ID NO: 45),

SFAIS (SEQ ID NO: 46), SYAIS (SEQ ID NO: 47) GYYIH (SEQ ID NO: 48),

MTAFT (SEQ ID NO: 49), o DNAIS (SEQ ID NO: 50); una regién CDR2 Vy que

tiene la secuencia de aminoacidos GIIPMFGTPNYAQKFQG (SEQ ID NO: 51),

GVIPLFRTASYAQNVQG (SEQ ID NO: 52), GIGMFGTANYAQKFQG (SEQ ID

NO: 53), GISPMFGTPNYAQKFQG (SEQ ID NO: 54), GIIGVFGVPKYAQKFQG

(SEQ ID NO: 55), WINPMTGGTNYAQKFQV (SEQ ID NO: 56),

GISPIFRTPKYAQKFQG (SVEQ ID NO: 57), o GIIPIFGKPNYAQKFQG (SEQ ID

NO: 58); una region CDR3 Vy que tiene la secuencia de aminoacidos SSGYYYG

GGFDV (SEQ ID NO: 59), SSGYHFGRSHFDS (SEQ ID NO: 60), GLYYYESSLDY

(SEQ ID NO: 61), SPSYICSGGTCVFDH (SEQ ID NO: 62), EPGYYVGKNGFDV

(SEQ ID NO: 63), GASV.RYFDWQPEALDI (SEQ ID NO: 64), TLSSYQPNNDAFAI

(SEQ ID NO: 65), o DSDAYYYGSGGMDV (SEQ ID NO: 66); una region CDR1 V|

que tiene la secuencia de aminoacidos TGSSSNIGNYVA (SEQ ID NO: 67),

TGSSSNIAANYVQ (SEQ ID NO: 68), TGTSSDVGGYNSVS (SEQ ID NO: 69),

TGNSNNVGNQGAA (SEQ ID NO: 70), TGDSNNVGHQGTA (SEQ ID NO: 71),

GGNNIGGYSVy (SEQ ID NO: 72), RASQSVSSYLA (SEQ ID NO: 73),

RASQSLSSKYLA (SEQ ID NO: 74), TGSSSNIGNYVA (SEQ ID NO: 75),

SGSSSNIGSNTVN (SEQ ID NO: 76), RASQSISSYLN (SEQ ID NO: 77), o

TLSSGHSNYIIA (SEQ ID NO: 78); una region CDR2 V| que tiene la secuencia de

aminoacidos SNSDRPS (SEQ ID NO: 79), EDDRRPS (SEQ ID NO: 80),

EVTKRPS (SEQ ID NO: 81), RNNDRPS (SEQ ID NO: 82), RNGNRPS (SEQ ID




10

15

20

25

WO 2009/079259 5 PCT/US2008/085876

NO: 83), DDKDRPS (SEQ ID NO: 84), DASNRAT (SEQ ID NO: 85), GASSRAT

(SEQ ID NO: 86), SNNQRPS (SEQ ID NO: 87), AASSLQR (SEQ ID NO: 88),

SNEQRPS (SEQ ID NO: 89), o VNSDGSHTKGD (SEQ ID NO: 90) y/o una region

CDR3 V. que tiene la secuencia de aminoacidos QSYDSLSAYV (SEQ ID NO: 91),

QSYDTNNHAV (SEQ ID NO: 92), CSYAGHSAYV (SEQ ID NO: 93),

STWDSSLSAVV (SEQ_ID NO: 94), SVWDSSLSAWV (SEQ ID NO: 95),

QVWDSGNDRPL (SEQ ID NO: 96), QQYGSSPQV (SEQ ID NO: 97),

QQYDGVPRT (SEQ ID NO: 98), QSYDSRLSASL (SEQ ID NO: 99), QQYDSSPYT

(SEQ ID NO: 100), ASWDDNLSGWYV (SEQ ID NO: 101), o ETWDTKIHV (SEQ ID

NO: 102).

En otro aspecto mas, la invenciéon provee An aislado un anticuerpo de
proteina hemaglutinina monoclonal anti-influenza o fragmento del mismo donde el
anticuerpo tiene una secuencia de aminoacido VH codificada por el gen VH de
linea germinal IGHV1-69*01 y el aminoacido en la posicion: a) 27 es una valina; b)
28 es treonina; c) 30 es serina; d) 31 es serina; e) 54 es metionina; f) 55 es
fenilalanina; g) 58 es treonina; h) 100 es prolina; i) 101 es serina; j) 102 es tirosina;
k) 103 es isoleucina y 105 es serina.

En otro aspecto, la invencion provee un método de prevenir o tratar una
enfermedad o desorden causado por un virus de influenza administrando a una
persona en riesgo de sufrir de dicha enfermedad o desorden, una cantidad

terapéutica efectiva de un anticuerpo monoclonal o anticuerpo scFV descrito aqui.

El anticuerpo monoclonal o anticuerpo scFV es administrado en una dosis

suficiente para neutralizar el virus de influenza. En materializaciones del invento, el
método también incluye suministrar una droga anti-viral, un inhibidor de entrada
viral o un inhibidor de adjunciéon viral. La droga anti-viral es inhibidor de

neuraminidasa asi como Zanamivir, o fosfato de oseltamivir, un inhibidor HA, un
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inhibidor de acido sialico o un canal M2 ionico como la amantadina o rimantadina.
El anticuerpo es administrado posterior a t o después de la exposicién a un virus
de influenza.

En otro aspecto, la invencion provee un método para detectar la presencia
de un virus de influenza en una muestra poniendo en contacto la muestra con un
anticuerpo monoclonal como se describe aqui, y detectando la presencia o
ausencia de un complejo anticuerpo-antigeno, por lo tanto detectando la presencia
de un virus de influenza en una muestra. La muestra de prueba es generalmente
obtenida de la sangre, pelo, raspadura o frotis de cachete, saliva, biopsia, orina,
heces, esputo, aspiracion nasal, o semen.

La invencion también se basa en el descubrimiento de un protocolo para
generar anticuerpos humanos de ampﬁa neutralizacion que se dirigen a un
altamente conservado epitopo en la region de tallo de HA. Usando el trimero H5
ectodominio expresado en baculoviridae que produce manosas N-glycans mas
cortas y sin cambios absorbidas en una superficie plastica, permitida para la
presentaciéon dominante del epitopo de tallo mientras oculta la normalmente
inmunodominante cabeza globular.

Por consiguiente, también incluido en la invencién esta un método para
producir un anticuerpo aislado que enlaza especificamente un virus patogénico
envuelto por la exposicion de una cadena simple o expresién Fab de coleccione a
una proteina de fusidbn de membrana del virus, identificando un anticuerpo en la
coleccione que especificamente enlaza dicha proteina; y aislando el anticuerpo de
la coleccione. Preferiblemente, la proteina de fusién es inmovilizada en una
superficie solida, p.e. plastico. En varios aspectos la proteina de fusion tiene
glucosilacién modificada comparada con una proteina de fusién de tipo salvaje.

Por ejemplo, la fusidén es producida en una célula no-mamifera, como una célula
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de un insecto. La proteina de fusién es por ejemplo una proteina hemaglutinina de
trimero (HA)

La invencion ademas provee un método para vacunar a un sujeto contra
virus patogénicos envueltos como un virus de influenza administrando al sujeto
una proteina de fusion de membrana (p.e., una proteina cubierta de hemaglutinina
de trimero (HA)) o implantada en una matriz biolégicamente compatible. En varios
aspectos la proteina de fusion tiene glucosilacién modificada comparada con una
proteina de fusién de tipo salvaje.

En otro aspecto, la invencién provee una composicién comprendida de un
anticuerpo monoclonal como se describe aqui y equipos que contienen la
composicion en uno 0 mas contenedores e instrucciones para su uso.

A menos que se defina de otra forma, todos los términos técnicos y
cientificos usados aqui tienen el mismo significado como se entiende comunmente
por alguien con una habilidad ordinaria en el arte en el que esta invencion
pertenece. Aunque métodos y materiales similares a los descritos aqui pueden ser
usados en la practica o en pruebas de la presente invencion, métodos y materiales
apropiados son descritos mas abajo. Todas las publicaciones, solicitud de
patentes, y otras referencias aqui mencionadas son incorporadas por referencia
en su totalidad. En caso de conflicto, la presente especificaciéon, incluyendo
definiciones, estara en control. Adicionalmente, los materiales, métodos, y
ejemplos son solo ilustrativos y no se supone que sean limitantes.

Otros aspectos y ventajas de la invencion seran aparentes de las siguientes

descripciones detalladas y reivindicaciones.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIAGRAMAS

La Figura 1 A es una ilustraciéon de la estructura del trimero A/Vietnam
1203/04. El lugar de receptor de enlace y el lugar de variaciéon antigénica estan
resaltadas en el monémero. |

La figura 1 B es una ilustracién que muestra la ubicacién de residuos de
aminoécidos en el HA de los virus de influenza H5N1 que estan bajo selecciéon
positiva.

La figura 2 es una ilustracion esquematica de inmunoterapia de
combinacién convergente para H5N1.

La Figura 3 es una ilustracibn que muestra una comparacion de la
secuencia de arhinoécidos de las regiones estructurales 1-4 (FR1-4) y las regiones

determinantes de complementariedad 1-3(CDR1-3) para el V4 (secuencias de

longitud completa descritas como la SEQ ID NOS 110-116, respectivamente,

en_orden de apariciéon) y V|, (secuencias de longitud completa descritas

como las SEQ ID NOS 8, 14, 20, 26, 30, 34, 16, 38, 22, y 10, respectivamente,

en orden de aparicion) de los anticuerpos de anti-influenza de la invencion. Las

regiones FR y CDR se definen utilizando la base de datos Kabat. Los nombres de
los genes de Vy y V| se muestran a la derecha (utilizando la base de datos IMGT).
Los puntos muestran la identidad de la secuencia de consenso. Los guiones

representan espacios. La Figura 3 describe la “CDR1” V4 como la SEQ ID NOS

117-123, “CDR2” como la SEQ ID NOS 124-130, y la “CDR3” como la SEQ ID

NOS 169 y 131-136, todas respectivamente, en orden de aparicion. La Figura
3 describe la “CDR1” V. como la SEQ ID NOS 137-146, “CDR2” como la SEQ

ID NOS 147-156, y la “CDR3” como la SEQ ID NOS 157-166, todas

respectivamente, en orden de apariciéon. La Fiqura 3 describe la CDR V, y las

secuencias de consenso como la SEQ ID NOS 170-173 y las secuencias de

10



15

20

25

WO 2009/079259 9 PCT/US2008/085876

consenso FR V, como la SEQ ID NOS 174-177, todas respectivamente, en el

orden de apariciéon. La Figura 3 también describe “OVOLVOSGAEV” como la
SEQ ID NO: 167 y “VTVSS” como la SEQ ID NO: 168.

La figura 4 muestra neutralizaciones in vitro de anticuerpos anti-H5. (a)
(Panel Superior) Los 10 nAbs fueron convertidos a scFv-Fcs (fragmento de
cadena simple de regiéon variable enlazada con Eje, CH2 y CH3) solubles y
evaluados para neutralizar actividad contra virus pseudotyped H5-THO04. El
porcentaje de neutralizacién en 2 concentraciones es mostrada con barras de
error estandar. EI mAb 80R® fue usado como el control (Ctrl.). (paneles medio e
inferior), Neutralizacion de H5-VNQO4 y H5INO5 de tipo salvaje por los 10 scFv-Fcs
en tres concentraciones utilizando un ensayo de placa de reduccion. Los
resultados son consistentes con los obtenidos de ensayos de microneutralizacién
(no se muestran los datos). (b) Neutralizacion cruzada de subtipo. nAbs D8, F10 y
A66 todos neutralizaron virus pseudotyped H5-TH04, H1-SC1918 ((A/Carolina del
Sur/1/1918 (H1N1)), H1-PR34 (A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)), H2-JP57
(A/Japon/305/57(H2N2)) and H6-NY98 (A/pollo/Nueva York/14677-
13/1998(H6NZ2)). (e) Ensayo de micfoneutralizacién. Titers de neutralizacién de
F10 contra H5N1, H1N1 (A/Ohio/83 ("H1-0H83")) y H2N2 (A/Ann Arbor/6/60 ('H2-
AAG60")) de tipo salvaje comparados con un murino mAb 21G8.6 criado contra
H5N1 y Ctrl. 80R (1 mg/mL Ab de solucion de surtido). “<” indica un titer de menos
de 20. Los resultados representan dos experimentos independientes. |

La figura 5 muestra el mecanismo de neutralizacién. (a) ensayo de
inhibicion de enlace de virus utilizando virus de longitud-completa HA de
pseudotipo H5-TH04 HIV-1. El enlace de virus a células en grupos Ab-tratados
fueron comparados con enlaces a células en la ausencia de Ab (definido como
100%). Ninguno de los tres virus inhibidos nAbs (D8, F10 y A66) enlazados a

células, mientras que un ratén anti-H5 mAb, 17A2.1.2, y hurén con suero anti-
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H5N1, los dos hemaglutinina inhibidos y presuntamente enlazados a la cabeza,
redujeron enlace significativamente. (b) Inhibicion de formacién de sincitios por
nAbs. Células Hela fueron transferidas con plasmido de expresiéon H5-THO04.
Formacion de sincitios inducida por la exposiciéon corta a tapén de pH 5.0 fue
completamente inhibida por nAbs D8, F10 y A66, a 20 ug/ml, mientras que el
control y un anti-HA1 mAb (2A) a la misma concentracion no tuvieron efecto.

La Figura 6 muestra la Estructura del epitopo HS5-F10, y la
secuencia/conservacion estructural. (a) Estructura del trimero H5 unido a F10
(scFv). H5 es muy similar a la estructura no complejada®' (RMSD en forma de
pares (Ca) = 1.0 y 0.63 A para 2 trimeros independientes). Se codifican por
colores el HA1, HA2, la hélice aA de HA2, el “péptido de fusiéon” (FP), y F10 (Vx y
V). El tercer F10 se oculta detras del tallo. Observe que V. no hace contacto con
H5. (b) Superficie de la regiéon de tallo central. Se colorea un monémero por
cadena; se éubraya (en rojo) la ruta del FP al epitopo; las mutaciones que no
afectan la unién estan en cian. El péptido de fusion (FP y FP') es visible en dos
monomeros. Se marcan los residuos de epitopo en blanco (HA2) o amarillo (HA1).
(c) Vista de cerca del epitopo que muestra la punta de F10 (cinta roja) y las
cadenas laterales CDR seleccionadas. De la superficie oculta 1500 A en la
interfaz, el 43% implica interacciones hidréfobas. (d) Superposiciéon de los subtipos
HA: H1, H5 y H9 (Grupo 1) en tonos de rojo/ amarillo (1RU7, 21BXy 1 JSD); H3 y
H7 (Grupo 2) en tonos de azul (1MQL y 1T18). Los RMSD para superposiciones en
forma de pares son 0.56+ 0.11 A (rango observado, Grupo 1); 0.75 A (Grupo 2); y
1.21+0.12 A entre grupos. Las diferencias consistentes entre los grupos incluyen
la orientacion de W21,, que se une para alternar las direcciones de la cadena
lateral en 184 y 384, el ocultamiento de la tirosina mayor (Grupo 1) versus histidina
(Grupo 2) en 174, y el empaque de His111, oculto (Grupo 1) contra W214. Se

indican otros residuos de epitopo por los circulos blancos numerados. Se glucosila
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N384 en el conglomerado H3 y H7. (e) Secuencias de los subtipos 16 HA. Los
circulos indican energias de unién calculadas: fuerte =azul, intermedia =naranja;
débil= azul; no favorable =negro. El resaltado de color indica la conservacién de la
secuencia dentro de los conglomerados y grupos. La red de los contactos inter-
helicoidales que estabilizan la estructura fusdgenica® se indican por debajo las

secuencias. La figura 6E describe el “VDGW” como la SEQ ID NO: 108,

“IDGW” como la SEQ ID NO: 106, “INGW” como la SEQ ID NO: 105, y “IAGW”

como la SEQ ID NO: 109.

La figura 7 muestra la eficacia profilactica y terapéutica de anti-H5 nAbs en
ratones. Los ratones fueron tratados con diferentes dosis de nAb ya sea antes o

después del reto viral letal. Eficiencia profilactica (a, b, g y h). Los ratones fueron

tratados con anti-h5 nAbs o control mAb 24 horas después del reto letal
intranasalmente (i.n.) con 10 dosis letales promedio (MLDs;) de los H5N1 o
H1N1s. (a) Injeccién intra-peritonea (i.p.) de 10 mg/kg de cualquiera de los tres
nAbs proporcionaron proteccion completa a los ratones retados con H5-VN04 (H5-
VNO4 (A/Vietnam/1203/04 (H5N1), Clade 1). Una dosis de anticuerpo mas baja
(2.5 mg/kg) también fue altamente protectora. (b) Proteccién profilactica contra
virus H5-HK97 (A/HongKong/483/97 (H5N1), Clade O) fue observada en 80-100%
de los ratones tratados con 10 mg/kg de cualquiera de los tres nAbs. (g)
Cualquiera de los tres nAbs (a 10 mg/kg de una inyeccidon) proveen completa
proteccion de los ratones retados con virus H1-WSN33 (A/WSN/1933(H1N1)). (h)
D8 y F10 protegieron completamente a ratones retados con H1-PR34 (A/Puerto
Rico/8/34 (H1N1)) cuando se suministr6 10 mg/kg de una sola inyeccion. A66
proveyo proteccion completa de ratones cuando 25 mg/kg de anticuerpo fue

suministrado en una sola inyeccion. Eficiencia terapéutica (c-f). Los ratones fueron

inoculados con H5-VNO4 e inyectados con nAbs a 24, 48, 72 hpi (¢, e y f) o con

H5-HK97 a 24 hpi (d). Tratamiento i.p. con 15 mg/kg (una dosis terapéuticamente
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alcanzable en humanos) de cualquiera de 3 nAbs a 24h post-inoculaciéon (hpi)
protegio a 80-100% de los ratones retados con 10-veces el MLDsp de cualquiera
de los virus H5-VN04 o H5-HK97.

La figura 8 ilustra SDS-PAGE y analisis de filtracién de gel de proteinas HA.
(a) El anticuerpo 2A fue obtenido de una seleccion objeto HA1 separada contra
HA1 (residuo 11-325) fragmento de H5-THO04 (panel izquierdo).. H5 HA (cepa H5-
VNO4) utilizada para selecciéon de coleccione se muestra en el panel derecho, (b)
H5-VNO4 (H5) y scFv complejo F10. HAO fue completamente dividido en HA1 y
HAZ2 por co-expresion con furina (panel izquierdo). Los complejos fueron formados
primero mezclando H5 y F10 en una proporcién molar de 1:10, y luego purificada
por filtracion de gel.

La figura 9 muestra el enlace de anti-H5 scFv-Fcs con H5 o HA1 por ELISA
y competencia ELISA. (a) 1 pg/mL de anti-H5 scFv-Fcs seguido por HRP-anti-
humano IgG1 fueron utilizados para detectar el enlace de anti-H5 scFv-Fcs con
HA1 (H5-THO4) o H5 (H5-VNO4) cubierto en un plato ELISA. Un anticuerpo selecto
contra la subunidad HA1, mAb 2A scFv-Fc, enlazado a HA1 y H5. Los 10 potentes
neutralizantes scFv-Fcs enlazados a H5 pero no a HA1. (b) 10" pfu de anti-H5
phage-scFvs fueron mezclados con 5 ug/mL de anti-H5 scFv-Fcs y afiadidos a
platos cubiertos H5 (H5-VNO4), lavados, y seguidos de HRP-anti-M13 para
detectar phage-scFvs enlazado a H5. mAb 2A-Fc no compitié6 por el epitopo
reconocido por los 10 H5-seleccionados Abs. Todos los H5-seleccionados scFv-
Fcs compitieron cruzado. De estos, Ab F10 (phage-scFv) enlazado al trimero H5
fue el menos inhibido por los otros scFv-Fcs sugiriendo que tiene la mayor afinidad
entre los Abs probados.

La figura 10 muestra la caracterizacién cinética y termodinamica del enlace
de H5 con nAbs D8, F10 y A66-1gG1s- nAbs fueron capturados en un chip CM4

por IgG1 anti-humano; el trimero H5 (H5-VNO04) en varias concentraciones (20, 10,
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5, 2.5, 2.5, 1.25, 0.625 nM) fue inyectado sobre la superficie del chip. La cinética
de enlace fue evaluada utilizando un modelo de enlace Langmuir 1:1. Las curvas
de enlace documentado (con referencia en blanco substraida) y las curvas
calculadas estan superimpuestas de cerca. Cada valor ka, kd y Kp representa el
promedio y el error estandar de los tres experimentos.

La figura 11 muestra la relacion filogenética y comparaciéon de secuencia
entre subtipos HA. El arbol filogenético de los 16 subtipos HA de virus de influenza
A basados en secuencias de aminoacidos- Cuatro conjuntos de subtipos HA estan
sombreados en diferentes colores. Las secuencias utilizadas para analisis fueron:
H1 (A/South Carolina/1/1918), H2 (A/Japan/305/1957), H3 (A/Aichi/2/1968), H4
(A/duck/Czechoslovakia/56), H5 (A/VietNam1203/2004), H6
(A/chicken/California/431/00), H7 (A/Netherland/219/03), H8
(A/turkey/Ontario/6118/68), H9 (A/swine/HK/9/98), H10 (A/chicken/GermanyIN49),
H11 (A/duck/England/56), H12 (A/duck/Alberta/60/76), H13
(A/gull/Maryland/704/77), H14 (A/mallard/Astrakhan/263/1982), H15
(A/shearwater/West Australia/2576/79) y H16 (A/black-headed gull/Sweden/2/99).

La figura 12 muestra titers en pulmones, bazo y cerebro de ratones tratados
con anti-H5 nAbs después de reto H5-VNO4. Ratones BALB/c (n=5) fueron
tratados por inyecciones i.p. de 15 mg/kg de mAb a 24, 48 o 72 horas después de
infeccion i.n. con 10 MLDsp de H5-VNO4. Los titers virales fueron determinados en
pulmones, cerebro y bazo recolectado a 96 hpi. Los datos mostrados en una forma
de caja-y-extensiones en donde la caja se extiende desde el 25° al 75° percentil,
con una linea horizontal en la media. Las extensiones arriba y debajo de la caja
indican los valores extremos. Los resultados de analisis estadisticos de pruebas-T
de estudiantes son anotados con un asterisco simple (*) para p<0.05, y asteriscos
dobles (**) para p <0.01. Las flechas que cruzan el eje Y indican el limite de

deteccion de la titracion.
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La figura 13 muestra el anélisis FACS de anti-H5 nAbs enlazado con todos
los conjuntos H1 Has incluyendo H1, H2, H5, H6, H11, H13 y H16. Células 293T
fueron transfectadas transientemente con diferentes plasmidos expresando-HA, y
enlace mAb a las células expresando-HA fue analizado por FACS. El anti-SARS
mAb 80R fue utilizado como control. 2A-Fc es un anticuerpo H5 HA especifico. La
falta de enlace a un Grupo 2 HA, H7, también se muestra. Detalles de cepa viral
de H11, H13 y H16 son: H11-MP74 (A/Duck/memphis/546/74 (H11N9)), H13-
MD77 (A/Gull/MD/704/77 (H13N6)) y H16-DE06 (A/Shorebird/DE/172/06

(H16N3)).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La influenza A es un virus de sentido-negativo, RNA de filamento-sencillo,
con proteinas de genoma codificado 10 de ocho-segmentos. Pertenece a la familia
Orthomyxoviridae que incluye el género de virus de influenza A, B y C como se
define por la antigenicidad de las proteinas nucleocapsidas y matriz.
Generalmente, el virus de influenza A es ademas sub tipificado por dos proteinas
de superficie, hemaglutinina (HA) que sujeta el virién a la célula huésped para
entrada de células, y neuraminidasa (NA) que facilita el esparcimiento del virus
progenie separando el acido sidlico sujeto al virus progenie o a la superficie
celular.

Hay 16 subtipos HA y 9 subtipos NA que constituyen todos los subtipos de
los virus de influenza A por varias combinaciones de HA y NA. Todas las
combinaciones los 16 HA y 9 NA subtipos de virus son encontrados en agua de
aves de corral. De los cientos de cepas de los virus de influenza A aviar, solo
cuatro se sabe que causan infecciones a humanos: H5N1, H7N3, H7N7 y HON2.

En general, la infeccidn humana con estos virus ha resultado en sintomas ligeros y
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muy pocas enfermedades severas: solo ha habido un caso fatal de neumonia
causada por H7N7. Sin embrago, la excepcién es el altamente patogénico virus
H5N1, para la cual no hay una inmunidad natural en humanos. La infidelidad de la
polimerasa RNA y la presion selectiva de la inmunidad de huésped puede llevar a
la acumulacién de mutaciones y cambio en la superficie de antigenicidad de estas
proteinas. Este cambio de antigenicidad es llamado deriva de antigenicidad.
Adicionalmente, como resultado de su genoma segmentado, la mezcla de
segmentos de gen pueden ocurrir si dos diferentes subtipos de virus de influenza
A infectan a la misma célula. Por ejemplo, si un virus humano H3N2 y un virus a
aviar H5N1 infectan al tiempo a un humano u otro miembro de las especies
mamiferas, tal evento puede producir una novedosa H5N2. Este virus novedoso
puede ser eficientemente transmitido de humano a humano porque la mayor parte
de los segmentos de gen vienen del virus humano. Tal reorganizacion genética
puede conllevar a un cambio de antigeno mayor, una asi llamada derivacion
antigénica, que puede significar que la mayor parte de la poblacién global no
tendria anticuerpos neutralizantes contra el virus resultante. Tal situacién, aunada
con la alta mortalidad de la neumonia por influenza H5N1, es uno de los
escenarios mas temidos en el campo de la salud publica.

El virus de influenza hemaglutinina (HA) es el mas variable antigeno de los
virus de influenza, y es responsable por la entrada de virus a las células. Es
sintetizado como un precursor trimero polipéptido HAO que es separado post-
translacionalmente a dos polipéptidos HA1 y HA2 enlazados por un vinculo
disulfudico sencillo. La cadena HA1 de HA es responsable por la sujecion del virus
a la superficie celular. HA2 media la fusién de membranas virales y celulares en
endosomas, permitiendo la liberacion del complejo ribonucleoproteinico al
citoplasma. En contraste con HA1, la molécula HA2 representa una parte

relativamente conservada de HA. Una segunda proteina inmunogenética de la
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influenza es neuraminidasa (NA). Esta glicoproteina tetramerica es responsable
por la liberacion de viriones desde la superficie de acidos sialico en las células del
productor, y también pueden tener un rol en promover el acceso a células destino
en las vias aéreas. Aunque los anticuerpos neutralizantes contra NA son
prospectivos en los animales y el hombre, en insuficiencia de datos en los
mecanismos de accién. Un reporte reciente en la estructura de cristales de
neuraminidasa N1 demostré la presencia de una cavidad adjunta a su lugar activo
y puede ser aprovechada para desarrollar nuevas drogas anti-influenza,
incluyendo anticuerpos. Este descubrimiento es particularmente importante en la
luz de reportes del surgimiento de resistencia a drogas de oseltamivir (Tamiflu) y
zanamivir (Relenza) para los virus H5N1.

Ambas cadenas HA1 y HA2 de HA son inmuno genéticas y reactivas a
anticuerpos con ambas cadenas como se ha demostrado después de infeccidn
natural en humanos. Mientras que los anticuerpos especificos a HA1 son
principalmente neutralizantes, diferentes mecanismos de neutralizacion de virus
por HA1 Mabs especificos in vitro han sido descritos incluyendo el bloqueo al lugar
receptor en HA1, inhibicién intracelular de la fusién virus-célula, o inhibiciones
simultaneas de sujecién e inhibiciones de fusién virus-célula, dependiendo de la
concentracion de anticuerpos. Aunque menos estudiado, la inhibicion de la fusién
celular por anticuerpos anti-HA2 ha sido reportada.

Haée mas de dos décadas, la molécula HA del subtipo H3 fue caracterizada
por la secuenciamiento del HA de variaciones de desplazamiento antigénico y
escape de mutaciones, y los epitopos antigénicos fueron mapeados en la
estructura tridimensional de la molécula. Desde entonces, los lugares antigénicos
en H1, H2 y H5 de un virus aviar patogénico fueron mapeados en las estructuras
tridimensionales de H3. Después del brote de infecciones H5N1 en humanos en

Hong Kong en 1997 y el aislamiento del virus HON2 de los casos humanos en
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1999, las estructuras de rayos X de ambas proteinas fueron resueltas. Sin
embargo el desplazamiento antigénico del aislado porcino
(A/Duck/Singapore/3/97) de 1997 que fue utilizado para resolver la estructura, y
mas recientemente el aislamiento de cepas altamente patogénicas, es
significativa. Claramente, hay 28 cambios menores y dos potenciales cambios
mayores entre los aislados porcinos (A/Duck/Singapore/3/97) y la cepa HPAI H5N1
(A/Vietnam1203/04).

Analisis filogenético de los genes H5 HA del brote 2004-2005 han mostrado
dos linajes diferentes de genes HA, denominados clados 1 y 2. La cepa HPAI
H5N1 (A/Vietnam1203/04) es un miembro del clado 1. Los virus en cada uno de
estos clados son distribuidos en regiones geograficas no sobrepuestas de Asia.
Los virus H5N1 de Indochina estan justamente reunidas dentro del clado 1,
mientras que H5N1 aislado de varios paises alrededor son distintos de los
aislados del clado 1, y pertenecen a un clado 2 mas divergente. Los virus del clado
1 fueron aislados de humanos y pajaros en Vietnam, Tailandia y Camboya pero
solamente de pajaros en L.aos y Malasia. Los virus de clado 2 fueron encontrados
en virus aislados exclusivamente de pajaros en China, Indonesia, Japén, y Corea
del Sur. Los estudios epidemiologicos mas recientes analizaron 82 virus H5N1
aislados de aves de corral a través de Indonesia y Vietham, asi como 11 aislados
humanos del sur de Vietham con datos secuenciales disponibles en bases de
datos publicas, para referirse a preguntas relevantes a la introduccién de virus,
endemicidad y evolucion®. El analisis filogenético muestra que todos los virus de
Indonesia forman un sublinaje H5N1 distintivo de virus con genotipo Z, sugiriendo
que este brote fue originado probablemente de una sola introduccién por el
esparcimiento a través del pais durante los ultimos dos afios. Actividades
continuas de virus en Indonesia fueron atribuidas a la trasmision por medio del

movimiento de aves de corral dentro del pais, en vez de repetidas introducciones
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por aves migratorias. En Indonesia y Vietnam, virus H5N1 han evolucionado a
través del tiempo en grupos geograficamente distintos al interior de cada pais.
Recientemente, la estructura de HA de A/Vietnam1203/4 fue resuelta.
Comparaciones de su secuencia de aminoacidos con los genes HA de HPAI 2004
y 2005 aislados de los virus del clado 1 y 2 identificaron 13 posiciones de variacion
antigénica que estan principalmente reunidas alrededor del dominio de enlace del
receptor, mientras que el resto estan dentro del dominio de esterasa vestigual.
Regiones de variacién antigénica han sido identificadas en serotipos H1 y H3
(Figura 1A). Para H1, estos lugares son designados Sa, Sb, Ca y Cb mientras que
para H3, los lugares son designados A, B, C y D. Mutaciones de escape de H5
HAs pueden ser reunidas en tres epitopos; lugar 1: un giro expuesto (HA1 140-
145) que se sobrepone al lugar antigénico A de H3 y Ca2 de H?; lugar 2: residuos
HA1 156 y 157 que corresponden al lugar antigénico B en H3 serotipos; y 3) HA1

129-133, que esta restringido al lugar Sa en serotipos H1 HAs y H9. En estudios

. recientes por Smith, hallazgos de seleccion positiva al nivel de aminoacidos indica

que ocho recibos en las proteinas HA estaban bajo seleccion positiva (Figura 1B).
Esta recibos incluyen cinco lugares antigénicos A y E (posiciones 83, 86, 138, 140
y 141), dos involucradas en el enlace receptor (posiciones 129 y 175); y la
posicion 156 es un lugar para glicosilacion enlace-N potencial que esta cerca al
lugar de enlace-receptor. Los resultados ademas revelaron que tres residuos en
HA (Val 86, Ser 129 y Thr 156) era mas frecuentemente observados en aislados
humanos que en aislados de pollo o pato y representan una adaptaciéon temprana
de H5N1 del genotipo Z a los humanos. Otro descubrimiento importante de estos
estudios es que las diferencias filogenéticas entre sublinajes indonesios y
vietnamitas también estaban reflejadas en diferencias significantes en reaccion-
cruzada antihigiénica entre estos dos grupos de virus. Especificamente, virus de

Indonesia no reaccionaron al antisuero de hurén contra A/Vietnam1203/04, y virus
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representativos de Vietnam no reaccionaron al antisuero de hurén contra virus de
Indonesia IDN/5/06 y Dk/IDN/MS/04. Estos hallazgos estan en concordancia con
estudios iniciales con suero inmune humano y virus humano H5N1 de 1997 y 2003
en que estas cepas no era solamente filogenéticamente sino también
antigénicamente diferentes. Por lo tanto, variaciones naturales asi como
mutaciones de escape sugieren que la evoluciéon continua del virus puede
impactar la decision de cual (es) cepa (s) debe (n) ser usadas para inmunizacion
pasiva y activa.

La invencion instantanea provee métodos para la identificacién, produccion
y caracterizacion de anticuerpos monoclonales humanos anti-influenza.

Identificacion v Caracterizacion de scFvs y Anticuerpos Monoclonales

se han identificado anti-HA mAbs humanos de alta afinidad, subtipo-
cruzado, de amplia neutralizacién. Estos nAbs inhiben el proceso de fusion post-
sujecion reconociendo un epitopo neutralizante novedoso y altamente conservado
dentro de la region de tallo en un punto donde elementos clave del cambio de
conformidad — el péptido de fusion y la superficie expuesta de la hélice aA — son
traidas a una cercana aposicion. Analisis estructural en el secuencia de todos los
16 subtipos HA apuntan a la existencia de sélo dos variantes de este epitopo,
correspondientes a las dos agrupaciones filogenéticas de HA (Grupo 1y 2). Estos
resultados elevan la posibilidad que un pequefio coctel de nAbs derivado de un
subgrupo de cada grupo puede proveer una proteccién amplia contra la influenza
temporal y pandémica.

Un reporte reciente utiliza células inmunes de pacientes infectados con
H5N1 para aislar anti-HA nAbs. Sin embargo, sus epitopos y modos de accion no
fueron reportados. Sorprendentemente, nosotros aislamos repetidamente nAbs
que utilizan el mismo gen de linea germen VH, IGHV1-69*01, y codifica un giro

CDR3 que contiene una tirosina a una posicién equivalente a Y102, desde una
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coleccione no inmune. Esto sugiere que anti-HA amplios de inmunidad cruzada
pre-existen en la poblacion nativa H5, probablemente dado a la exposiciéon previa
a H1, y, para donantes de coleccione nacidos antes de 1968, subtipos H2. La
recurrencia de este segmento de linea germen VH, lo comun de la tirosina CDR3
introducida por insercion N y/o ensamblaje de gen de linea germen D, y el uso
promiscuo de los genes VL por los nAbs descubiertos en ambos estudios,
sugieren que la frecuencia del precursor de segmentos reorganizados VH que
pueden reconocer este epitopo es significativa. Esto eleva la posibilidad que con
una exposicion adecuada del epitopo F10 identificado aqui, estos nAbs de
espectro amplio pueden ser lacidos prontamente in vivo. Mientras que Ia
complejidad genética y estructural de los nAbs requeridos para proveer proteccién
universal contra subtipos de virus en ambos grupos todavia es desconocida,
nuestros datos parecen apuntar a una solucion sorprendentemente simple.

Tres anti-HA-1 scFvs Unicos fueron identificados por analisis de secuencia
de 58 clones positivos HA-1. Estos scFvs fueron designados como 38B y 1C. la
secuencia de aminoacidos VH y VL de 2A se muestra en la Tabla 1B.

Diez anti-HA-0 scFvs unicos fueron identificados por andlisis de secuencia
de 97 clones positivos HA-0. Estos scFvs fueron designados como 7, 8, 10, 17, 40,
66, 80,88, 90, y 98. Seis diferentes genes VH y 10 genes diferentes VL fueron
descubiertos. Algunos scFvs compartian el mismo gen VH. Cinco de seis
diferentes genes VH pertenecian a la familia de gen IGHV1-69. Tres de diez genes
VL eran de cadena kappa.

2A scFv es un anticuerpo neutralizante moderado, 38B y 1C son
anticuerpos no neutralizantes. Diez scFvs, 7, 8, 10, 17, 40, 66, 80, 88, 90, y 98 son
anticuerpos potencialmente neutralizantes. (Figura 6)

el acido nucléico y secuencia aminoacido de los anticuerpos neutralizantes

de influenza son provistos abajo:
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Tabla 1A. Anticuerpo 2A Region Variable secuencia de acido nucléico

Cadena Vy de 2A (SEQ ID NO:1)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCG
GTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCAGTGACAATGCTATCA
GCTGGGTGCGACAGGCCCCAGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGGGGCATCA
TTCCTATCTTTGGAAAACCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACG
ATTACTGCGGACGAATCCACGAGCACAGCCTACATGGACCTGAGGAGCCTGA
GATCTGAGGACACGGCCGTTTATTACTGTGCGAGAGATTCAGACGCGTATTA
CTATGGTTCGGGGGGTATGGACGTCTGGGGCCAAGGCACCCTGGTCACCGT

CTCCTCA

Cadena V__ de 2A (SEQ ID NO:3)

CTGCCTGTGCTGACTCAATCATCCTCTGCCTCTGCTTCCCTGGGATCCTCGGT
CAAGCTCACCTGCACTCTGAGCAGTGGGCATAGTAACTACATCATCGCATGG
CATCAACAGCAGCCAGGGAAGGCCCCTCGGTACTTGATGAAGGTTAATAGTG
ATGGCAGCCACACCAAGGGGGACGGGATCCCTGATCGCTTCTCAGGCTCCA
GCTCTGGGGCTGACCGCTACCTCACCATCTCCAACCTCCAGTCTGAGGATGA
GGCTAGTTATTTCTGTGAGACCTGGGACACTAAGATTCATGTCTTCGGAACTG

GGACCAAGGTCTCCGTCCTCAG

Tabla 1B. Anticuerpo 2A Region Variable secuencia de aminoacido

Cadena Vi de 2A (SEQ ID NO:2)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSDNAISWVRQAPGQGLEWMGGIIPI
FGKPNYAQKFQGRVTITADESTSTAYMDLRSLRSEDTAVYYCARDSDAYYYGSG

GMDVWGQGTLVTVSS
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Cadena V. de 2A (SEQ ID NO:4)

LPVLTQSSSASASLGSSVKLTCTLSSGHSNYIIAWHQQQPGKAPRYLMKVNSDGS
HTKGDGIPDRFSGSSSGADRYLTIS

NLQSEDEASYFCETWDTKIHVFGTGTKVSVL

Tabla 1C. Anticuerpo D7 Regidén Variable secuencia de acido nucléico

Cadena Vi de D7 (SEQ ID NO:5)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCG
GTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTCCTGGAGGTATCTTCAACACCAATG CTTTCAG
CTGGGTCCGACAGGCCCCTGGACAAGGTCTTGAGTGGGTGGGAGGGGTCAT
CCCTTTGTTTCGAACAGCAAGCTACGCACAGAACGTCCAGGGCAGAGTCACC
ATTACCGCGGACGAATCCACGAACACAGCCTACATGGAGCTTACCAGCCTGA
GATCTGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAAGTAGTGGTTACCATTTT

AGGAGTCACTTTGACTCCTGGGGCCTGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

Cadena V_de D7 (SEQ ID NO:9)

AATTTTATGCTGACTCAGCCCCACTCTGTGTCGGCGTCTCCGGGGAAGACGG
TGACCATCTCCTGCACCGGCAGCAGTGGCAACATTGCCGCCAACTATGTGCA
GTGGTACCAACAACGTCCGGGCAGTGCCCCCACTACTGTGATCTATGAGGAT
GACCGAAGACCCTCTGGGGTCCCTGATCGGTTCTCTGGCTCCATCGACAGGT
CCTCCAACTCTGCCTCCCTCACCATCTCAGGACTGAAGACTGAGGACGAGGC
TGACTACTACTGTCAGACTTATGATACCAACAATCATGCTGTGTTCGGAGGAG

GCACCCACCTGACCGTCCTC

Tabla 1D. Anticuerpo H98 Region Variable secuencia de acido nucléico

Cadena V4 de H98 (SEQ ID NO:7)
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CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCG
GTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTCCTGGAGGTATCTTCAACACCAATGCTTTCAG
CTGGGTCCGACAGGCCCCTGGACAAGGTCTTGAGTGGGTGGGAGGGGTCAT
CCCTTTGTTTCGAACAGCAAGCTACGCACAGAACGTCCAGGGCAGAGTCACC
ATTACCGCGGACGAATCCACGAACACAGCCTACATGGAGCTTACCAGCCTGA
GATCTGCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAAGTAGTGGTTACCATTTT

AGGAGTCACTTTGACTCCTGGGGCCTGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

Cadena V| de H98 (SEQ ID NO:11)

TCCTATGAGCTGACTCAGCCACCCTCAGCGTCTGGGAAACACGGGCAGAGG
GTCACCATCTCTTGTTCTG GAGGCACCTCCAACATCGGACGTAATCATGTTAA
CTGGTACCAGCAACTCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCCTCATCTATAGTAAT
GAACAGCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAAATCTGGCA
CCTCCGCCTCCCTGGCCGTGAGTGGGCTCCAGTCTGAGGATGAGGCTGATTA
TTACTGTGCATCATGGGATGACAACTTGAGTGGTTGGGTGTTCGGCGGAGGG

ACCAAGCTGACCGTCCTA

Tabla 1E. Anticuerpo D7 y H98 Region Variable cadena de secuencias de

aminoacido

Cadena Vy; de D7 y H98 (SEQ ID NO:6)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKAPGGIFNTNAFSWVRQAPGQGLEWVGGVIP
LFRTASYAQNVQGRVTITADESTNTAYMELTSLRSADTAVYYCARSSGYHFRSHF

DSWGLGTLVTVSS

Cadena V_de D7 (SEQ ID NO:8)

NFMLTQPHSVSASPGKTVTISCTGSSGNIAANYVQWYQQRPGSAPTTVIYEDDR

RPSGVPDRFSGSIDRSSNSASLTISGLKTEDEADYYCQTYDTNNHAVFGGGTHLT
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VL

Cadena V| de H98 (SEQ ID NO:10)

SYELTQPPSASGKHGQRVTISCSGGTSNIGRNHVNWYQQLPGTAPKLLIYSNEQ
RPSGVPDRFSGSKSGTSASLAVSGLQSEDEADYYCASWDDNLSGWVFGGGTKL

TVL

Tabla 1F. Anticuerpo D8 Region Variable secuencia de acido nucléico

Cadena Vy de D8 (SEQ ID NO:13)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCG
GTGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCACCTTCAGCGCTTATGCTTTCA
CCTGGGTGCGGCAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAGGCATCA
CCGGAATGTTTGGCACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCAC
GATTACCGCGGACGAACTCACGAGCACAGCCTACATGGAGTTGAGCTCCCTG
ACATCTGAAGACACGGCCCTTTATTATTGTGCGAGAGGATTGTATTACTATGA

GAGTAGTCTTGACTATTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG

Cadena V|_de D8 (SEQ ID NO:17)

CAGTCTGTGCTGACTCAGCCACCCTCCGCGTCCGGGTCTCCTGGACAGTCAG
TCACCATCTCCTGCACTGGAACCAGCAGTGACGTTGGTGGTTATAACTCTGTC
TCCTGGTACCAACAGCACCCAGGCAAAGCCCCCAAACTCATGATTTATGAGG
TCACTAAGCGGCCCTCAGGGGTCCCTGATCGCTTCTCTGCCTCCAAGTCTGG
CAACACGGCCTCCCTGACCGTCTCTGGGCTCCAGGCTGAGGATGAGGCTGA
TTATTTCTGCTGCTCATATGCAGGCCACAGTGCTTATGTCTTCGGAACTGGGA

CCAAGGTCACCGTCCTG
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Tabla 1G. Anticuerpo D80 Region Variable secuencia de acido nucléico

Cadena Vy de D80 (SEQ ID NO:15)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCG
GTGAAGGTCTCCTGCAGGGCTTCTGGAGGCACCTTCAGCGCTTATGCTTTCA
CCTGGGTGCGGCAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAGGCATCA
CCGGAATGTTTGGCACAGCAAACTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCAC
GATTACCGCGGACGAACTCACGAGCACAGCCTACATGGAGTTGAGCTCCCTG
ACATCTGAAGACACGGCCCTTTATTATTGTGCGAGAGGATTGTATTACTATGA

GAGTAGTCTTGACTATTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAG

Cadena Vi de D80 (SEQ ID NO:19)

GAAATTGTGCTGACTCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAA
GAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTCTTAGCAGCAAGTACTTAGC
CTGGTATCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCA
TCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGG
ACAGACTTCACCCTCACCATCAGTAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTA
TTCCTGTCAGCAGTATGATGGCGTACCTCGGACGTTCGGCCAAGGGACCACG

GTGGAAATCAAA

Tabla 1H. Anticuerpo D8 y D80 Region Variable cadena de secuencias de

aminoacido

Cadena Vy de D8 y D80 (SEQ ID NO:12)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGTFSAYAFTWVRQAPGQGLEWMGGIT
GMFGTANYAQKFQGRVTITADELTSTAYMELSSLTSEDTALYYCARGLYYYESSL

DYWGQGTLVTVSS
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Cadena V| de D8 (SEQ ID NO:14)

QSVLTQPPSASGSPGQSVTISCTGTSSDVGGYNSVSWYQQHPGKAPKLMIYEVT
KRPSGVPDRFSASKSGNTASLTVSGLQAEDEADYFCCSYAGHSAYVFGTGTKVT

VL

Cadena Vi de D80 (SEQ ID NO:16)

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSLSSKYLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSR

ATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYSCQQYDGVPRTFGQGTTVEIK

Tabla 11. Anticuerpo F10 Regién Variable secuencia de acido nucléico

Cadena Vy de F10 (SEQ ID NO:21)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCAGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCG
GTGAAGGTCTCCTGCACGTCCTCTGAAGTCACCTTCAGTAGTTTTG CTATCAG
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGCTGGGAGGGATCAG
CCCTATGTTTGGAACACCTAATTACGCGCAGAAGTTCCAAGGCAGAGTCACCA
TTACCGCGGACCAGTCCACGAGGACAGCCTACATGGACCTGAGGAGCCTGA
GATCTGAGGACACGGCCGTGTATTATTGTGCGAGATCTCCTTCTTACATTTGT
TCTGGTGGAACCTGCGTCTTTGACCATTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCG

TCTCCTCA

Cadena V|_de F10 (SEQ ID NO:25)

CAGCCTGGGCTGACTCAGCCACCCTCGGTGTCCAAGGGCTTGAGACAGACC

GCCACACTCACCTGCACTGGGAACAGCAACAATGTTGGCAACCAAGGAGCAG
CTTGGCTGCAGCAGCACCAGGGCCACCCTCCCAAACTCCTATCCTACAGGAA
TAATGACCGGCCCTCAGGGATCTCAGAGAGATTCTCTGCATCCAGGTCAGGA
AACACAGCCTCCCTGACCATTACTGGACTCCAGCCTGAGGACGAGGCTGACT

ATTACTGCTCAACATGGGACAGCAGCCTCAGTGCTGTGGTATTCGGCGGAGG
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GACCAAGCTGACCGTCCTA

Tabla 1J. Anticuerpo E90 Region Variable secuencia de acido nucléico

Cadena V4 de E90 (SEQ ID NO:23)

CAGGTACAGCTGCAGCAGTCAGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCG
GTGAAGGTCTCCTGCACGTCCTCTGAAGTCACCTTCAGTAGTTTTGCTATCAG
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGCTGGGAGGGATCAG
CCCTATGTTTGGAACACCTAATTACGCGCAGAAGTTCCAAGGCAGAGTCACCA
TTACCGCGGACCAGTCCACGAGGACAGCCTACATGGACCTGAGGAGCCTGA
GATCTGAGGACACGGCCGTGTATTATTGTGCGAGATCTCCTTCTTACATTTGT
TCTGGTGGAACCTGCGTCTTTGACCATTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCG

TCTCCTCA

Cadena V| de E90 (SEQ ID NO:27)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACA
GAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCATTAGCAGCTATTTAAATTGG
TATCAGCAGAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCA
GTTTGCAAAGAGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGA
CTTCACTCTCACCATTAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACT
GTCAGCAGTATGATAGTTCACCGTACACTTTTGGCCAGGGGACCAAGGTAGA

GATCAAA

Tabla 1K. Anticuerpo F10 y E90 Region Variable secuencias de aminoacido

Cadena Vy de F10 y E90 (SEQ ID NO:18)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCTSSEVTFSSFAISWVRQAPGQGLEWLGGISPM
FGTPNYAQKFQGRVTITADQSTRTAYMDLRSLRSEDTAVYYCARSPSYICSGGTC

VFDHWGQGTLVTVSS
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Cadena V_ de F10 (SEQ ID NO:20)

QPGLTQPPSVSKGLRQTATLTCTGNSNNVGNQGAAWLQQHQGHPPKLLSYRNN
DRPSGISERFSASRSGNTASLTITGLQPEDEADYYCSTWDSSLSAVVFGGGTKLT

VL

Cadena V_de E90 (SEQ ID NO:22)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQR

GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFAVYYCQQYDSSPYTFGQGTKVEIK

Tabla 1L. Anticuerpo G17 Region Variable secuencia de acido nucléico

Cadena Vy de G17 (SEQ ID NO:29)

CAGGTGCAGCTGGTGCAATCTGGGGCTGAAGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCA
GTGAAGGTCTCCTGCAAGACTTCTGGAGTCACCTTCAGCAGCTATGCTATCAG
TTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAGGGATCAT
CGGTGTCTTTGGTGTACCAAAGTACGCGCAGAACTTCCAGGGCAGAGTCACA
ATTACCGCGGACAAACCGACGAGTACAGTCTACATGGAGCTGAACAGCCTGA
GAGCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGAGCCCGGGTACTACG
TAGGAAAGAATGGTTTTGATGTCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCTC

TTCA

Cadena V_ de G17 (SEQ ID NO:31)

TCCTATGAGCTGACTCAGCCACCCTCGGTGTCCAAGGGCTTGAGACAGACCG
CCATACTCACCTGCACTGGAGACAGCAACAATGTTGGCCACCAAGGTACAGC
TTGGCTGCAACAACACCAGGGCCACCCTCCCAAACTCCTATCCTACAGGAAT

GGCAACCGGCCCTCAGGGATCTCAGAGAGATTCTCTGCATCCAGGTCAGGAA
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ATACAGCCTCCCTGACCATTATTGGACTCCAGCCTGAGGACGAGGCTGACTA
CTACTGCTCAGTATGGGACAGCAGCCTCAGTGCCTGGGTGTTCGGCGGAGG

GACCAAGCTGACCGTCCTA

Tabla 1M. Anticuerpo G17 Region Variable secuencia de aminoacido

Cadena Vi de G17 (SEQ ID NO:24)

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKTSGVTFSSYAISWVRQAPGQGLEWMGGIIGV
FGVPKYAQNFQGRVTITADKPTSTVYMELNSLRAEDTAVYYCAREPGYYVGKNG

FDVWGQGTMVTVSS

Cadena V_de G17 (SEQ ID NO:26)

SYELTQPPSVSKGLRQTAILTCTGDSNNVGHQGTAWLQQHQGHPPKLLSYRNG
NRPSGISERFSASRSGNTASLTIIGLQPEDEADYYCSVWDSSLSAWVFGGGTKLT

VL

Tabla 1N. Anticuerpo H40 Regién Variable secuencia de acido nucléico

Cadena Vy de H40 (SEQ ID NO:33)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGAGGAAGCCTGGGGCCTCA
GTGAAGGTCTCATGTAAGGCTTCTGGATACACCTTCACCGGTTATTATATTCA
CTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGACTTGAGTGGATGGGTTGGATCAA
CCCTATGACTGGTGGCACAAACTATGCACAGAAGTTTCAGGTCTGGGTCACC
ATGACCCGGGACACGTCCATCAACACAGCCTACATGGAGGTGAGCAGGCTGA
CATCTGACGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGGGGGGCTTCCGTATTACG
ATATTTTGACTGGCAGCCCGAGGCTCTTGATATCTGGGGCCTCGGGACCACG

GTCACCGTCTCCTCA
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Cadena V_ de H40 (SEQ ID NO:35)

CAGCCTGTGCTGACTCAGCCACCCTCGGTGTCAGTGGCCCCAGGACAGACG
GCCAGCATTCCCTGTGGGGGGAACAACATTGGAGGCTACAGTGTACACTGGT
ACCAACAAAAGCCGGGCCAGGCCCCCCTCTTGGTCATTTATGACGATAAAGA
CCGGCCCTCAGGGATCCCTGAGCGATTCTCTGGCGCCAACTCTGGGAGCAC
GGCCACCCTGACAATCAGCAGGGTCGAAGCCGGGGATGAGGGCGACTACTA
CTGTCAGGTGTGGGATAGTGGTAATGATCGTCCGCTGTTCGGCGGAGGGAC

CAAGCTGACCGTCCTA

Tabla 10. Anticuerpo H40 Regién Variable secuencia de aminoacido

Cadena Vy de H40 (SEQ ID NO:28)

QVQLVQSGAEVRKPGASVKVSCKASGYTFTGYYIHWVRQAPGQGLEWMGWINP
MTGGTNYAQKFQVWVTMTRDTSINTAYMEVSRLTSDDTAVYYCARGASVLRYFD

WQPEALDIWGLGTTVTVSS

Cadena V| de H40 (SEQ ID NO:30)

QPVLTQPPSVSVAPGQTASIPCGGNNIGGYSVHWYQQKPGQAPLLVIYDDKDRP |

SGIPERFSGANSGSTATLTISRVEAGDEGDYYCQVWDSGNDRPLFGGGTKLTVL

Tabla 1P. Anticuerpo A66 Region Variable secuencia de acido nucléico

Cadena Vy de A66 (SEQ ID NO:37)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAAGTGAAGAAGCCTGGCTCCTCG
GTGAAGGTTTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCCCCTTCAGCATGACTGCTTTCA

CCTGGCTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGTGGGATCA
GCCCTATCTTTCGTACACCGAAGTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCAC

GATTACCGCGGACGAATCCACGAACACAGCCAACATGGAGCTGACCAGCCTG
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AAATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAACCCTTTCCTCCTACCA
ACCGAATAATGATGCTTTTGCTATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCT

CTTCA

Cadena Vi de A66 (SEQ ID NO:39)

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAA
GAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCCTG
GTACCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCC
AACAGGGCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACA
GACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTCTATTT
CTGTCAGCAGTATGGTAGCTCACCTCAATTCGGCCAAGGGACACGACTGGAG

ATTAAA

Tabla 1Q. Anticuerpo A66 Region Variable secuencia de aminoacido

Cadena Vy de A66 (SEQ ID NO:32)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGPFSMTAFTWLRQAPGQGLEWMGGIS
PIFRTPKYAQKFQGRVTITADESTNTANMELTSLKSEDTAVYYCARTLSSYQPNN

DAFAIWGQGTMVTVSS

Cadena Vi de A66 (SEQ ID NO:34)

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRA

TGIPARFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYFCQQYGSSPQFGQGTRLEIK

Tabla 1R. Anticuerpo E88 Regidn Variable secuencia de acido nucléico

Cadena V4 de E88 (SEQ ID NO:40)

CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAAGTGAAGAAGCCTGGCTCCTCG
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GTGAAGGTTTCCTGCAAGGCTTCTGGAGGCCCCTTCAGCATGACTGCTTTCA
CCTGGCTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGTGGGATCA
GCCCTATCTTTCGTACACCGAAGTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCAC
GATTACCGCGGACGAATCCACGAACACAGCCAACATGGAGCTGACCAGCCTG
AAATCTGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAACCCTTTCCTCCTACCA
ACCGAATAATGATGCTTTTGCTATCTGGGGCCAAGGGACAATGGTCACCGTCT

CTTCA

Cadena V_ de E88 (SEQ ID NO:42)

CTGCCTGTGCTGACTCAGCCACCCTCAGCGTCTGGGACCCCCGGGCAGAGG
GTCACCATCTCTTGTTCTGGAAGCAGCTCCAACATCGGAAGTAATACTGTAAA
CTGGTACCAGCAGCTCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCCTCATCTATAGTAAT
AATCAGCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGCTCCAGGTCAGGCA
CCTCAGCCTCCCTGGCCATCATTGGACTCCGGCCTGAGGATGAAGCTGATTA
TTACTGTCAGTCGTATGACAGCAGGCTCAGTGCTTCTCTCTTCGGAACTGGGA

CCACGGTCACCGTCCTC

Tabla 1S. Anticuerpo E88 Region Variable secuencia de aminoacido

Cadena V} de E88 (SEQ ID NO:36)

QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGGPFSMTAFTWLRQAPGQGLEWMGGIS
PIFRTPKYAQKFQGRVTITADESTNTANMELTSLKSEDTAVYYCARTLSSYQPNN

DAFAIWGQGTMVTVSS

Cadena V| de E88 (SEQ ID NO:38)

LPVLTQPPSASGTPGQRVTISCSGSSSNIGSNTVNWYQQLPGTAPKLLIYSNNQR

PSGVPDRFSGSRSGTSASLAIIGLRPEDEADYYCQSYDSRLSASLFGTGTTVTVL
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regiones determinantes

complementarias de cadenas pesada y liviana de los anticuerpos neutralizantes de

influenza se muestran en la tabla 2 abajo y en la Figura 4.

Tabla 2

Anticuerpo | CDR1 CDR2 CDR3

CONSENS | SYAFS (SEQID GIIPMFGTPNYAQKFQ | SSGYYYGGGFDV

uUs NO: 43) G (SEQ ID NO: 51) (SEQ ID NO: 59)

07/H98VH | TNAFS (SEQID GVIPLFRTASYAQNVQ | SSGYHFGRSHFDS
NO: 44) G (SEQ ID NO: 52) (SEQ ID NO: 60)

08/D80VH | AYAFT (SEQID GlIIGMFGTANYAQKFQ | GLYYYESSLDY (SEQ
NO: 45) G (SEQ ID NO: 53) ID NO: 61)

F10/90VH | SFAIS (SEQID GISPMFGTPNYAQKF | SPSYICSGGTCVFDH
NO: 46) QG (SEQID NO: 54) (SEQ ID NO: 62)

G17VH SYAIS (SEQID GlIGVFGVPKYAQKFQ | EPGYYVGKNGFDV
NO: 47) G (SEQ ID NO: 55) (SEQ ID NO: 63)

H40VH GYYIH (SEQID WINPMTGGTNYAQKF | GASVLRYFDWQPEAL
NO: 48) Q (SEQ ID NO: 56) DI (SEQ ID NO: 64)

A66VH MTAFT (SEQID GISPIFRTPKYAQKFQ | TLSSYQPNNDAFAI
NO: 49) G (SEQ ID NO: 57) (SEQ ID NO: 65)

2AVH DNAIS (SEQ ID GIIPIFGKPNYAQKFQG | DSDAYYYGSGGMDV
NO: 50) (SEQ ID NO: 58) (SEQ ID NO: 66)

CONSENS | TGSSSNIGNYVA | SNSDRPS (SEQID QSYDSLSAYV (SEQ

us (SEQ ID NO: 67) NO: 79) ID NO: 91)

D7VL TGSSSNIAANYVQ | EDDRRPS (SEQ ID QSYDTNNHAV (SEQ
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(SEQID NO:68) | NO: 80) ID NO: 92)

DD8VL TGTSSDVGGYNS | EVTKRPS (SEQ ID NO: | CSYAGHSAYV (SEQ
VS (SEQIDNO: | 81) ID NO: 93)
69)

F10VL TGNSNNVGNQGA | RNNDRPS (SEQID | STWDSSLSAVV (SEQ
A (SEQ ID NO: 70) | NO: 82) ID NO: 94)

G17VH TGDSNNVGHQGT | RNGNRPS (SEQID | SVWDSSLSAWV (SEQ
A (SEQID NO: 71) | NO: 83) ID NO: 95)

H40VH GGNNIGGYSVH | DDKDRPS (SEQ ID QVWDSGNDRPL (SEQ
(SEQIDNO:72) | NO: 84) ID NO: 96)

AB66VH RASQSVSSYLA | DASNRAT (SEQ D QQYGSSPQV (SEQ ID
(SEQID NO: 73) | NO: 85) NO: 97)

D8OVL RASQSLSSKYLA | GASSRAT (SEQID QQYDGVPRT (SEQ ID
(SEQID NO: 74) | NO: 86) NO: 98)

E88VL TGSSSNIGNYVA | SNNQRPS (SEQID | QSYDSRLSASL (SEQ
(SEQIDNO: 75) | NO: 87) ID NO: 99)

E9OVK SGSSSNIGSNTVN | AASSLQR (SEQ ID QQYDSSPYT (SEQ ID
(SEQIDNO:76) | NO: 88) NO: 100)

HO8VL RASQSISSYLN SNEQRPS (SEQID | ASWDDNLSGWV
(SEQID NO:77) | NO: 89) (SEQ ID NO: 101)

2AVL TLSSGHSNYIIA | VNSDGSHTKGD (SEQ | ETWDTKIHV (SEQ ID

(SEQ ID NO: 78)

ID NO: 90)

NO: 102)

Aguellos habiles en el arte reconocerdn que scFvs y anticuerpos

monoclonales adicionales con diferentes afinidades de enlace también pueden ser

terapéuticamente efectivos. Por ejemplo, anticuerpos y scFvs que tienen
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afinidades de enlace que van desde mas o menos 1 pM a mas o menso 200 mM

pueden también ser efectivos terapéuticamente.

Neutralizacion de H5N1 con anticuerpos anti-influenza.

Virus pseudotipo H5 fueron incubados con svFv bivalente y anticuerpos de
longitud y de anticuerpo-virus fue contactada con células 293T. La inefectividad
fue cuantificada midiendo la actividad luciferasa en las células objetivo. Los
anticuerpos D7, D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88, E90, y H98 tienen una
actividad de neutralizacion potente contra H5. Los anticuerpos D8, F10 y A66
también neutralizaron cruzado a H1N1, potencialmente neutralizaron la cepa H1-

SC/1918 y neutralizaron moderadamente la cepa H1-PR-34 (Figuras 4A y 4B)

Caracterizacion de los epitopos 8, 10 y 66.

El mapeo primario de epitopos de 8, 10 y 66 enlazados a la proteina
hemaglutinina (HA) de influenza mostraron que los epitopos de estos tres
anticuerpos eran similares y ubicados en posiciones 307 en HA1 y en posiciones
52, 59, 65y 93 en HA2. Este epitopo esta compuesto de la proteina hemaglutinina
que no es despojada por el virus. Esto no se parece a la mayor parté de los otros
anticuerpos hormiga-influenza conocidos que enlazan la proteina neuraminidasa

que es despojada por el virus.

Caracterizacion estructural del epitopo nAb

El epitopo y modo de enlace de uno de los nAbs, F10, disolviendo la
estructura de cristal de su fragmento scFv en complejo con HA (H5-VN04) a una

resolucién de 3.2 A, y por mutagénesis. (Fig. 6 y Tabla 4)
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en el complejo, cada trimero enlaza tres moléculas de F10, en lugares de
simetria-relacionada, enterrando ~1500 Az de superficie de proteina por
anticuerpo; la estructura del H5 en si misma no es significativamente alterada por
el enlace F10. HA he sintetizado en una cadena sencilla, HAO, que es activada por
la separacion proteolitica en dos subunidades, HA1 y HA2. La separacion conlleva
al entierro de “péptido de fusiéon” (compuesto de los primeros ~21 residuos de
HAZ2) al tallo de membrana-proximal. El enlace F10 ocurre exclusivamente en esta
region (Fig. 6), haciendo contacto intimo con el péptido de fusion, elementos de
HA1 y HA2 (los cuales son integrales a la estructura de esta region) y asegurar el
péptido en su lugar en la confrontacién de pH neutra, asi como el largo gancho
helicoidal de HA2 que sobrelleva un masivo cambio de conformaciéon en el pH
acido de forma que propulsa el péptido de fusion de su bolsillo membrana-
proximal viral a la superficie distal del virus, donde puede provocar fusion con la
membrana endosomal.

La cadena pesada de F10 juega el rol mayor en el enlace de H5, utilizando
las puntos de sus tres regiones complementaria-determinante (CDRs). Cada
molécula F10 hace contacto con ambas unidades HA1 y HA2 dentro de un solo
monomero del trimero HA (Fig 6). La regién de contacto comprende bolsilio
formado por parte del péptido de fusién HA2, con elementos de HA1 en un lado y
una cara expuesta de hélice aA de HA2 en la otra (Fig. 6). Una triada de residuos
de anticuerpo — F55 y M54 de CDR H2, y Y102 de CDR H3 — forman puntos de
contacto mayores. El anillo de fenilo de F55 se ubica a través de una superficie
plana formada por una curva prominente de la curva de péptido de fusion
(residuos HA2 DGW 19,-21, (esquema de numeracioén H3; subindices 1y 2 se
refieren a cadenas HA1 y HA2)) y las cadenas-laterales aromaticas de dos
histidinas de flanqueo (residuos 184 y 384) y un triptéfanom W21,, que forma la

parte posterior del bolsillo. La cadena-lateral de M54 también contacta los anillos
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aromaticos de W21, y H38,4, asi como la cadena-lateral de 145, de la hélice aA,
mientras su cadena-principal enlaces-carbonilo oxigeno hidrégeno con la cadena-
lateral de H384. Y102 inserta su cadena-lateral en una grieta hidrofobica creada
por cuatro cadenas-laterales de la hélice aA, y también enlaces-hidrogeno a una
columna carbonilo (D19,) del péptido de fusién. La curva CDR H1 hace multiples
contactos con el extremo terminal-C DE la hélice aA y una curva de HA1 en la
base de la region de cabeza (Figuras 6B y 6C).

En paralelo, experimentos de mutagénesis fueron llevados a cabo en la
hélice aA para ayudar a definir el epitopo (Fig. 6). Mutaciones en 3 residuos que
directamente contactaron el anticuerpo: V52A/E, N53A e I156A, significativamente
redujeron o eliminaron el enlace de anticuerpo, mientras que en la mutacion
conservativa, V52L, no tuvo efecto. Como control, mutaciones en una cara
expuesta diferente de la hélice, que no entr6 en contacto con el anticuerpo, no
tuvo efecto en el enlace del anticuerpo (Fig. 4D). Por lo tanto la mutagénesis del la
hélice oA es completamente consistente con el epitopo definido
cristalograficamente en F10. Ademas, los otros dos nAbs, para los cuales no
existen datos estructurales, mostraron un perfil de enlace casi idéntico a nAb-
mutado, indicativo de un epitopo con sobre posicidon cercana y consistente con
enlace competitivo (Fig. 6, Fig. 9). Tomados juntos, concluimos que todos los tres
nAbs neutralizan virus estabilizando la conformacion de pH neutral de Ha en una
region que provee el desencadenador (muy probablemente la liberacion del
péptido de fusion desde su bolsillo) para cambios de conformacién que conllevan

al estado fusio-genético.

Anticuerpos

Como se usa aqui, el termino “anticuerpo” se refiere a moléculas de

inmunoglobina y porciones activas inmunolégicamente de moléculas de
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inmunoglobina (lg), p.e., moléculas que contienen un lugar de enlace de antigeno
que especificamente se enlaza (hace inmunoreacciéon con) un antigeno. Con
“especificamente se enlaza” o “hace inmunoreaccion con” se quiere decir que el
anticuerpo reacciona con uno o mas determinantes antigénicos del antigeno
deseado y no reacciona con otros polipéptidos. Los anticuerpos incluyen, pero no
estan limitados a, policlonales, monoclonales, quiméricos, dAb (anticuerpo de
dominio), cadena simple, fragmentos Fa,, Fay ¥ Fav)2, scFvs y colecciones de
expresion Fop.

Un molecula polipéptida de cadena simple Fv (“scFv”) es un heterodimero
enlazado covalentemente Vy::V., que puede ser expresado de una fusion de
genes incluyendo genes de codificacion Vy- y V- enlazados con un péptido de
codificacion enlazador. (Véase Houston et al. (1988) Proc Nat Acad Sci USA
85(16):5879-5883). Un nimero de métodos han sido descritos para discernir
estructuras quimicas para convertir el agregado natural, pero separadas
quimicamente, cadenas polipéptidas livianas y pesadas de la region V de
anticuerpo en moléculas scFv, que se doblaran en una estructura tridimensional
substancialmente similar a la estructura de un lugar de enlace-antigeno. Véase,
p.e., U.S. Patent Nos. 5,091,513; 5,132,405; y 4,946,778.

Colecciones ingenuas humnas scFv muy grandes pueden y han sido
creadas para ofrecer una fuente grande de genes de anticuerpo reorganizados
contra una plétora de moléculas objetivo. Colecciones mas pequefias pueden ser
construidas de individuos con enfermedades infecciosas en busca de aislar
anticuerpos especificos de .alguna enfermedad. (Véase Barbas et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:9339-43 (1992); Zebedee et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:3175-79 (1992)).

En general, moléculas de anticuerpos obtenidas de humanos se relaciones

a cualquiera de las clases IgG, IgM, IgA, IgE e IgD, que se diferencian entre si por
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la naturaleza de la cadena pesada presente en la molécula. Algunas clases
también tienen subclases, como IgGy, IgG,, y otras. Ademas, en humanos, la
cadena liviana puede ser una cadena kappa o una cadena lambda.

El término “lugar de enlace de antigeno” o “porcién de enlace” hace
referencia la parte de la molécula de inmunoglobina que participa en el enlace del
antigeno. El lugar de enlace del antigeno estd formado por residuos de
aminoacidos de las regiones variable (“V") de terminal-N de las cadenas pesada
(“H")y liviana (“L”). Tres extensiones altamente divergentes al interior de las
regiones V DE las cadenas pesada y liviana, referidos como “regiones hiper
variables”, son interpuestas entre extensiones de costado mas conservadoras
conocidas como ‘regiones de marco de trabajo”, o “FRs”. Por lo tanto el término
“‘FR” se refiere a secuencia de aminoacidos que son naturalmente encontradas
entre, y adjuntos a, regiones hiper variables en inmunoglobulinas. En una
molécula de anticuerpo, las tres regiones hiper variables de una cadena liviana y
las tres regiones hiper variables de una cadena pesada son dispuestas relativas
entre si en un espacib tridimensional pa.ra formar una superficie enlazante de
antigeno. La superficie enlazante de antigeno es complementaria a la superficie
tridimensional de un antigeno enlazado, y las tres .regiones hiper variables de cada
una de las cadenas pesada y liviana se refiere como “regiones complementarias-
determinantes”, o “CDRs".

Como se usa aqui, el término “epitopo” incluye cualquier proteina
determinante capaz de enlazarse especificamente a una inmunoglobulina, a un
scFv, o a un receptor de célula T. Epitopicos determinantes normalmente
consisten de grupos de superficies quimicamente activas de moléculas como
aminoacidos o cadenas de lado de azucar y usualmente tienen caracteristicas

estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga
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especificas. Por ejemplo, anticuerpos pueden ser creados contra peéptidos de
terminales-N o terminales-C DE un polipéptido.

Como se usa aqui, los términos “enlace inmunoldgico”, y “propiedades de
enlace inmunolégico” se refieren a interacciones no covalentes del tipo del que
ocurren entre una molécula de inmunoglobulina y un antigeno para adecuar la
inmunoglobulina es especifica. La fuerza, o afinidad de las interacciones de enlace
inmunolégico pueden ser expresadas en términos de una constante disociacion
(Kq) de la interaccion, donde una Ky més pequefia representa una afinidad mayor.
Las propiedades de enlace inmunolégico de polipéptidos seleccionados puede ser
cuantificada utilizando métodos bien conocidos en el arte. Uno de dichos métodos
conlleva medir las proporciones de lugares de enlace de antigeno / formacion de
complejo de antigeno y disociacién, en donde dichas proporciones dependen en
las concentraciones de los patrones complejos, la afinidad de la interaccién, y
parametros geométricos que influyen de forma igual la proporcion en ambas
direcciones. Por lo tanto la “constante en proporcion” (Kon) y la “constante fuera de
proporcion” (Ko) pueden ser determinadas calculando las concentraciones y las
proporciones actuales de asociacion y disociacion. (Véase Nature 361: 186-87
(1993)). El radio entre Koi/Kon permite la cancelacion de todos los pardmetros no
relacionados a la afinidad, y es igual a la constante disociacion Ky. (Véase,
generalmente, Davies et al. (1990) Annual Rev Biochem 59:439-473). Un
anticuerpo de la presente invencion se dice que especificamente se enlaza a un
epitopo de influenza cuando el equilibrio de la constante de enlace (Kq) es g uM,
preferiblemente <100 nM, mas preferiblemente <10 nM, y mas preferiblemente <
100 pM, como es medido por ensayos como los ensayos de enlace radioligand o
ensayos similares conocidos a aquellos con habilidad en el arte.

Una proteina de influenza (p.e. HA o neuraminidasa) de la invencion, o un

derivado, fragmento, analogo, homologo u ortélogo del mismo puede ser utilizado
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como gen inmunoldgico en la generacién de anticuerpos que se enlazan
inmunoldgica-especificamente estos componentes de proteinas.

Aquellos con habilidad en el arte reconoceran que es posible determinar,
sin la experimentacién de vida, si un anticuerpo monoclonal humano tiene la
misma especificidad que un anticuerpo monoclonal humano de la invencion
estableciendo si el primero previene que el Ultimo se enlace a la proteina HA del
virus de influenza. Si el anticuerpo monoclonal humano que se estd probando
compite con el anticuerpo monoclonal humano de la invenciéon, como se muestra
en una disminucién en la capacidad de enlace del anticuerpo monoclonal humano
de la invencidn, entonces es muy probable que los dos anticuerpos monoclonales
se enlacen al mismo, o muy parecido, epitopo.

Otra forma de terminar si un anticuerpo monoclonal humano tiene la
especificidad de un anticuerpo monoclonal humano de la invencion es la pre
incubacioén del anticuerpo monoclonal humano de la invencién con la proteina de
influenza HA, que es normalmente reactiva, y luego anadir el anticuerpo
monoclonal humano que se estd probando para determinar si el anticuerpo
monoclonal humano probado es inhibido en su habilidad de enlazarse con la
proteina HA. Si el anticuerpo monoclonal humano que esta siendo probado es
inhibido entonces, con toda probabilidad, éste tiene la misma, o funcionalmente
equivalente, especificidad de epitopo como el anticuerpo monoclonal de la
invencion. La examinacion de anticuerpos monoclonales humanos de la invencion,
también puede ser llevada a cabo utilizando el virus de influenza y determinando si
el anticuerpo monoclonal de prueba es capaz de neutralizar el virus de influenza.

Varios procedimientos conocidos dentro del arte pueden ser utilizados para
la producciéon de anticuerpos policlonales o monoclonales dirigidos contra una
proteina de la invencién, o contra derivativos, fragmentos, analogos, homdlogos u

ortélogos del mismo. (Véase, por ejemplo, Antibodies: A Laboratory Manual,
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Harlow E, and Lane D, 1988, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY, incorporado aqui por referencia).

Los anticuerpos puede ser purificados por técnicas bien conocidas, como
cromatografia de afinidad utilizando proteinas A o proteinas G, que proveen
principalmente la fraccién IgG de un suero inmune. Subsecuentemente, o
alternativamente, el antigeno especifico que es el objetivo de la inmunoglobulina
buscada, o un epitopo de la misma, puede ser inmovilizada en una columna para
purificar el anticuerpo inmune especifico por la cromatografia de inmuno-afinidad.
La purificacion de inmunoglobulinas‘ se discute, por ejemplo, por D. Wilkinson
((The Scientist, publicado por The Scientist, Inc., Philadelphia PA, Vol. 14, No. 8
(April17, 2000), pp. 25-28).

El término “anticuerpo monoclonal” o “MAb” o “ composicién de anticuerpo
monoclonal”, como se usa aqui, se refiere a una poblacion de moléculas de
anticuerpo que contienen sélo una especie molecular de molécula de anticuerpo
que consiste de un Unico producto del gen de cadena liviana y un unico producto
de gen de cadena pesada en particular, las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) del anticuerpo monoclonal son idénticas en todas las
moléculas de la poblacién. Las MAbs contienen un lugar de enlace de antigeno
capaz de inmuno-reaccionar con un epitopo particular de los antigenos
caracterizados por una afinidad de enlace unica para el mismo.

Anticuerpos monoclonales pueden ser preparados utilizando meétodos
hibridoma, asi como los descritos por Kohler and Milstein, Nature, 256:495 (1975).
En un métodos hibridoma, un ratén, hamster, u otro animal huésped apropiado, es
tipicamente inmunizado con un agente inmunizante para obtener linfocitos que
producen o0 son capaces de producir anticuerpos que se enlazaran
especificamente al agente inmunizante. Alternativamente, los linfocitos pueden ser

inmunizados in vitro.
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E! agente inmunizante incluird tipicamente la proteina antigeno, un
fragmento de la misma a una proteina fusién de la misma. Generalmente, ya sea
linfocitos de sangre periférica son utilizados sin células de origen humano son
necesitadas, o células del bazo o células de ganglio linfatico son utilizadas y
fuentes mamiferas no humanas son necesitadas. Los linfocitos son entonces
fusionados con una linea de células inmortalizadas utilizando un agente de fusion
adecuado, como él glicol polietileno, para formar una célula hibridoma (Goding,

Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-

103). Las lineas de células inmortalizadas son normalmente células mamiferas
transformadas, particularmente células de mieloma de origen roedor, bovino o
humano. Usualmente, lineas de células de mieloma de rata o ratéon son
empleadas. Las células hibridoma puede ser cultivadas en un medio de cultivo
apropiado que contenga preferiblemente una o mas sustancias que inhiban el
crecimiento o supervivencia de las células no fusionadas, inmortalizadas. Por
ejemplo, si las células paternas les falta la enzima hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase (HGPRT or HPRT), el medio de cultivo para las
hibridomas tipicamente incluira hypoxanthine, aminopterin, y thymidine ("medio
HAT"), cuyas sustancias previenen el crecimiento de células deficientes en
HGPRT.

Las lineas de células inmortalizadas preferidas son aquellas que se
fusionan eficientemente soportan una expresion estable de alto nivel de
anticuerpos por las células seleccionadas productoras de anticuerpos, y son
sensitivas a un medio como el medio HAT. Lineas de células inmortalizadas mas
preferidas son lineas mieloma murino, que se pueden obtener, por ejemplo, del
Centro de Distribucion de Células Salk Insitute, San Diego, California y la
Colecciéon de Cultivos Tipo Americana, Manassas, Virginia. Lineas de células

humanas mieloma y ratén-humanas heteromieloma también han sido descritas
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para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos. (Véase Kozbor, 1.
Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production
Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., New York, (1987) pp. 51-63)).

El medio de cultivo en el que las células hibridomas son cultivadas pueden
ser ensayados para la presencia de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el
antigeno. Preferiblemente, la especificidad de enlace de anticuerpos monocionales
producido por las células hibridomas es determinado por la inmuno precipitacion o
por un ensayo de enlace in vitro, asi como el ensayo radio inmunolégico (RIA) o
ensayo inmuno absorbente de enzimas enlazadas (ELISA). Dichas técnicas y
ensayos son conocidos en el arte. La afinidad de enlace de los anticuerpos
monoclonales puede, por ejemplo, ser determinado por el analisis Scatchard de
Munson y Pollard, Anal. Biochem., 107:220 (1980). Aun mas, en aplicaciones
terapéuticas de anticuerpos monoclonales, es importante identificar ahticuerpos
que tengan alto grado de especificidad y una alta afinidad de enlace hacia el
antigeno objetivo.

Después que las células hibridomas deseadas han sido identificadas, los
clones pueden ser sub clonados limitando los procedimientos de dilucién y

crecimiento por métodos estandar. (Véase Goding, Monoclonal Antibodies:

Principles and Practice, Academic Press, (1986) pp. 59-103). Medios de cultivo

adecuados para este propdsito incluyen, por ejemplo, Dulbecco's Modified Eagle's
Medium y el medio RPMI-1640. Alternativamente, las células hibridomas pueden
ser cultivadas in vivo como ascitis en un mamifero.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los sub clones pueden ser
aislados o purificados de los medios de cultivo o fluido ascitis por procedimientos
convencionales de purificacion de inmunoglobulina como, por ejemplo, proteina
Sefarosa-A, cromatografia hidroxiapatita, gel electroforesis, dialisis, o

cromatografia de afinidad.
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Anticuerpos monoclonales también pueden ser métodos de recombinacion
de DNA, asi como los descritos en U.S. Patent No. 4,816,567. La codificacion de
DNA de los anticuerpos monoclonales de la invencion puede ser prontamente
aislada y secuenciada utilizando procedimientos convencionales (p.e., utilizando
sondas de oligonucleétidos que son capaces de enlazar especificamente a genes
codificando las cadenas pesada vy liviana de anticuerpos de murinos). Las células
hibridomas de la invencion sirven como una fuente preferida de dicho DNA. Una
vez aislado, el DNA puede ponerse en vectores de expresion, que luego son
transferidos hacia las células huésped asi como células COS de simios, células de
ovario de hamster chinos (CHO), o células mieloma que de otra forma no
producen la proteina de inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos
monoclonales en las células huésped recombinadas. EI DNA también puede ser
modificado, por ejemplo, sustituyendo la secuencia de cdédigo para dominios
constantes de cadenas pesada y livianas humanas en lugar de secuencias de
murinos homélogas (véase U.S. Patent No. 4,816,567; Morrison, Nature 368,812~
13 (1994)) o juntando covalentemente a las secuencias de cédigo de
inmunoglobulina todas o parte de las secuencias codificadas para un polipéptido
no de inmunoglobulina. Tal polipéptido de no inmunoglobulina puede ser sustituido
por los dominios constantes de un anticuerpo de la invencién, o puede ser
sustituido por dominios variables de un lugar de antigeno combinado de un
anticuerpo de la invencién para crear un anticuerpo bivalente quimérico.

Anticuerpoé completamente humanos son moléculas de anticuerpo en los
cuales la secuencia completa de ambas cadenas liviana y pesada, incluyendo las

(]

CDRs, provienen de genes humanos. Tales anticuerpos son aqui definidos

[

anticuerpos humanos”, o anticuerpos humanos completos”. Anticuerpos
monoclonales humanos pueden ser preparados utilizando la técnica trioma; la

técnica hibridoma de célula-B humana (véase Kozbor, et al., 1983 Immunol Today
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4: 72), y la técnica hibridoma EBV para producir anticuerpos monoclonales
humanos (véase Cole, et al., 1985 In: MONOCLONAL ANTIBODIES AND
CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96). Los anticuerpos monoclonales
humanos pueden ser utilizados y pueden ser producidos por hibridomas humanos
(véase Coté, et al., 1983. Proc Natl Acad Sci USA 80: 2026-2030) o transformando
células-B humanas con el Epstein Barr Virus in vitro (véase Cole, et al., 1985 en:
MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, Inc., pp.
77-96).

Adicionalmente, anticuerpos humanos también puede ser producidos
utilizando técnicas adicionales, incluyendo colecciones de visualizacion phage.
(véase Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol.
Biol., 222:581 (1991)). Similarmente, anticuerpos humanos pueden ser creados
introduciendo loci de inmunoglobulina humana en animales transgénicos, p.e.,
Ratones en los cuales los genes de inmunogliobulina endégena han sido parcial o
completamente inactivados. Una vez tratados, la produccién de anticuerpos
humanos se observa, lo cual se parece mucho a lo visto en humanos en todos los
aspectos, incluyendo la reorganizacion de genes, ensamblaje, y repertorio de
anticuerpos. Esta aproximacion se describe, por ejemplo, en U.S. Patent Nos.
5,545,807; 5,545,806; 5,569,825; 5,625,126; 5,633,425; 5,661,016, y en Marks et
al., Bio/Technology 10, 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368 856-859
(1994); Morrison, Nature 368, 812-13 (1994), Fishwild et al, Nature Biotechnology
14, 845-51 (1996); Neuberger, Nature Biotechnology 14, 826 (1996); y Lonberg
and Huszar, intern. Rev. Immunol. 13 65-93 (1995).

Los anticuerpos humanos pueden adicionalmente ser producidos utilizando
animales transgénicos no humanos que son modificados para que produzcan
anticuerpos completamente humanos en vez de los anticuerpos endégenos del

animal en respuesta al reto por parte del antigeno. (Véase PCT publication
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W094/02602). Los genes endogenos codificando las cadenas de inmunoglobulina
pesada y liviana en el huésped no humano han sido incapacitadas, y la
codificacién loci activa de cadenas de inmunoglobulina pesada y liviana son
insertadas en el genoma del huésped. Los genes humanos son incorporados, por
ejemplo, utilizando cromosomas de levaduras artificiales que contienen los
segmentos de DNA humano requeridos. Un animal que probé todas las
modificaciones deseadas se obtiene entonces como progenie cruzando animales

transgénicos intermedios que contienen menos de las modificaciones o

. complementos completos. La materializacién preferida de tales animales no

humanos es un ratén, y el denominado el Xenomouse™ como se revela en PCT
publications WO 96/33735 y WO 96/34096. Este animal produce células B que
secretan inmunoglobulinas completamente humanas. Los anticuerpos pueden ser
obtenidos directamente del animal después de la inmunizaciéon con un inmuno gen
de interés, como, por ejemplo, una preparacion de anticuerpos policlonales, o
alternativamente de células B inmortalizadas derivadas del animal, como los
hibridomas producidos por anticuerpos monoclonales. Adicionalmente, los genes
codificando las inmunoglobulinas con regiones variables humanas pueden ser
recobrados y expresados para obtener los anticuerpos directamente, o pueden ser
todavia mas modificados para obtener analogos de los anticuerpos como, por
ejemplo, moléculas de cadena simple Fv (scFv). .

Un ejemplo de un método para producir un huésped no humano,
ejemplificado un ratdn, que no tenga la expresion de una cadena pesada de
inmunoglobulina endégena es revelado en U.S. Patent No. 5,939,598. Puede ser
tenido por un método, que incluye la eliminacion de genes de segmento J de por lo
-1 lugar de cadena pesada enddgena en una célula madre de embrién para
prevenir la reorganizacion del lugar y para prevenir la formacion de una

transcripciéon de un lugar de cadena pesada de inmunoglobulina reorganizada, la
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eliminacion se efectua focalizando un vector que contenga un gen codificando un
marcador seleccionable; y produciendo desde la célula madre de embridn un raton
transgénico cuyas células somaticas y de germen contienen el gen codificando un
marcador seleccionado.

Un método para producir un anticuerpo de interés, tal como un anticuerpo
humano, es revelado en U.S. Patent No. 5,916,771. Este método incluye la
introduccion de un vector de expresion que contiene una secuencia de nucleétido
codificando una cadena pesada en una célula huésped de mamifero en cultivo,
introduciendo un vector de expresién que contiene una secuencia de nucledtido
codificando una cadena liviana en otra célula huésped de mamifero, y fusionando
las dos células para formar una célula hibrida.

En un mejoramiento‘de este procedimiento, un método para identificar un
epitopo clinicamente relevante en un inmuno gen, y un método correlativo para
seleccionar un anticuerpo que se enlace inmuno especificamente al epitopo
relevante con una afinidad alta, es revelado en PCT publication WO 99/53049.

El anticuerpo puede ser expresado por un vector que contiene un segmento
de DNA codificado en el anticuerpo de cadena sencilla de escritorio.

Estos pueden incluir vectores, liposomas, DNA deénudo, DNA adyuvante
asistido, caindn de gen, catéteres, efc. los vectores incluyen conjugados quimicos
como los descritos en WO 93/64701, que tienen un grupo funcional destino (p.e.
una ligadura a un la superficie celular), y un grupo funcional enlazando acido
nucleico (p.e. polilisina), vector viral (p.e. un vector viral de DNA o RNA) proteinas
de fusién como las descritas en PCT/US 95/02140 (WO 95/22618) que es una
proteina de fusién que contiene un grupo funcional destino (p.e. un anticuerpo
especifico para una célula destino) y un grupo funcional de enlace de acido
nucleico (p.e. una protamina), plasmidas, phage, etc. los vectores pueden ser

cromosomalicos, no cromosomalicos o sintéticos.
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Los vectores preferidos incluyen vectores virales, proteinas de fusion vy
conjugados quimicos. Vectores retrovirales incluyen virus es de leucemia moloney
murino. Los vectores virales de DNA son preferidos. Estos vectores incluyen
vectores pox como los vectores ortopox o avipox, vectores de herpesvirus como el
vector de virus de herpes simplex | (HSV) (véase Geller, A. |. et al., J. Neurochem,
64:487 (1995); Lim, F., et al., in DNA Cloning: Mammalian Systems, D. Glover, Ed.
(Oxford Univ. Press, Oxford England) (1995); Geller, A. |. et al., Proc Natl. Acad.
Sci.: U.S.A. 90:7603 (1993); Geller, A. |., et al., Proc Natl. Acad. Sci USA 87:1149
(1990), Vectores de Adenovirus (véase LeGal LaSalle et al., Science, 259:988
(1993); Davidson, et al., Nat. Genet 3:219 (1993); Yang, et al., J. Virol. 69:2004
(1995) y Vectores de Virus Adeno-asociados (véase Kaplitt, M. G .. et al., Nat.
Genet. 8:148 (1994).

Los vectores virales Pox introducen el gen al citoplasma de la célula. Los
vectores de virus Avipox resultan en s6lo una expresion de corto término del acido
nucleico. Vectores Adenovirus, vectores de virus adeno-asociados y vectores de
virus de herpes simplex (HSV) son preferidos para introducir el acido nucleico a
células neurales. El vector adenovirus resulta en una expresion de término mas
corta (mas o menos 2 meses) que un virus adeno-asociado (mas o menos 4
meses), que ademas es mas corto que los vectores HSV. El vector particular
escogido dependera de las células destino y la condicidén a ser tratada. La
introduccion puede ser por técnicas estandar, p.e. infeccion, transfeccion,
transduccién o transformacion. Ejemplos de modos de transferir genes incluyen
p.e. DNA desnudo, precipitacion CaPO,4, dextran DEAE, electroporacion, fusion
proto plastica, lipofeccién, micro inyeccién a células, y vectores virales.

El vector puede ser utilizado para dirigirse a esencialmente cualquier célula
destino. Por ejemplo, la inyeccion estereotaxica puede ser utilizada para dirigir los

vectores (p.e. adenovirus, HSV) a una ubicacién deseada. Adicionalmente las
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particulas se pueden entregar por infusién intra-cerebro-ventricular (icv) utilizando
un sistema de infusiéon de mini bomba, asi como el SynchroMed Infusion System.
Un método basado en el flujo masivo, conveccién de término, también ha sido
probado efectivo en la entrega de moléculas grandes areas extensas del cerebro y
puede ser util para entregar el vector a la célula objetivo. (Véase Bobo et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 91:2076-2080 (1994); Morrison et al., Am. J. O Physiol.
266:292-305 (1994)). Otros métodos que también pueden ser utilizados incluyen
catéteres, intravenosas, parenteral, intra peritoneal e incisiones sub cutaneas, y
oral u otras rutas conocidas por administracion.

Estos vectores pues el utilizados para expresar largas cantidades de
anticuerpos que puede ser utilizados en una variedad de formas. Por ejemplo,
para detectar la presencia de virus de influenza ofan }en una muestra. El
anticuerpo también puede ser utilizado para tratar de enlazarse a y perturbar la
fusién de membrana de las células de los virus de influenza.

Las técnicas puede ser adaptadas por la produccion de anticuerpos de
cadena sencilla especificos a una proteina de antigeno de la invencién (véase p.e.
U.S. Patent No. 4,946,778). Adicionalmente, los métodos puede ser adaptados
para la construccion de colecciones de expresion Fy, (véase p.e. Huse, et al., 1989
Science 246: 1275-1281) para permitir una rapida y efectiva identificacion de
fragmentos monoclonales F,, con la especificidad deseada para una proteina o
derivados, fragmentos, analogos u homologos del mismo. Los fragmentos de
anticuerpo que contienen los idiotipos a un antigeno de proteina puede ser
producido por técnicas conocidas en el arte incluyendo, pero no limitado a: (i) un
fragmento Fip)2 producido por digestion de pepsina de una molécula anticuerpo;
(i) un fragmento F, generado por la reduccion de los puentes disulfidos de un
fragmento Fp)2; (iii) un fragmento Fa, generado por el tratamiento de la molécula

anticuerpo con papaina y un agente reductor y (iv) fragmentos Fy.
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Anticuerpos hetero conjugados también estan dentro del alcance de la
presente invencion. Los anticuerpos hetero conjugados estan compuestos por dos
anticuerpos covalentemente unidos. Tales anticuerpos han, por ejemplo, sido
propuestos para dirigirse a las células del sistema inmune hacia células no
deseadas (véase U.S. Patent No. 4,676,980), y para tratar infécciones de VIH
(véase WO 92/200373; EP 03089). Se ha contemplado de los anticuerpos pueden
ser preparados in vitro utilizando métodos conocidos en la quimica de proteinas
sintéticas, incluyendo aquellas involucradas en agentes de enlace cruzado. Por
ejemplo, las inmuno toxinas pueden ser construidas utilizando una reacciéon de
cambio de disulfido o formando una unién thioether. Ejemplos de reagentes
adecuados para este propdsito incluyen iminothilate 'y  methul-4-
mercaptobutyrimidate y aquellos revelados, por ejemplo, en U.S. Patent No.
4,676,980.

Puede ser deseable modificar el anticuerpo de la invencién con respecto a
la funcién efectora, para mejorar, p.e., La efectividad del anticuerpo en el
tratamiento de influenza. Por ejemplo, el (los) residuo (s) de cisteina pueden ser
introducidos a la regiéon Fc, por lo tanto permitiendo la formacion de uniones
disulfidas entre cadenas en esta region. El anticuerpo homodimerico asi generado
puede tener una capacidad de internacidn mejorada y/o un incremento en la
eliminacion de celulas de complemento mediatico y citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (ADCC). (Véase Caron et al., J. Exp Med., 176: 1191-
1195 (1992) y Shopes, J. Immunol., 148: 2918-2922 (1992)). Alternativamente, un
anticuerpo puede ser disefiado de tal forma que tenga regiones Fc duales y puede
por lo tanto tener lisis complementaria mejorada y capacidades ADCC. (Véase
Stevenson et al., Anti-Cancer Drug Design, 3: 219-230 (1989)).

La invencion también esta relacionada con inmuno conjugados

comprendidos de un anticuerpo conjugado a un agente citotéxico como una toxina
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(p.e. una toxina enzimaticamente activa de origen bacterial, de hongos, plantas o
animales, o fragmentos de la misma), o un isotopo radiactivo (p.e. un radio
conjugado).

Las toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas que
pueden ser utilizadas incluyen cadena de difteria A, fragmentos de no enlazantes
activos de toxina de difteria, cadena exotoxina A (de Pseudomonas aeruginosa),
cadena de ricino A, cadena de abrin A, cadena modecina A, alpha-sarcina,
proteinas Aleurites fordii, proteinas diantinas, proteinas Phytolaca americana
(PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor
sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina, y
los tricothecenes. Una variedad de radio nucleidos estan disponibles para la
produccién de anticuerpos radio conjugados. Ejemplos incluyen 2'2Bi, ™3I, "¥In,
Py, y 18R,

Conjugados del anticuerpo y agente citotéxico son hechos utilizando una
variedad de agentes de acoplamiento de proteina bifuncionales como N-
succinimidyl-3-(2-pyridyldithiol) propionate (SPDP), iminothiolane (IT), derivativos
bifuncionales de imidoesters (como dimethyl adipimidate HCL), esters activos
(como disuccinimidyl suberate), aldehydes (como glutareldehyde), compuestos
bis-azido (como bis (p-azidobenzoyl) hexanediamine), derivados de bis-diazonium
(como bis-(p-diazoniumbenzoyl)-ethylenediamine), diisocyanates (como tolyene
2,6-diisocyanate), y compuesto fluorino bis-activo (como 1 ,5-difluoro-2,4-
dinitrobenzene). Por ejemplo, una inmuno toxina ricina puede ser preparada como
se describe en Vitetta et al., Science 238: 1098 (1987). Carbon-14-labeled 1-
isothiocyanatobenzyl-3-methyldiethylene triaminepentaacetic acid (MX-DTPA) es
un agente quelante ejemplar para la conjugacion de radio nucleétido al anticuerpo

(Véase W0O94/11026).
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Aquellos de habilidades ordinarias en el arte reconoceran que una larga
variedad de posibles fracciones pueden ser juntadas con los anticuerpos
resultantes o a las otras moléculas de la invencion. (Véase, por ejemplo,
"Conjugate Vaccines", Contributions to Microbiology and Immunology, J. M. Cruse
and R. E. Lewis, Jr (eds), Carger Press, New York, (1989), el contenido completo
de los cuales se incorpora aqui por referencia).

Las juntas pueden ser logradas por cualquier reaccién quimica que enlace
las dos moléculas en tanto el anticuerpo y la otra fraccion retengan sus actividades
respectivas. Este enlace puede incluir muchos mecanismos quimicos, por ejemplo
enlace covalente, enlace de afinidad, intercalacion, enlace de coordinacion vy
complexacion. El enlace preferido es, sin embargo, el enlace covalente. El enlace
covalente puede ser logrado ya sea por condensacion directa de cadenas laterales
existentes o por la incorporacion de moléculas de puente externas. Muchos
agentes bivalentes o polivalentes son utiles en la junta de moléculas de proteina,
como los anticuerpos de la presente invencién, a otras moléculas. Por ejemplo,
agentes representativos de junta puede incluir compuestos organicos como
thioesters, carbodiimides, succinimide esters, diisocyanates, glutaraldehyde,
diazobenzenes y hexamethylene diamines. Este listado no intenta ser exhaustivo
para las varias clases de agentes de junta conocidos en el arte pero, mas bien, es
ejemplo de los agentes de junta mas comunes. (Véase Killen and Lindstrom, Jour .
Immun. 133:1335-2549 (1984); Jansen et al., Immunological Reviews 62:185-216
(1982); y Vitetta et al., Science 238:1098 (1987)). Los enlazantes preferidos son
descritos en la literatura. (Véase, por ejemplo, Ramakrishnan, S. et al., Cancer
Res. 44:201-208 (1984) describiendo el uso de MBS (M-maleimidobenzoyl-N-
hydroxysuccinimide ester). Véase también, U.S. Patent No. 5,030,719,
describiendo el uso del derivado de halogenated acetyl hydrazide juntado con un

anticuerpo por medio de un enlazante oligopéptido. Los enlazantes
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particularmente preferidos incluyen: (i) EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylamino-propyl)
carbodiimide hydrochloride; (ii)) SMPT (4-succinimidyloxycarbonyl-alpha-methyl-
alpha-(2-pridyl-dithio )-toluene (Pierce Chem. Co., Cat. (21558G); (iii) SPDP
(succinimidyl-6 [3-(2-pyridyldithio) propionamido ]hexanoate (Pierce Chem. Co.,
Cat #21651G); (iv) Sulfo-LC-SPDP (sulfosuccinimidylé [3-(2-pyridyldithio)-
propianamide] hexanoate (Pierce Chem. Co. Cat. #2165-6); y (v) sulfo-NHS (N-
hydroxysulfo-succinimide: Pierce Chem. Co., Cat. #24510) conjugado a EDC.

Los enlazantes descritos arriba contienen componentes que tienen
diferentes atributos, por lo tanto llevando a conjugados con diferentes propiedades
fisico quimicas. Por ejemplo, sulfo-NHS esters de alkyl carboxylates son mas
estables que sulfo-NHS esters de aromatic carboxylates.

NHS-esters que contienen enlazantes son menos solubles que sulfo-NHS
esters. Ademas, el enlazante SMPT contiene una union sterically hindered
disulfide, y puede formar conjugados con incrementada estabilidad. Enlazantes
disulfide, son en general, menos estables que otros enlazantes porque él
enlazante disulfide es dividido in vitro, resultando en menos disponibilidad de
conjugacion. Sulfo-NHS, en particular, puede mejorar la estabilidad de juntas
carbodimide. Las juntas carbodimide (como EDC) cuando se utilizan en conjuncion
con sulfo-NHS, forman esters que son mas resistentes a hidrélisis que las juntas
de reaccion carbodimide solas.

Los anticuerpos revelados aqui puede ser formulados como inmuno
liposomas. Liposomas que contienen el anticuerpo son preparados por métodos
conocidos en el arte, como se describe en Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA, 77: 4030 (1980); y
U.S. Pat. Nos. 4,485,045 y 4,544,545. Liposomas con tiempo de circulacion

mejorada son reveladas en U.S. Patent No. 5,013,556.
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Liposomas particularmente Gtiles puede ser generados por el método de
evaporaciéon de fase reversa con una composicion del lipidos que componen
phosphatidylcholine, colesterol, y PEG-derivatized phosphatidylethanolamine
(PEG-PE). Los liposomas son extruidos a través de filtros de una dimension de
poro definida para producir liposomas con el diametro deseado. Fragmentos Fab’
del anticuerpo de la presente invencién puede ser conjugados a los liposomas
como se describe er-1 Martin et al., J. Biol. Chem., 257: 286-288 (1982) por medio

de una reaccion de intercambio de disulfide.

Uso de Anticuerpos Contra el Virus de Influenza

Métodos para la deteccién de anticuerpos que poseen la especificidad
deseada incluye, pero no esta limitada a, ensayos inmuno absorbente de enzimas
enlazadas (ELISA) y otras técnicas mediatas inmunolédgicas conocidas dentro del
arte.

Los anticuerpos dirigidos contra una proteina de virus de influenza como la
HA (o fragmento de la misma) puede ser utilizada en métodos conocidos dentro
del arte que se relacionan a la localizaciéon y/o cuantificacion de una proteina de
virus de influenza (p.e., para uso en la medicion de niveles de la proteina de virus
de influenza dentro de muestras fisioldgicas apropiadas, para uso en métodos de
diagnodstico, para uso en formacion de imagenes de la proteina, y asi por el estilo).
En una materializaciéon dada, anticuerpos especificos a una proteina de virus de
influenza, o derivado, fragmento, analogo u homélogo del mismo, que contienen el
dominio de enlace de antigeno derivado del anticuerpo, son utilizados como
compuestos farmacolégicamente activos (referidos de quien adelante como

“Terapéuticos”).
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Un anticuerpo especifico para una proteina de virus de influenza de la
invencion puede ser utilizada para aislar un poli péptido de virus de influenza por
técnicas estandar, asi como la inmuno afinidad, cromatografia o inmuno
precipitacion. Los anticuerpos dirigidos contra una proteina de virus de influenza (o
fragmento de la misma) puede ser utilizada diagnéstica mente para monitorear los
niveles de proteina en tejido como parte de un procedimiento de prueba clinica,
p.e., para, por ejemplo, determinar la eficacia de un régimen de tratamiento dado.
La deteccién puede ser facilitada juntando (p.e., fisicamente enlazando) el
anticuerpo a una sustancia detectable. Ejemplos de sustancias detectables
incluyen varias enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales
luminiscentes, materiales bioluminiscentes, y materiales radiactivos. Ejemplos de
enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de horseradish (rdbano picante),
fosfatasa alcalina, B-galactosidase, o acetylcholinesterase; ejemplos de complejos
de grupo prostético adecuados incluyen streptavidin/biotin y avidin/biotin; ejemplos
de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbelliferone, fluorescein,
fluorescein isothiocyanate, rhodamine, dichlorotriazinylamine flourescein, dansyl
chloride o phycoerythrin; ejemplos de un material luminiscente incluye luminol;
ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferase, luciferin, y aequorin, y
ejemplos de materiales radioactivos adecuados incluyen '?°I, 7|, *°S o *H.

Los anticuerpos de la invencién, incluyendo anticuerpos policlonales,
monoclonales, humanizados y completamente humanos, pueden ser usados como
agentes terapéuticos. Tales agentes generalmente seran empleados para tratar o
prevenir una enfermedad o patologia relacionada con el virus de la influenza (p.e.
gripe aviar) en un sujeto. Una preparacién de anticuerpo, preferiblemente una que
tenga alta especificidad y alta afinidad para con su antigeno destino, es
administrada al sujeto y generalmente tendra un efecto debido a su enlace con el

objetivo. La administracidn del anticuerpo puede abrogar o inhibir o interferir con la



10

15

20

25

WO 2009/079259 57 PCT/US2008/085876

internalizacién del virus a una célula. En este caso, el antivirus se enlaza con el
objetivo y enmascara un lugar de enlace de la ligadura que naturalmente ocurre,
por lo tanto bloqueando la fusién del virus a la membrana de la célula inhibiendo la
internalizacion del virus.

Una cantidad terapéutica en el que efectiva de un antivirus de la invencién
se relaciona generalmente con la cantidad necesitada para lograr un objetivo
terapéutico. Como se anotd arriba, puede ser una interaccion de lazo entre el
anticuerpo y su antigeno objetivo que, en ciertos casos, interfiere con la
funcionalidad del objetivo. La cantidad requerida que debe ser administrada
dependera también de la afinidad de enlace del anticuerpo para con su antigeno
especifico, y también dependera en la proporcion segun la cual se la aplicacion del
anticuerpo se acabe del volumen libre para otro sujeto al cual se suministra.
Rangos comunes para la dosis de aplicacién terapéutica efectiva de un anticuerpo
o] fragmento de anticuerpo de la invencion puede ser, en forma de un ejemplo no
limitante, de mas o menos 0.1 mg/kg de peso corporal a mas o menos 50 mg/kg
de peso corporal. Las frecuencias de dosificacidon comunes pueden estar en el
rango de, por ejemplo, dos veces al dia a una vez por semana.

Anticuerpos especificamente se enlacen a una proteina de virus de
influenza o fragmento de la misma de la invencién, asi como otras moléculas
identificadas por los ensayos de estudios revelados aqui, pueden ser
suministrados para el tratamiento de desérdenes relacionados con el virus de
influenza en la forma de composiciones farmaceuticas. Los principios y
consideraciones involucradas en la preparacion de dichas composiciones, asi
como la alianza en la seleccidn de componentes se provee, por ejemplo, en
Remington: The Science And Practice Of Pharmacy 19th ed. (Alfonso R. Gennaro,
et al., editors) Mack Pub. Co., Easton, Pa., 1995; Drug Absorption Enhancement:

Concepts, Possibilities, Limitations, And Trends, Harwood Academic Publishers,
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Langhome, Pa., 1994; y Peptide And Protein Drug Delivery (Advances In
Parenteral Sciences, Vol. 4), 1991, M. Dekker, New York.

En donde los fragmentos de anticuerpos son utilizados, los fragmentos
inhibitorias mas pequefios que especificamente se enlazan al dominio de enlace
de la proteina objetivo es preferida. Por ejemplo, basado en las secuencias de
region variable de un anticuerpo, moléculas de péptido puede ser disefiadas que
retengan la habilidad de enlazarse a la secuencia de proteinas destino. Tales
péptidos puede ser sintetizados quimicamente y/o producidos por tecnologia de
recombinacion de DNA. (Véase, p.e., Marasco et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
90: 7889-7893 (1993)). La formulacién también puede contener mas de un
compuesto activo como sea necesario para la indicaciébn particular que sea
tratada, preferiblemente aquellos con actividades complementarias que no se
afecten adversamente entre si. Alternativamente, o en adicion, la composicion
puede comprometer una gente que mejora su funcién, como, por ejemplo, un
agente citotdxico, citocina, agente quimico terapéutico, o una gente de inhibicion
de crecimiento. Tales moléculas estdn adecuadamente presentes en
combinaciones en cantidades que son efectivas para el propédsito buscado.

Los ingredientes activos también puede ser atrapados en micro capsulas
preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacién o por polimerizacion
interfacial, por ejemplo, hydroxymethylicellulose o micro céapsulas de gelatina y
micro capsulas poly-(methylmethacrylate), respectivamente, en sistemas de
entrega de droga coloidal (por ejemplo, liposomas, micro esferas de albumina,
micro emulsiones, nano-particulas, y la nano-capsulas) o en macro emulsiones.

La formulacién a ser usada para administracion in vivo debe ser estéril.
Estos se logra facilmente filtrando por medio de membranas de filtracion estéril.

Preparaciones de dispensa sostenida puede ser preparadas. Ejemplos

apropiados de preparaciones de dispensa sostenida incluyen matrices semi
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permeables de polimeros hidrofébicos que contengan el anticuerp(), cuyas
matrices son en forma de articulos moldeados, p.e., peliculas, o micro capsulas.
Ejemplos de matrices de dispensa sostenida incluyen poliesters, hidrogels (por
ejemplo, poly(2-hydroxyethyl-methacrylate), o poly(vinylalcohol)), polylactides
(U.S. Pat. No. 3,773,919), copolimeros de acido L-glutamic y y ethyl-L-glutamate,
acetato vinil-etileno no degradable, copolimeros de acido acido-glicolico lactico
degradable como el LUPRON DEPOT™ (micro esferas inyectables impuestas de
copolimero de acido acido-glicélico lactico y acetato leuprolide), y acido poly-D-(-)-
3-hydroxybutyric. Mientras que polimeros como el acetato vinil-etileno y el acido
acido-glicélico lactico permiten la liberacion de moléculas por mas de 100 dias,
ciertos hidrogeles liberan proteinas por periodos de tiempo mas cortos.

Un anticuerpo de acuerdo con la invenciéon puede ser utilizado como un
agente para detectar la presencia de virus de influenza (o una proteina o un
fragmento de proteina de la misma) en una muestra. Preferiblemente, el
anticuerpo contiene una etiqueta detectable. Los anticuerpos pueden ser
policlonales, o mas preferiblemente, monoclonales. Un anticuerpo intacto, o
fragmento del mismo (p.e., Fab, SCFv, 0 Fipy) puede ser utilizado. El término
“‘etiquetado”, en referencia a la sonda o anticuerpo, es intencionada para cubrir
directamente la rotulacién de la sonda o anticuerpo juntando (p.e., enlazando
fisicamente) una sustancia detectable a la sonda o anticuerpo, asi como rotulacion
indirecta de la sonda o anticuerpo por reactividad con otro reagente que esta
directamente rotulado. Ejemplos de etiquetacion indirecta incluye la deteccién de
un anticuerpo primario utilizando un anticuerpo etiquetado fluorescente y la
etiquetacion final de una sonda de DNA con biotina como aquella que se pueden
detectar con streptavidina etiquetada fluorescente. El término “muestra biolégica”
tiene la intencion de incluir tejidos, células y fluidos bioldgicos aislados de un

sujeto, asi como tejidos, células y fluidos presentes dentro de un sujeto. Incluido
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dentro del uso del término “muestra biologica”, por lo tanto, esta la sangre y una
fraccion o componente de sangre incluyendo suero de sangre, plasma de sangre,
o linfas. Esto es, que el método de deteccién de la invencidon puede ser utilizado
para detectar un analyte mRNA, proteina o DNA genomica en una muestra
bioldgica in vitro asi como in vivo. Por ejemplo, técnicas in vitro para la deteccion
de analyte mRNA incluyen hibridaciones nérdicas e hibridaciones in situ. Técnicas
in vitro para la deteccién de una proteina analyte incluyen ensayo inmuno
absorbente de enzimas enlazadas (ELISAs), Western blots, inmuno
precipitaciones, e inmuno fluorescencias. Técnicas in vitro para la detecciéon de un
analyte genomic DNA incluyen Southern hybridizations. Procedimientos para
conducir inmuno ensayos son descritos, por ejemplo en "ELISA: Theory and
Practice: Methods in Molecular Biology", Vol. 42, J. R. Crowther (Ed.) Human
Press, Totowa, NJ, 1995; "Immunoassay”, E. Diamandis and T. Christopoulus,
Academic Press, Inc., San Diego, CA, 1996; y "Practice and Theory of Enzyme
Immunoassays", P. Tijssen, Elsevier Science Publishers, Amsterdam, 1985. Aln
mas, Técnicas in vivo para la deteccion de una proteina analyte incluye la
introduccion en un sujeto de un anticuerpo ‘de proteina etiquetada anti-analyte. Por
ejemplo, el anticuerpo puede ser etiquetado con un marcador radiactivo cuya
presencia y ubicacién en un sujeto puede ser detectada con técnicas de obtencion

de imagenes estandar.

Composiciones farmacéuticas

Los anticuerpos o agentes de la invencion (también se refieren aqui como
‘componentes activos”), y derivados, fragmentos, analogos y homoélogos del
mismo, pueden ser incorporados en composiciones farmacéuticas apropiadas

para el suministro. Tales composiciones tipicamente se componen de la
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anticuerpo o agente y un portador farmacéutica mente aceptable. Como se utiliza
aqui, el término “portador farmacéutica mente aceptable” se pretende que incluya
cualquier y tons los solventes, medios de dispersién, cubiertas, agentes anti
bacteriales y anti fungicidas, agentes isotéhicos y de absorcion demorada, y otras
por el estilo compatibles con el suministro farmacéutico. Portadores apropiados
son descritos en la mas reciente edicién de Remington’s Pharmaceutical Sciences,
un texto de referencia estandar en el campo, que es incorporado aqui por
referencia. Ejemplos preferidos de tales portadores o diluyentes incluyen, pero no
estan limitados a, agua, solucién salina, solucion de ringer, solucién de dextrosa, y
suero humano de albumina al 5%. Los liposomas y vehiculos no acuosos como
aceites fijos pueden ser utilizados. El uso de tales medios o agentes para
sustancias farmacéutica mente vivas es bien conocido el arte. Excepto hasta
ahora como algunos medios convencionales o agentes son incompatibles con el
compuesto activo, el uso de los mismos en las composiciones es contemplado.
Compuestos activos suplementarios también pueden ser incorporados en las
composiciones.

Una composicién farmacéutica de la invencién es formulada para ser
compatible con su ruta intencionada de suministro. Ejemplos de rutas de
suministro incluyen administraciones parenteral, p.e., intravenosas, intradérmicas
subcutaneas, orales (p.e., inhalacién), trasdérmicas (p.e., topicas), transmucosas,
y rectales. Las soluciones o suspensiones utilizadas para aplicaciones parental,
intradérmicas, o subcutanea pueden incluir los siguientes componentes: un
diluyente estéril como agua para inyeccion, solucién salina, aceites fijos, glicoles
polietilenos, glicerina, glicoles propilenos u otros solventes sintéticos; agentes
antibacteriales como alcohol bencilico o methyl parabens; antioxidantes como
acido ascorbico o bisulfato de sodio; agentes quelantes como el acido

ethylenediaminetetraacetico (EDTA); tampones como acetatos, citratos o fosfatos,
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y agentes para el ajuste de tonicidad como clorideo de sodio o dextrosa. El pH
puede ser ajustado con acidos o bases, asi como el acido hidroclérico o el
hidréxido de sodio. La preparacion parenteral puede ser contenida en ampolletas,
jeringas desechables o ampollas de dosis multiples hechas de vidrio o plastico.
Composiciones farmacéuticas apropiadas para uso inyectable incluyen
soluciones acuosas estériles (donde el agua soluble) o dispersiones y polvos
estériles para la preparacién extemporanea de soluciones estériles inyectables o
dispersion. Para administracion intravenosa, portadores apropiados incluyen
solucién salina fisioldgica, agua bacterio-estatica, Cremophor EL™ (BASF,
Parsippany, N.J.) o solucién tampén de fosfato (PBS). En todos los casos, la
composicion debe ser estéril y debe ser fluida al alcance que sea facilmente
inyectable. Debe ser estable bajo las condiciones de manufactura y almacenaje y
debe ser preservada contra la contaminacién de microorganismos como bacteria y
hongos. El portador puede ser un solvente o medio de dispersion que contenga,
por ejemplo, agua, etanol, polyol (por ejemplo, glicerol, glicol propileno, y liquido
glicol polietileno, y parecidos), y mezclas apropiadas de los mismos. La fluidez
apropiada puede ser mantenida, por ejemplo, utilizando una cubierta como
lecitina, manteniendo el tamaio de particulas requeridos en el caso de dispersién
y por el uso de surfactantes. La prevencién de accion de microorganismos se
puede lograr por varios agentes anti bacteriales y anti fungicidas, por ejemplo,
parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascoérbico, el timerosal, y similares. En
muchos casos, sera preferible fluir agentes isotonicos, por ejemplo, azlcar,
polialcoholes como el manitol, sorbitol, cloruro de sodio en la composicién. La
absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede llevarse a cabo
incluyendo la composicion un agente que retarda la absorcion, por ejemplo,

monoestearato de aluminio y gelatina.
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Soluciones inyectables estériles pueden ser preparada»s incorporando el
compuesto activo en la cantidad requerida en un solvente apropiado uno o una
combinacion de los ingredientes enumerados arriba, como sea requerido, seguido
por la filtracion de esterilizacién. Generalmente, las dispersiones son preparadas
incorporando el compuesto activo a un vehiculo estéril que contiene un medio de
dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de aquellos enumerados
arriba. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, métodos de preparacién son el secado al vacio y secado-
congelado que produce un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente
adicional que se desee de una soluciéon previamente esterilizada-filtrada del
mismo.

Composiciones orales generalmente incluyen un diluyente inerte un
portador indigerible. Estos pueden ser contenidos en capsulas de gelatina o
comprimidos en tabletas. Para el propésito de suministro oral terapéutico, el
compuesto activo puede ser incorporado con excipientes y utilizado en la forma de
tabletas, trociscos, o capsulas. Composiciones orales también pueden ser
preparadas utilizando un portador liquido para utilizar como enjuague bucal, en el
cual el compuesto en el portador liquido es aplicado oralmente y se hace un buche
y es expectorado o tragado. Agentes de enlace farmacéutica mente compatibles,
y/o materiales adyuvantes pueden ser incluidos como parte de la composicion. Las
tabletas, pildoras, capsulas, trociscos, y similares pueden contener cualquiera de
los siguientes ingredientes, o compuestos de naturaleza similar: un aglutinante
como celulosa micro cristalina, goma tragacanto o gelatina; un excipiente como
almidén o lactosa, un agente desintegrante como el acido alginico, Primogel, o
almidon de maiz; un lubricante como stereato de magnesio o Sterotes; un

deslizante como un dioxido de silicio coloidal; un agente endulzante como
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sacarosa o sacarina; o un agente saborizante como la menta, salicilato de metilo,
o saborizante de naranja.

Para administracion por inhalacion, los compuestos son entregados en la
forma de spray aerosol de un contenedor presurizado o dispensador que contiene
un propulsor adecuado, p.e., un gas como el diéxido de carbono o un nebulizador.

La administracién sistémica también puede ser por medios transmucosos o
transdermicos. Para la administracion transmucosa o transdérmica, penetrantes
apropiados a la barrera que debe ser permeada son utilizados en la formulacion.
Tales penetrantes son generalmente conocidos en el arte, e incluyen, por ejemplo,
para administracién transmucosa, detergentes, sales biliares, y derivados del
Acido fusidico. La administracién transmucosa puede ser lograda por medio del
uso de sprays nasales o supositorios. Para administracién transdérmica, los
compuestos activos son formulados en ungiientos, sales, geles, o cremas como
generalmente es conocido en el arte.

Los compuestos también puede ser preparados en forma de supositorios
(p.e., con bases de supositorios convencionales como la manteca de cacao y otros
glicéridos) o en enemas de retencion para entrega rectal.

En otras materializaciones, los compuestos activos son preparados con
portadores que protegen al compuesto contra la eliminacién rapida del cuerpo, asi
como formulaciones de dispensa controlada, incluyendo implantes y sistemas de
entrega microencapsulada. Polimeros biodegradables, biocompatibles pueden ser
utilizados, como el acetato de etileno de vinilo, polyanhydrides, el &cido
poliglicolico, el colageno, polyorthoesters, y el acido polilactico. Métodos de
preparacién para tales formulaciones seran aparentes para aquellos con habilidad
en el arte. Los materiales también pueden ser obtenidos comercialmente de Alza
Corporation y Nova Pharmaceuticals, Inc. Suspensiones liposomales (incluyendo

liposomas dirigidos a células infectadas con anticuerpos monoclonales a
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antigenos virales) también puede ser utilizados como portadores farmacéutica
mente aceptables. Estos pueden ser preparados de acuerdo a métodos conocidos
a aquellos con habilidad en el arte, por ejemplo, como se describe en U.S. Patent
No. 4,522,811.

Es especialmente ventajoso formular sesiones orales o parenterales en la
forma de unidades de dosis para el facil suministro en dosis uniformes. Formas de
unidad de dosis como se utiliza aqui se refiere a unidades fisicamente discretas
apropiadas como dosis unitarias para el sujeto que va a ser tratado; cada unidad
conteniendo una cantidad predeterminada del compuesto activo calculado para
producir el efecto terapéutico deseado en asocio con el portador farmacéutico
requerido. La especificacién de las formas de unidad de dosis de la invencion
estan dictadas por indirectamente dependientes de las caracteristicas Unicas del
compuesto activo y de los efectos terapéuticos particulares que se quiere lograr, y
las limitaciones inherentes en el arte de lograr tales compuestos activos para el
tratamiento de individuos.

Las composiciones farmacéuticas pueden ser incluidas en un contenedor,

paquete, o dispensador junto con instrucciones para suministro.

Métodos de Deteccion

La invencion provee métodos (también referidos aqui como “ensayos de
deteccion”) para identificar moduladores, p.e., candidatos compuestos de prueba o
agentes (p.e., péptidos, peptidomimeticos, moléculas pequefias u otras drogas)
que modulen o de otra forma interfieran con la fusién de un virus de influenza a la
membrana celular. También se proveen métodos de identificacion de compuestos
Utiles para tratar la infeccién de influenza. La invencién también contiene

compuestos identificados utilizando los ensayos de deteccion aqui descritos.
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Por ejemplo, la invencion provee ensayos para detectar candidatos o
compuestos de prueba que modulen la interaccién entre el virus de influenza y la
membrana celular. Los compuestos de prueba de la invencién puede ser
obtenidos utilizando cualquiera de los numerosos enfoques en métodos
conminatorios de colecciones conocidos en el arte, incluyendo: colecciones
bioldgicas; fase sdlida espacialmente direccionable en paralelo o solucion de fase
de colecciones; la coleccion de métodos de sintesis que requiere deconvolucion;
el método de coleccion de “ una-cama un-compuesto”; y métodos de coleccion
sintéticos utilizando selecciones de cromatografia de afinidad. En enfoque de
coleccion bioldgica esta limitado a colecciones de péptidos, mientras que los otros
cuatro enfoques son aplicables a péptidos, oligomeros no péptidos o colecciones
de compuestos de moléculas pequefias. (Véase, p.e., Lam, 1997. Anticancer Drug
Design 12: 145).

Una “molécula pequefa” como se utiliza aqui, se refiere a una composicion
que tiene un peso molecular de menos de mas o menos 5 kD y maés
preferiblemente menos de 4 kD. Las moléculas pequefias pueden ser, p.e., acidos
nucleicos, péptidos, polipéptidos, peptidomimeticos, carbohidratos, lipidos u otras
moléculas organicas o inorganicas. .Colecciones de mezclas quimicas y/o
biolégicas, asi como extractos de hongos, bacterias, o algas, son conocidos en el
arte y pueden ser detectados con cualquiera de los ensayos de la invencién.

Ejemplos de métodos de la sintesis de colecciones moleculares pueden ser
encontradas en el arte, por ejemplo en: DeWitt, et al., 1993. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 90: 6909; Erb, et al., 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91: 11422;
Zuckermann, et al., 1994.J. Med. Chem. 37: 2678; Cho, et al., 1993. Science 261:
1303; Carrell, et al.,, 1994. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2059; Carell, et al.,
1994. Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33: 2061; y Gallop, et al., 1994.J. Med. Chem.

37:1233.
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Colecciones de compuestos pueden ser presentadas en solucion (Véase,
p.e., Houghten, 1992. Biotechniques 13: 412-421), o en esferas (Véase Lam,
1991. Nature 354: 82-84), en chips (Véase Fodor, 1993. Nature 364: 555-556),
bacteria (Véase U.S. Patent No. 5,223,409), esporas (Véase U.S. Patent
5,233,409), plasmidas (Véase Cull, et al., 1992. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5
1865-1869) o en fages (Véase Scott and Smith, 1990. Science 249: 386-390;
Devlin, 1990. Science 249: 404-406; Cwirla, et al., 1990. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 87: 6378-6382; Felici, 1991. J. Mol. Biol. 222: 301-310; y U.S. Patent No.
5,233,409.).

En una materializaciéon, un compuesto candidato es introducido a un
complejo anticuerpo-antigeno y determinando si el compuesto candidato perturba
el complejo anticuerpo-antigeno, en donde una perturbacién de este complejo
indica que el compuesto candidato modula la interaccion entre el virus de influenza
y la membrana celular. Por ejemplo, el anticuerpo puede ser anticuerpo
monoclonal D7, D8, F10, G17, G40, A66, D80, E88, EQ0, y HI98 y el antigeno
puede estar ubicado en la proteina HA de un virus de influenza.

En otra materializacion, se provee por lo menos una proteina HA, que es
expuesta a por lo menos un anticuerpo monoclonal neutralizante. La formacion de
un complejo anticuerpo-antigeno es detectada, y uno o mas compuestos
candidatos son introducidos al complejo. Si el complejo anticuerpo-antigeno es
perturbado después de la introduccién de uno o mas compuestos candidatos, el
compuesto candidato es util para tratar una enfermedad o desorden relacionado
con el virus de influenza, p.e., la gripe aviar. Por ejemplo, por lo menos una
proteina de virus de influenza puede ser proveida como una molécula de virus de
influenza.

Determinando la habilidad del compuesto pruebé para interferir con o

perturbar el complejo anticuerpo-antigeno puede ser logrado, por ejemplo,
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juntando el compuesto prueba con una etiqueta de radio is6topo o enzimatica de
tal forma que el enlace del compuesto prueba al antigeno o porcion
biolégicamente activa del mismo pueda ser determinado detectando el compuesto
etiquetado en un complejo. Por ejemplo, el compuesto prueba puede ser
etiquetado con '#I, *S, C, o °H, ya sea directa o indirectamente, y el radio
is6topo detectado contando directamente las radio emisiones o contando los
destellos. Alternativamente, compuestos de prueba pueden ser etiquetados
enzimaticamente con, por ejemplo, peréxido de horseradish, fosfatasa alcalina, o
luciferasa, y la etiqueta enzimatica detectada determinando la conversidon de un
sustrato apropiado a producto.

En una materializacion, el ensayo comprende contactar un complejo
anticuerpo-antigeno con un compuesto prueba, y determinar la habilidad del
compuesto prueba de interactuar con el antigeno o de otra forma perturbar el
complejo anticuerpo-antigeno existente. En esta materializacién, determinar la
habilidad del compuesto prueba para interactuar con el antigeno y/o perturbar el
complejo anticuerpo-antigeno comprende determinar la habilidad del compuesto
prueba para enlazarse preferiblemente al antigeno o a la porcién biolégicamente
activa del mismo, comparado con el anticuerpo.

En otra materializacién, el ensayo comprende contactar un complejo
anticuerpo-antigeno con un compuesto prueba y determinar la habilidad
compuesto prueba para modular al complejo anticuerpo-antigeno. Determinar la
habilidad del compuesto prueba para modular el complejo anticuerpo-antigeno
puede ser logrado, por ejemplo, determinando la habilidad del antigeno para
enlazarse o interactuar con el anticuerpo, en la presencia del compuesto prueba.

Aquellos con habilidad en el arte reconoceran que, en cualquier método de

deteccidn revelado aqui, el anticuerpo puede ser un anticuerpo neutralizante de

virus de influenza, asi como un anticuerpo monoclonal D7, D8, F10, G17, H40,
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A66, D80, E88, E90 y HI98. Adicionalmente, el antigeno puede ser una proteina
HA, una porcién de la misma. En cualquiera de los ensayos descritos aqui, la
habilidad de un compuesto candidato para interferir con el enlace entre el
anticuerpo monoclonal D7, D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88, E90 y H98 vy la
proteina HA indica qué el compuesto candidato sera capaz de interferir con o
modular la fusién del virus de influenza y la membrana celular. Ain mas, ya que el
enlace de la proteina HA a la célula es responsable por la entrada de virus de
influenza dentro de la célula tales compuestos candidatos también seran (tiles en
el tratamiento de enfermedades o desordenes relacionadas con el virus de
influenza, p.e., gripe aviar.

Los métodos de deteccion revelados aqui pueden ser llevados a cabo como
un ensayo basado en células o un ensayo libre de células. Los ensayos libres de
células de la invencion son favorables al uso de tanto la forma soluble o la forma
rodeada de membrana de las proteinas HA, es deseable utilizar un agente soluble
de tal forma que la forma rodeada de membrana de las proteinas sea mantenida
en solucién. Ejemplos de tal agente soluble incluyen detergentes no idnicos como
n-octylglucoside, n-dodecylglucoside, n-dodecyimaltoside, octanoyl-N-
methylglucamide, decanoyl-N-methylglucamide, Triton® X-100, Triton® X-114,
Thesit®, Isotridecypoly( ethylene glycol ether),, N-dodecyl--N,N-dimethyl-3-
ammonio-1-propane sulfonate, 3-(3 -cholamidopropyl) dimethylamminiol-1-propane
sulfonate (CHAPS), o 3-(3-cholamidopropyl)dimethylamminiol-2-hydroxy-1-
propane sulfonate (CHAPSO).

En mas de una materializacion, puede ser deseable inmovilizar ya sea el
anticuerpo o el antigenoffacilitar la separaciéon de complejos de formas no
complejas de uno o ambos después de la introduccion del compuesto candidato,
asi como permitir la automatizacion del ensayo. Observacion del complejo

anticuerpo-antigeno en la presencia y ausencia de un compuesto candidato,
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puede ser lograda en cualquier recipiente apropiado para contener los reactivos.
Ejemplos de tales recipientes incluyen platos microtiter, tubos de ensayo, y tubos
de micro centrifuga. En una materializacién, una proteina de fusion puede ser
proveida que adiciona un dominio que permite uno o ambas de las proteinas que
seran unidas a una matriz. Por ejemplo, proteinas de funcién anticuerpo GST o
proteinas de funcion antigeno GST pueden ser absorbidas en esferas glutathione
sepharose (Sigma Chemical, St. Louis, MO) o platos microtiter derivados de
glutathione, que son entonces combinados con el compuesto prueba, y la mezcla
es incubada bajo condiciones conductivas a la formacién de complejos (p.e., en
condiciones fisioldgicas para sal y pH). Después de la incubacion, las esferas o
pozos de platos microtiter son lavados para remover cualquier componente no
enlazado, la matriz inmovilizada en el caso de esferas, complejos determinados ya
sea directa o indirectamente. Alternativamente, los complejos pueden ser
disociados de la matriz, y el nivel de formacién de complejos anticuerpo-antigeno
puede ser determinada utilizando técnicas estandar.

Otras técnicas para inmovilizar proteinas en matrices también pueden ser
utilizada en los ensayos de deteccion de la invencién. Por ejemplo, ya sea el
anticuerpo o el antigeno (p.e., el ) puede ser inmovilizado utilizando una
conjugacion de biotina y streptavidina. Un anticuerpo biotinilizado o moléculas de
antigeno pueden ser preparadas de biotin-NHS (N-hydroxy-succinimide) utilizando
técnicas bien conocidas dentro del arte (p.e., biotinylation kit, Pierce Chemicals,
Rockford, lll.), E inmovilizadas en pozos de platos de pozo con cubierta
streptavidina 96 (Pierce Chemical). Alternativamente, un otros anticuerpos
reactivos con el anticuerpo o antigeno de interés, pero que no interfiere con la
formacion del complejo anticuerpo-antigeno de interés, puede ser derivado a los
pozos del plato, y anticuerpos o antigenos sin enlace atrapados en los pozos por

conjugacion de anticuerpo. Los métodos para detectar tales complejos, en adicién
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a los descritos arriba para los complejos inmovilizados GST, incluyen inmuno
deteccion de complejos utilizando otros ante cuerpos reactivos tales con el
anticuerpo o antigeno.

La invencién ademas esta relacionada con agentes novedosos identificados
por cualquiera de los ensayos de deteccién antes mencionados y el uso por lo

tanto de tratamientos como se describe aqui.

Ensayos de Diagndstico

Los anticuerpos presentes en la invencién pueden ser detectados por
ensayos apropiados, p.e., tipos convencionales de inmuno ensayos. Por ejemplo,
un ensayo puede ser llevado a cabo en el cual una proteina influenza (p.e., HA1,
HAZ2 o neuraminidasa) o fragmentos de la misma son fijados a una fase sélida. La
incubacion se mantiene por un periodo de tiempo suficiente para permitir que el
anticuerpo en la muestra se enlace al polipéptido inmovilizado en la fase soélida.
Después de esta primera incubacion, la fase sélida es separada de la muestra. La
fase solida es lavada para remover material no enlazado y sustancias que
interfieren como proteinas no especificas que pueden también estar presentes en
la muestra. La fase sdlida que contiene el anticuerpo de interés enlazado al
polipéptido inmovilizado es subsecuentemente incubado con un segundo,
anticuerpo etiquetado o anticuerpo enlazado a un agente de junta como el biotin o
avidin. Este segundo anticuerpo puede ser otro anticuerpo anti influenza u otro
anticuerpo. Etiquetas para los anticuerpos son bien conocidos en el arte e incluyen
radionucleidos, enzimas (p.e., deshidrogenasa maleato, peroxidasa de
horseradish, glucosa oxidasa, catalasa), harinas (isotiocianato de fluoresceina,
rodamina, ficocianina, fluorescarmine), biotina, y otros similares. Los anticuerpos

etiquetados son incubados con el sélido y el enlace etiquetado a la fase sélida es
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medida. Estos y otros inmuno ensayos pueden ser facilmente llevados a cabo por
aquellos con habilidades ordinarias en el arte.

Un método ejemplar yo para detectar la presencia o ausencia de virus de
influenza (en una muestra biolégica involucra la obtencién de muestras bioldgicas
de un sujeto de prueba y contactar la muestra bioldgica con un anticuerpo
monoclonal etiquetado o scFv de acuerdo con la invencion de tal forma que la
presencia del virus de influenza es detectada en la muestra bioldgica.

Como se utiliza aqui, el término “etiquetado”, con referencia a la sonda o
anticuerpo, se pretende que abarque la etiquetacién directa de la sonda o
anticuerpo juntando (p.e., fisicamente uniendo) una sustancia detectable a la
sonda o anticuerpo, asi como la etiquetacion indirecta de la sonda o anticuerpo
por reactividad con otro reagente que es directamente etiquetado. Ejemplos de
etiquetacion indirecta incluyen la deteccién de un anticuerpo primario utilizando un
anticuerpo secundario fluorescente mente etiquetado y la etiquetacion final de
sonda de DNA con biotin de tal forma que pueda ser detectado con estreptavidina
fluorescente mente etiquetada. El término “muestra bioldgica” se pretende que
incluya tejidos, células y fluidos biolégicos aislados de un sujeto, asi como tejidos,
celulas y fluidos presentes dentro de un sujeto. Esto es, que el método de
deteccién de la invencion puede ser utilizado para detectar un virus de influenza
en una muestra bioldgica in vitro asi como in vivo. Por ejemplo, técnicas in vitro
para la deteccion de un virus de influenza incluyen ensayos inmuno absorbente de
enzimas enlazadas (ELISAs), Western blots, inmuno precipitaciones, e inmuno
fluorescencias. Aun mas, Técnicas in vivo para la deteccion de un virus de
influenza incluye la introduccién en un sujeto de un anticuerpo de virus anti
influenza etiquetado. Por ejemplo, el anticuerpo puede ser etiquetado con un
marcador radiactivo cuya presencia y ubicaciéon en un sujeto puede ser detectada

con técnicas de obtencién de imagenes estandar.
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En una materializacion, la muestra biolégica contiene moléculas de
proteinas del sujeto de prueba. Una muestra bioldgica preferida es una muestra de
leucocitos de sangre periférica aislada de un sujeto por métodos convencionales.

La invencidén también abarca paquetes para detectar la presencia de un
virus de influenza en una muestra biolégica. Por ejemplo, el paquete puede
contener: un compuesto etiquetado o a gente capaz de detectar un virus de
influenza (p.e., un anticuerpo anti influenza scFv o0 monoclonal) en una muestra
biologica; métodos para determinar la cantidad de un virus de influenza en una
muestra; y métodos para comparar la cantidad de un virus de influenza en una
muestra con un estandar. El compuesto o agente puede ser empacado en un
contenedor apropiado. El paquete puede ademas contener instrucciones para el

uso del paquete para detectar un virus de influenza en una muestra.

Inmunizacion Pasiva

La inmunizacion pasiva ha probado ser una estrategia efectiva y segura
para la prevencién y tratamiento de enfermedades virales. (Véase Keller ét al.,
Clin. Microbiol. Rev. 13:602-14 (2000); Casadevall, Nat. Biotechnol. 20: 114
(2002); Shibata et al., Nat. Med. 5 :204-10 (1999); y lgarashi et al., Nat. Med.
5:211-16 (1999), cada uno de los cuales se incorporan aqui por referencia)). La
inmunizacion pasiva utilizando anticuerpos monoclonales humanos neutralizantes
puede proveer una estrategia de tratamiento inmediato para emergencias de
profilaxis y tratamiento de influencia como la gripe aviar mientras que la alternativa
y el desarrollo que consume mas tiempo de vacunas y nuevas drogas se
encuentran desarrollo.

Vacunas de subunidad potencialmente ofrecen ventajas significativas sobre

inmuno genes convencionales. Estas evitan los peligros de seguridad inherentes
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en la produccion, distribucion y su ministro de vacunas con patdégenos completos
convencionalmente muertos o atenuados. Ademas, éstas pueden ser
racionalmente disefiadas para incluir sélo epitopos de proteccion confirmados, por
lo tanto evitando epitopos de supresion T (véase Steward et al., J. Virol. 69:7668
(1995)) o epitopos inmuno dominantes B que subvierten el sistema inmune
incluyendo respuestas inutiles, que no protegen (p.e. epitopos "sefiuelo"). (Véase
Garrity et al., J. Immunol. 159:279 (1997)).

Mas audn, aquellos con habilidad en el arte reconoceran que una buena
correlacion que existe entre las actividades neutralizantes del anticuerpo in vitro y
la proteccion in vivo para muchos diferentes virus, rutas de reto, y modelos de
animales. (Véase Burton, Natl. Rev. Immunol. 2:706-13 (2002); Parren et al., Adv.
Immunol. 77:195-262 (2001)). Los datos presentados aqui demuestran que los
anticuerpos monoclonales humanos D7, D8, F10, G 17, H40, A66, D80, E88, E90,
y H98 pueden ademas ser desarrollados y probados en estudios animales in vivo
para determinar la utilidad clinica como un potente inhibidor de entrada viral para

emergencias de profilaxis y tratamiento de influenza.

Quimeras Antigeno-lg en Vacunacion

Ya hace mas de una década desde que los primeros anticuerpos fueron
utiizados como andamio para la presentacién eficiente de determinantes
antigénicos a los sistemas inmunolégicos. (Véase Zanetti, Nature 355:476-77
(1992); Zaghouani et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:631-35 (1995)). Cuando un
péptido es incluido como una parte integral de una molécula IgG (p.e., el
anticuerpo monoclonal 11A o 256 IgG1 descrito aqui), la antigenicidad e
inmunogenicidad de los epitopos péptido es altamente mejorada comparado con

el péptido libre. Tal mejora es posible por la vida media mas larga de las quimeras
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antigeno-1gG, mejor presentacion y conformacién constrefiida, que imita a sus
estructuras nativas.

Mas aln, una ventaja més de utilizar una quimeras antigeno-Ig es que ya
sea la variable o la regién Fc de la quimera antigeno-lg puede ser utilizada para
dirigirse a células de presentacidén de antigeno profesionales (APCs). A la fecha,
lgs recomendados han sido generados en los cuales las regiones
complementariamente determinantes (CDRs) del gen variable de cadena pesada
(VH) son reemplazados con varios péptidos antigénicos reconocidos por células B
o T. tales quimeras antigeno-lg han sido utilizadas para introducir respuestas
inmunes humorales y celulares. (Véase Bona et al.,, Imnmunol. Today 19:126-33
(1998)).

Las quimeras epitopos especificos implantadas en la curva CDR3 han sido
utilizadas para inducir respuestas humorales ya sea a HIV-1 gp120 V3-loop o al
primer dominio extracelular (D1) de receptor humano CD4. (Véase Lanza et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:11683-87 (1993); Zaghouani et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 92:631-35 (1995)). El suero inmune fue capaz de prevenir infeccion de
células CD4 SupT1l por HIV-1MN (anti-gp120 V3C) o inhibir la formacién de
sincitias (anti-CD4-D1). Las CDR2 y CDR3 pueden ser reemplazadas con péptidos
epitopos simultdneamente, y la longitud del péptido insertado puede ser hasta de
19 aminoacidos de longitud.

Alternativamente, un grupo ha desarrollado una estrategia “troybody” en la
cual antigenos péptidos son presentados en las curvas de la regién constante (C)
lg y la regién variable de la quimera puede ser utilizada para dirigirse a IgD en la
superficie de las células B o moléculas MHC clase Il en APCs profesionales
incluyendo células B, células dendriticas (DC) y macrofages. (Véase Lunde et al.,

Biochem. Soco Trans. 30:500-6 (2002)).
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Una quimera antigeno-lg puede también ser hecha por la fusion directa del
antigeno con la porcién Fc de una molécula IgG. You et al., Cancer Res. 61:3704-
11 (2001) fueron capaces de obtener todas las armas de una respuesta inmune
especifica, incluyendo muy altos niveles de anticuerpos para el antigeno ntcleo

del virus de hepatitis B utilizando este método.

Vacuna de DNA

Las vacunas de DNA son estables, pueden proveer al antigeno una
oportunidad para ser naturalmente procesado, y pueden incluir una respuesta de
larga duracion. Aunque es una estrategia de inmunizacién muy atractiva, las
vacunas de DNA frecuentemente tienen una potencia muy limitada para inducir
respuestas inmunes. Una acogida pobre de DNA inyectado por APCs
profesionales, como células dendriticas (DCs), puede ser la causa principal de tal
limitacién. Combinadas con las vacunas quimera antigeno-lg, una prometedora
nueva estrategia de vacuna de DNA basada en el mejoramiento de la
presentacion del antigeno APC se ha reportado (véase Casares, et al., Viral
Immunol. 10:129-36 (1997); Gerloni et al., Nat. Biotech. 15:876-81 (1997); Gerloni
et al., DNA Cell Biol. 16:611-25 (1997); You et al., Cancer Res. 61:3704-11
(2001)), que toma ventaja de la presencia de receptores Fc (FcyRs) en la
superficie de las DCs.

Es posible generar una vacuna de DNA codificando una quimera antigeno
(Ag)-lg. Frente a la inmunizacién, proteinas de fusion Ag-lg seran expresadas y
secretadas por las células que toman las moléculas de DNA. Las proteinas de
fusion Ag-lg secretadas, mientras que introducen respuestas a células B, puede
ser capturadas e internalizadas por interaccidén del fragmento Fc con FcyRs en la

superficie de DC, lo que promoverda presentacién eficiente de antigeno e
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incrementard notablemente la respuestas inmunes antigeno especificas.
Aplicando el mismo principio, las quimeras antigeno-lg que codifican DNA que
cargan una region funcional anti-MHC Il especifica scFv de gen también puede
dirigirse a los inmuno genes de todos los tres tipos de APCs- las respuestas
inmunes pueden ademas ser incrementadas con el uso de los mismos antigenos
de proteina generados in vitro (p.e., “preparacién e incremento”), de ser necesario.
Utilizando esa estrategia, respuestas inmunes celulares y humorales especificas
contra la infeccion del virus de influenza fueron logradas a través de inyecciones
intramusculares (i.m.) de una vacuna de DNA (véase Casares et al., Viral.

Immunol. 10:129-36 (1997)).

Composiciones de Vacunas

Composiciones terapéuticas o profilactica es se proveen aqui, las cuales
generalmente se componen de mezclas de uno o mas anticuerpos monoclonales o
ScFvs y combinaciones de los mismos. Las vacunas profilactica su pueden ser
utilizadas para prevenir una infeccion del virus de influenza y las vacunas
terapéuticas pueden ser utilizadas para tratar individuos después de una infeccion
del virus de influenza. Los usos profilacticos incluyen la provisién de titer de
anticuerpos incrementada a un virus de influenza en un sujeto de vacunacion. En
esta forma, sujetos en alto riesgo de contraer influenza se les puede proveer con
inmunidad pasiva a un virus de influenza.

Estas composiciones de vacunas pueden ser administradas en conjunto
con agentes inmuno regulatorios auxiliares. Por ejemplo, cytokines, lymphokines, y
chemokines, incluyendo, pero no limitado a, IL-2, IL-2 modificado (Cys125 >

Ser125), GM-CSF, IL-12, y-interferon, IP-10, MIP1B, y RANTES.
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Métodos de Inmunizacién

Las vacunas de la presente invencion tienen inmuno proteccion superior y
propiedades inmuno terapéuticas sobre otras vacunas antivirales. La invencién
provee un método de inmunizacién, p.e., induciendo una respuesta inmune, de un
sujeto. Un sujeto es inmunizado administrandole al sujeto una composicion
conteniendo una proteina de fusién de membrana de un virus patogénico envuelto.
La proteina de fusién es cubierta o contenida en una matriz biolégicamente
compatible.

La proteina de fusidon es glicosilada, p.e. contiene fraccion de
acarbohydrate. La fraccion de carbohidrato puede ser en la forma de
monosacarido, disacarido(s). oligosacarido(s), polisacarido(s), o sus derivados
(p.e. sulfuro- o fésforo-sustituidos). El carbohidrato es lineal o ramificado. La
fraccion de carbohidrato esta ligada N o ligada O a un polipéptido. La glicosilacion
ligada N es a la amida nitrégeno de de cadenas laterales de asparagina y la
glicosilacion ligada N es al hidréxido de oxigeno de cadenas laterales de serina y
treonina.

La fraccién de carbohidrato es enddgena al sujeto que se va a vacunar.
Alternativamente la fraccion de carbohidrato es exdgena al sujeto que se va a
vacunar. La fraccion de carbohidrato son fracciones de carbohidrato que no son
tipicamente expresadas en polipéptidos del sujeto que se va a vacunar. Por
ejemplo, las fracciones de carbohidrato son carbohidratos especificos de plantas.
Fracciones de carbohidrato especificas de plantas incluyen por ejemplo glicanos
ligados N que tienen un enlace de nucleo a1,3 fucose o un enlace de nucleo 8 1,2
xylose. Alternativamente, la fraccion de carbohidrato son fracciones de
carbohidratos son expresadas en polipéptidos o lipidos del sujeto que se va a

vacunar. Por ejemplo muchas células huésped han sido genéticamente disenadas
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para producir proteinas humanas con accesorios de azucar que parecen
humanos.

Por ejemplo, la proteina de fusion es una proteina de hemaglutinina
trimerica. Opcionalmente, la proteina de hemaglutinina es producida en una célula
no mamifera como una célula de planta. El sujeto esta en riesgo de desarrollar o
sufrir de una infeccion viral. Virus envueltos incluyen por ejemplo, virus epstein-
barr, virus de herpes simplex, tipo 1 y 2, cytomegalovirus humano, herpesvirus
humano, tipo 8, virus de varicela zoster, virus de hepatitis B, virus de hepatitis C,
virus de inmunodeficiencia humana, virus de influenza, virus del sarampién, virus
de paperas, virus parainfluenza, virus respiratorio sincitial, virus de rabia, y virus
de rubéola. Los métodos descritos aqui llevan a la reduccién en la severidad o la
aliviacion de uno o mas sintomas de una infeccion viral las infecciones son
diagnosticadas y o monitoreadas, tipicamente por médicos utilizando
metodologias estandar. Un sujeto que requiere inmunizacioén es identificado por
métodos conocidos en el arte. Por ejemplo, sujetos son inmunizados como ser
determina en el CDC's General Recommendation on Immunization (51(RR02) pp!-
36). El cancer es diagnosticado por ejemplo por un examen fisico, biopsia,
examen de sangre o rayos X. El sujeto es p.e., cualquier mamifero p.e., un
humano, un primate, ratén, rata, perro, gato, vaca, caballo, cerdo, un pescado o un
pajaro. El tratamiento es administrado antes del diagnodstico de la infeccion.
Alternativamente, el tratamiento es administrado después del diagnéstico.

La eficacia del tratamiento se determina en asociacion con cualquier
método conocido para el diagndstico o tratamiento de la infeccion o desorden
particular. El alivio de uno o mas de los sintomas del desorden indica que el

compuesto confiere un beneficio clinico.
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Evaluacion de Fragmentos de Proteina Antigénica (APFs) para Potencial

Vacunacion

Una vacuna candidata que se dirija a la inmunidad humoral debe llenar por
lo menos tres criterios para ser exitosa: debe provocar una respuesta de
anticuerpos fuerte (‘inmunogenicidad”); una fraccién significante de los
anticuerpos que provoca deben tener una reaccion cruzada con el patdégeno
("salud inmunogénica”); y los anticuerpos que provoca deben proteger. Mientras la
inmunogenicidad puede normalmente ser incrementada utilizando adyuvantes o
portadores, salud inmunogénica y la habilidad de inducir proteccion (como se
evidencia por la neutralizaciéon) son propiedades intrinsecas de un antigeno que
ultimadamente determinara el éxito de ese antigeno como un componente de

vacuna.

Evaluacion de Salud inmunogénica

“Salud inmunogénica” es definida como la fraccién de anticuerpos inducidos
por un antigeno tienen reaccion cruzada con el patogeno. (Véase Matthews et al.,
J. Immunol. 169:837 (2002)). Es diferente de la inmunogenicidad, que es medida
por el titer de todos los anticuerpos inducidos por un antigeno, incluyendo aquellos
anticuerpos que no tuvieron reaccidon cruzada con el patégeno. Una salud
inmunogénica inadecuada probablemente ha contribuido a wun historial
decepcionante de vacunas de péptido a la fecha. Péptidos que se enlazan con alta
afinidad a anticuerpos y provocan altos titers de anticuerpo frecuentemente les
falta la adecuada salud inmunogénica, y, por lo tanto, éstos fallan como

potenciales componentes de vacuna. Por lo tanto, es importante incluir la salud

X2
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inmunogénica como un criterio de seleccion de candidatos de vacuna para
influenza.

Una explicacion comun para la pobre salud inmunogénica es la flexibilidad
de conformacion de la mayor parte de los péptidos cortos. Especificamente, un
péptido flexible puede enlazarse bien a anticuerpos desde los pacientes, y
producir titers de anticuerpos sustancial en sujetos ingenuos. Sin embargo, si el
péptido tiene un largo repertorio de conformaciones, una preponderancia de
anticuerpos que éste induce en sujetos ingenuos puede fallar en la reaccion
cruzada con el correspondiente epitopo ingenuo en patégenos intactos.

Asi como los péptidos cortos, algunas APFs puede ser altamente flexibles
y, por lo tanto puede fallar como componentes de vacunas. Las APFs mas
inmunogenicamente convenientes es probable que consistan de sub dominios de
proteinas de doblado propio que estan intrinsicamente constrefiidas afuera del
contexto de toda la proteina.

El hecho que la salud inmunogénica es una propiedad de la APF en si
misma, y no del sistema inmune que responde, la salud inmunogénica puede ser
evaluada en un modelo animal (p.e. en un ratén) aunque ultimadamente la APF
tendra que desempenarse en humanos.

La salud inmunogénica alcanzada por APFs es evaluada por la inmuno
absorcion de suero anti-APF con puntas purificadas o proteina de membrana, en
un procedimiento analogo al descrito en Matthews et al., J. Immunol. 169:837
(2002). 1gG es purificado del suero recogido de ratones que han sido inmunizados.
Proteinas purificadas, biotinylated (como se ha apropiado, dependiendo del APF
particular con el cual los ratones fueron inmunizados) son mezcladas con el IgG
de ratdn e incubado. Esferas sepharose cubiertas con streptavidina son entonces
afadidas en cantidades suficientes para capturar todos las proteinas biotiniladas,

junto con cualquier IgG enlazado. Las esferas cubiertas con streptavidina son
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removidas por centrifuga a 13,000 rpm en una micro centrifuga, dejando los IgG
que han sido despojados de anticuerpos dirigidos contra la proteina,
respectivamente. Inmuno absorciones falsas son llevadas a cabo en paralelo de la
misma forma, excepto que los BSA biotinilados seran sustituidos por proteinas de
influenza como un absorbente falso.

Para medir la salud inmunogénica de las APFs, los anticuerpos absorbidos
y los anticuerpos falsamente absorbidos son titer lado a lado en ELISA contra la
APF inmunizante. Para la afinidad de APFs seleccionadas de un visor fago NPL, el
antigeno para estos ELISAs sera purificado con proteinas de fusion APF-GST-
para las potenciaimente glicosiliadas APFs de las células de mamifero de visor
NPL, el antigeno para estas ELISAs seran proteinas de fusién APF-Fc secretadas
por células mamiferas el purificadas con proteinas A. el porcentaje de disminucion
en el titer anti-APF de anticuerpos absorbidos corﬁparado con los anticuerpos
falsamente absorbidos proveeran una medida de la salud inmunogeénica de las

APF.

Métodos de Tratamiento

La invencién provee ambos métodos profilactico y terapéutico de tratar un
sujeto en riesgo de (o susceptible a) contraer enfermedad o desorden relacionada
con el virus de influenza. Tales enfermedades o desérdenes incluyen pero no

estan limitadas a ,p.e., gripe aviar.

Métodos Profilacticos

En un aspecto, la invencion provee métodos para prevenir una enfermedad

o desorden relacionada con el virus de influenza en un sujeto suministrando de al

—————
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sujeto un anticuerpo monoclonal o anticuerpo scFv de la invencién a un agente
identificado de acuerdo con los métodos de la invencién. Por ejemplo, anticuerpos
scFV y/o monoclonal D7, D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88, E90 y H98 puede ser
administrado en cantidades terapéuticamente efe‘ctivas. Opcionalmente, dos o
mas anticuerpos anti influenza son co administrados.

Sujetos en riesgo de contraer una enfermedad o desorden relacionada con
virus de influenza incluye pacientes que han entrado en contacto con una persona
infectada o han estado expuestos al virus de influenza en otra forma. La
administracion de un agente profilactico puede ocurrir antes de la manifestacion de
sintomas caracteristicos de la enfermedad o desorden relacionada con el virus de
influenza, de tal forma que una enfermedad o desorden desprevenido o,
alternativamente, demorado en su progresion.

El agente apropiado puede ser determinado en base a ensayos de
deteccion descritos aqui. Alternativamente, o en adicién, el agente a ser
administrado es un anticuerpo scFv o monoclonal que neutraliza un virus de

influenza que ha sido identificado de acuerdo con el método de esta invencion.

Métodos Terapéuticos

Otro aspecto la invencién se relaciona con métodos de tratamiento de una
enfermedad o desorden relacionada con virus de influenza en un paciente. En una
materializacién, el método involucra administrar una gente (p.e., un agente
identificado por un ensayo de deteccién escrito aqui y/o un anticuerpo scFv o un
anticuerpo monoclonal identificado de acuerdo con el método de la inversion), o
combinacién de agentes que neutralizan la influenza a pacientes que sufren la

enfermedad o desorden.
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Métodos combinados

La invencién provee tratamiento de una enfermedad o desorden
relacionada con influenza, como la gripe aviar, en pacientes administrando dos o
mas anticuerpos, como D7, D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88, E90 y H98 que se
enlazan al mismo epitopo de la proteina HA.

| La invencion ademas se describe en los siguientes ejemplos, los que no

limitan el alcance de la invencion descrita en las reivindicaciones.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: métodos generales
Expresion y preparacion de varios antigenos de inmunopurificacion para la
seleccion de coleccién de anticuerpos que exhiben fago.
HA1. HA1 es el fragmento de terminal N (aa17-338) de (A/Thailand/2(SP-
33)/2004(H5N1). El gen es codon optimizado y expresado como proteina de fusion
con una etiqueta de 19 aminoacidos de terminal C (etiqueta CO:GTETSQVAPA

(SEQ ID NO: 103)). Se expresa la proteina de fusion HA1-C9 en células 293T

transitoriamente y se purifica la proteina secretada del sobrenadante mediante
cromatografia de afinidad. Se utiliza la proteina A Sefarosa acoplada de forma
covalente con el anticuerpo 1D4 anti-C9 (National Cell Culture Center) para
purificacién de HA1-C9.

HAQ Trimérico. Se expresa el ectodominio (HAQ) del gen de hemaglutinina (HA) de

A/Viet Nam/1203/2004 en células de insecto como una proteina de fusién al

adaptar el protocolo descrito previamente®. Esta construccion contiene una

secuencia ‘foldon’ que trimeriza el terminal C de la fibrina T4 del bacteriéfago para

‘estabilizar la estructura trimérica, seguida por un sitio de trombina y una etiqueta

His6 (SEQ ID NO: 104). El cADN de la proteina de fusion se clona en el vector de




10

15

20

25

WO 2009/079259 85 PCT/US2008/085876

transferencia de baculovirus, pAcGP67A (BD Biosciences, Bedford, MA) que
permite la secrecién eficiente de la proteina recombinante. Se infectan 9x10°
células con la estirpe virica. 3 dias después de la infeccion, se centrifugan las
células y se incuba el sobrenadante con 6 ml de microesferas de Ni-NTA (Qiagen
Inc, Valencia, CA). Se lavan las microesferas con regulador TBS (Tris.HCl 10 mM/
NaCl 80 mM, pH 8.0) con imidazol 10 mM y se eluye con TBS con imidazol 250
mM. La proteina HA5 eluida se dializa contra el regulador TBS y se purifica
adicionalmente mediante intercambio iénico utilizando la columna Mono Q
HR10/10 (GE Healthcare, Piscataway, NJ). Se digiere el HAS purificado mediante
trombina duratre la noche. Se examina la integridad y propiedad del trimero HAO

utilizando filtraciéon Gel (columna Superdex 200) y SDS-PAGE.

Seleccioén de coleccién de anticuerpo fago y deteccion de anticuerpos contra HS.
Dos colecciones de scFv humanas no inmunes (un total de 2.7x10™
miembros) construidas de células B de 57 donantes no inmunizados fueron
utilizados para seleccionar scFv contra el HA1 purificado o HAO trimérico. 5x10™
pfu de fago-scFvs preparados de cada coleccion fueron incubados con inmuno
tubos (Nunc, Naperville, IL) cubiertos con 10 ug de HA1 o HAO, separadamente.
Los procedimientos de seleccion fueron los mismos descritos anteriormente.
Después de dos rondas de seleccion, clones de fago-scFv sencillo escogidos
aleatoriamente fueron detectados para enlace especifico a HA1 o HAQO por
ensayos inmuno absorbente de enzimas enlazadas (ELISA) como se describio
anteriormente. Los clones que se enlazaron a HA1 o HAO con valores Asso de >1.0
fueron calificados como positivos, mientras que clones negativos dieron valores de
<0.1. Para clones HA1 o HAO especificamente enlazados, los genes de regiones

variables de cadenas pesadas (VH) y livianas (VL) fueron secuenciados y sus
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secuencias de aminoacidos correspondientes fueron alineados para identificar

anticuerpos con diferente secuencia para mas caracterizacion.

Expresion y purificacion de scFv-Fcs soluble y humano de IgG1 longitud completa.

Fago-scFvs de clones individuales fueron producidos por ensayo de
neutralizaciéon utilizando el mismo método que para hacer la coleccion fago.
Particulas fago fueron concentradas 25 veces utilizando precipitacion PEG/NaCl.
scfV-Fcs e IgG1s humanos completos fueron producidos como se describid
anteriormente. En resumen, los scFvs seleccionado fueron convertidos a scFv-Fcs
sub clonando los scFv en vector de expresion Fc pcDNA 3.1-Hinge que contiene la
bisagra, CH2 y dominios CH3 de IgG1 humano pero le falta CH1. Para IgG1
humanos completos, los fragmentos de gen VH y VL de scFv fueron subclonados
separadamente en IgG1 humanos cadena liviana kappa o cadena liviana lambda
vectores de expresion TCAES o TCAESG. scFv-Fsc o 1IgG1s fueron expresados en
células 293T o 293F (Invitrogen) por transfeccién transiente y purificados por

cromatografia de afinidad de proteina A sepharose.

Analisis de Superficie de la Resonancia de Plasmon (SPR)

Analisis cinéticos de los enlaces H5 HA Mabs al trimero.recombinante HAO
(VietNam1203/04) fueron llevados a cabo en una Biacore T100 (Biacore) a 25°C.
El anticuerpo 1gG Fc antihumano (Biacore) fue covalentemente cubierta a
superficies celulares de flujo individuales con un chip sensor CM4 por amino-
juntura utilizando el paquete de juntura amino (Biacore). HA Mabs fueron
capturados en superficies IgG Fc anti humanas a la velocidad de flujo de 10ul/min

en tapon HBS (Biacore) para asegurar que el enlace Mab-HAQ ocurriera como una
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interacciéon Langmuir homogénea 1:1. HAO fue inyectado sobre cada cédula de
flujo a la velocidad de flujo de 30ul/min en tapén HBS, y en concentraciones en un
rango desde 0.31 a 20 nM. Una inyeccion de tapén sirvié6 como control negativo.
Todos los experimentos contenidos en un control de superficie de anticuerpo IgG
Fc anti humano adicional que sirvié para llevar cuenta de cambios en el indice
refractivo de tapon y para probar interacciones potenciales no especificas entre
HAO y IgG Fc anti humano. Después de completar a cada ciclo de asociacion y
disociacion, la superficies fueron regeneradas con una solucion 3M MgCl,. La
proporciéon de asociaciones (ka), constantes de proporcion de disociaciéon (kd), y
constantes de afinidad (KD) fueron calculadas utilizando el software de evaluacion
Biacore T100. La benevolencia de cada ajuste fue basada en el acuerdo entre los
datos experimentales y los ajustes calculados, donde los valores Chi? estuvieron
por debajo de 1.0. Las densidades de superficie de Mabs contra HAO fueron
optimizadas para minimizar la transferencia de masa y evitar cualquier
contribucion de efectos de avidez. Todos dos ka, kd, KD reportados aqui

representan los promedios y errores estandar de tres experimentos.
Virus y Células

Los virus de influenza de tipo salvaje A/Vietham/1203/2004 (H5N1; H5-
VNO04), A/HongKong/483/1997 (H5N1; H5-HK97), A/Netherlands/219/2003 (H7N7;
H7-NLO3), y A/Ohio/4/1983 (H1-N1; H1-0H83) asi como cepas de vacuna
adaptadas a frio de A/Ann Arbor/6/1960 (H2N2) fueron obtenidas de la red WHO

Global Influenza Surveillance Network y provistas por Alexander Klimov (CDC,

~ Atlanta, USA). H1-PR34 y células Madin-Darby canine kidney (MDCK) fueron

obtenidas de la American Type Culture Collection y propagadas en Dulbecco's

Modification del Eagle's Medium con 10% de suero fetal bovino. La infectividad
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viral fue determinada por ensayos de placa en células MDCK. Virus vivo de tipo
salvaje H5N1 fueron manejados en contencién de bioseguridad nivel 3, incluyendo
mejoras requeridas por el Departamento de Agricultura de los EEUU y el programa
de Agentes Seleccionados

http://www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/bmb15/bmb15toc.htm.

Ensayo de neutralizacién con virus HA-pseudotipo

Plasmidos y Montajes

El gen HA de longitud completa de A/Thailand/2(SP-33)/2004(H5N1)), H5-
SP33, y gen de neuraminidasa de A/Vietnam 1203/2004, N1, fueron codon-
optimizadas y clonadas en vector pcDNA3.1 para obtener la expresion plasmida
pcDNA3.1-H5-SP33 y pcDNA3.1-N1, separadamente. La plasmida codificada
pCAGGS-H1(SC) A/South Carolina/1/1918 (HINI) proteina HA de largo completo
HA protein fue amablemente proveida por forma de Dr. P.Palese (Mount Sinai
School of Medicine, US). La plasmida codificada pCAGGS-H1(PR) A/Puerto
Rico/8/34 (H1N1) proteina HA fue un obsequio generoso del Dr. M. Farzan

(Harvard Medical School, US).

Construyendo los virus HA-pseudotipo

La ronda simple de reporte de virus HIV luciferase de H5N1 o H1N1
pseudotipo por H5-SP33, H1-SC/1918 o H1-PR/34 fueron hechos por co-
transfeccion de células 293T con 4 .plésmidos que son pcDNA3.1-H5-SP33, vector
de empaque HIV pCMVAR 8.2 codificando HIV-1 Gag-Pol”’, vector de

transferencia pHIV-Luc codificando el gen reporte de luciferase de luciérnaga bajo
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el control del HIV-1 LTR, y expresando plasmida pcDNA3.1-N1. 36 horas post-
transfeccion, sobrenadantes virales fueron cosechados y almacenados a 4°C.

Ensayos de neutralizacion

Antes de transducir células, sobrenadantes virales de virus pseudotipo H1-
SC/1918 o H1-PR/34F fueron incubados con 16ug/mL TPCK-tratado trpsin por una
hora a 25 °C y después neutralizados con solucién neutralizante trypsin (TNS,
Cambrex) a la proporcion de 1:1 (V/V). Anticuerpos de prueba o suero fueron
incubados con cantidad adecuada de pseudotipo H5-SP33 o virus pseudotipo H1
trpsin-tratado por 30 mins a RT. La mezcla fue entonces adicionada hacerlas 293T
en 96 platos de pozo y se continu6 el cultivo por 48 horas. El nivel de entrada viral
fue evaluado midiendo la actividad luciferase en las células objetivo con un

luminometro de micro plato.
Mapeo de epitopo de de anticuerpo 8, 10 y 66

Plasmidos vy Montajes

pcDNA3.1-H5-SP33, pCAGGS-H1(SC) y pCAGGS-H1(PR) fueron descritos
arriba pCAGGS-H7 (FPV) que codifica proteinas HA para A/FPV/Rostock/34
(H7N1) fue amablemente provista por el Dr. X. Yang (Beth Israel Deaconess
Medical Center). Todas las mutaciones de pcDNA3.1-H5-SP33 o pCAGGS-H7
(FPV) fueron construidas por el método QuikChange (Stratagene). Analisis de flujo
de citometria del enlace de anticuerpos anti-H5 a células expresando HA. Varias
HA y mutaciones de HA de tipo salvaje y longitud completa expresando plasmidas
para H1, H5 o H7 fueron transfectadas transientemente en células 293T. 48 horas

después de la transfeccion, anticuerpos anti-H5 (10ug/ml) fueron incubados con
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células 293T transfectadas a 4 °C por 1 hora. Las células fueron entonces lavadas
tres veces con PBS que contenia 0.5% BSA y 0.1 % NaN3. Para la deteccion de
anticuerpos anti-H5 enlazandose a células transfectadas HA, IgG de cabra anti
humano etiquetado-FITC (Pierce) fue utilizado como segundo anticuerpo he
incubado con células a 4 °C por 30 min. Las células fueron lavadas nuevamente
como se describié arriba y analizadas utilizando un Becton Dickinson FACScaliber

con software CellQuest.
Ensayo de micro neutralizacion

El método fue llevado a cabo como se describié anteriormente®. En corto,
100 TCIDsp (dosis infecciosas de cultivo de tejido median) de virus fueron
mezcladas en iguale volumen con diluciones de solucién de anticuerpo de reserva
(1 mg/ml) en 96 platos de pozo de cultivo de tejidos, seguidos por incubacion a 37
°C por 20 horas. Para establecer el punto final, mono capas de células fueron
lavadas con PBS, fijada en acetona, y antigeno viral detectado por ELISA indirecto

con un mAb contra influenza A NP (A-3, preciso).
Ensayo de Reduccion en Placa

Virus A/Viet Nam 1203/2004 (H5N1) o A/Netherland/219/03 (H7N7) (10,000
pfu) fueron incubados con anti-H5 scFv-Fcs a tres diferentes concentraciones
100ug/ml, 10ug/ml y 1ug/ml a 37 °C por 30 mins. La mezcla virus-anticuerpo fue
transferida a células mono capa MDCK en 12 platos de pozo incubadas a 37 °C
por 1 hora y las células fueron después lavadas y ‘sobrepuestas con agar.
Después de 4 dias de incubacién, la sobreposicion de agar fue desechada, y las

placas fueron visualizadas por tefiido de cristal violeta.
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Ensayo de inhibicién de hemaglutininacion (HI)

Virus de influenza aviar preferiblemente enlazado a receptores de acido
sidlico que contienen uniones de acido N-acteylneuraminic «2,3-galactose
(02,3Gal) mientras que virus humano preferencialmente enlazados a aquellos
conteniendo uniones de acido N-acteylneuraminic a2,6-galactose (a2,6Gal). La
base molecular para especificidad de receptor es mas probablemente determinada
por un set complejo de residuos en la HA viral. Las pruebas de inhibicion de
hemaglutininacién (HI) son un método sencillo y ampliamente utilizado para
evaluar las respuestas de anticuerpos a la hemaglutinina de influenza. Stephenson
et al. Reportaron que utilizando eritrocitos de caballo y por lo tanto incrementando
la proporcién de uniones de a2,3Gal disponibles para enlace, la sensibilidad‘ de los
ensayos de hemaglutininacion fueron mejorados. Adicionalmente, los titers del
ensayo HI| se correlacionaron bien con los titers del ensayo de micro
neutralizacion. Los virus pseudotipo seran titered primero utilizando
hemaglutininacion de eritrocitos de caballo como se describié. Las pantallas
iniciales de salida alta seran similarmente llevadas a cabo utilizando suspensiones
de eritrocitos de caballo y ensayando la habilidad de los anticuerpos fago para
inhibir el punto final de HI de los virus titered H5/N1. Pantallas secundarias mas
detalladas para la inhibicion de la entrada de reporte de virus H5N1 y HI seran
preformadas utilizando estudios de respuesta de dosis con proteinas solubles
scFvFc producidas por la células 293T transientemente transfeccionadas y

purificadas por esferas de proteina A.

Ensayo de inhibicién de enlace viral
0.5x10° células 923T fueron incubadas con virus H5-TH04-pseudotipo HIV
(~ 500 ng de p24) en la presencia de anti-H5 mAbs, control mAbs, en la ausencia

de anticuerpos, en un tapén de PBS conteniendo 0.5% BSA y 0.02% NaNjz a 4 °C.
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Después de una hora incubacion, las células fueron centrifugadas. Los
sobrenadantes fueron recolectados y probados por p24 niveles utilizando un
paquete ELISA de captura HIV-1 p24“* (NCI, Frederick, NIH) para cuantificar los
virus no enlazados. Las células fueron entonces lavadas una o dos veces vy lisis

para cuantificar los virus enlazados a células utilizando el mismo método.

Ensayo de inhibicion de fusion celular

Células 293T, ~90% confluentes en seis platos de pozo, fueron trasfectadas
con plasmidas pcDNA3.1-H5-TH04 y pcDNA 3.1-N1 a una proporcion de 4:1 (3 g
total DNA / pozo) utilizando llipofectamine 2000 (Invitrogen). El medio de cultivo
fue suplantado con 1 ml de anti-H5, control o falsos mAbs a 6 horas post-
transfeccion, y células cultivadas por 36 horas. Las células fueron observadas por
formacién de sincitias con un microscopio de fase contrastante. Micro fotografias

fueron tomadas a una magnificacion de 10x.

Expresion y preparacion de varias proteinas HA para inmunopurificacion

El HA1 es un fragmento de terminal N de HA de H5N1 A/Thailand/2(SP-
33)/2004 (H5-THO04), residuos 11 a 325 (numeracién H3). El gen es el codon
optimizado y expresado como proteina de fusiébn con una etiqueta de 9

aminoéacidos en el terminal C (etiqueta C9 GTETSQVAPA (SEQ ID NO: 103)). Se

expresa la proteina de fusion HA1-C9 en células 293T transitoriamente y se
cosechan la proteinas secretadas en el sobrenadante 48 horas después de la
transfeccion y se purifica del sobrenadante mediante cromatografia de afinidad
utilizando Proteina A Sefarosa que se acopla de forma covalente con el anticuerpo
1D4 anti-C9 (National Cell Culture Center). El método para producir la proteina
HAO de H5-VNO4 es el mismo como se describe adelante para la cristalizacion del

complejo H5-F10 pero sin la coinfeccién de baculovirus para la divisiéon de furina.
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ELISA

0.2 pg de proteinas H5 HA horas fueron cubiertas en 96 platos de pozo
Maxisorb ELISA (Nunc, NY) a 2 ug/mL en PBS a 4 °C durante la noche. El plato
fue lavado con PBS por 3 veces para remover proteinas sin cubrir. Para ELISA
regular, 1 yg/mL de anti-H5 scFv-Fcs seguido por IgG1 HRP anti humano fueron
utilizados para detectar el enlace de anti-H5 scFv-Fcs a proteinas H5 HA. Para
completar ELISA, 50 pL(10"pfu) de anti-H5 fago-scFvs fueron mezclados con 5
ug/mL de anti-H5 scFv-Fcs y aplicados a platos H5-VNO4 HA cubiertos de ELISA.
La competicion de scFv-Fcs para el enlace de fago-scFvs a HAQO fueron
determinados midiendo los enlaces restantes de fago-scFvs utilizando HRP-anti-
M13. La densidad optica a 450 nm fue medida después de incubacion de sistema

de sustrato peroxidase tetramethylbenzidine (TMB) (KPL, Gaithersburg MD).

Expresion, purificacion, y cristalizacion del complejo H5-F10
El gen que codifica la cadena sencilla (Vy-ligador- V) F10 (scFv) se clona
en el vector pSynl que contiene una sefal de secrecion periplasmatica de terminal

N pelB, y una etiqueta 6xHis de terminal C (SEQ ID NO: 104). Se expresa el F10

scFv en células XL10 en medios 2YT que contienen 0.1% de glucosa (p/v) a 25° C
durante 15 horas con IPTG0.5 mM. Se purifica la proteina primero mediante
Hisbind Ni-NTA (Novagen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante, y luego
mediante Superdex 200 (Amersham Biosciences) en Tris-HCI 50 mM , NaCl 0.5 M,

pH 8.

Se expresa el ectodominio del gen Ha H5-VNO4 en células de insecto como una
proteina de fusion al adaptar el protocolo descrito previamente®. Esta construccion
contiene una secuencia ‘foldon’ que trimeriza el terminal C de la fibrina T4 del

bacteriofago para estabilizar la estructura trimérica, seguida por un sitio de
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trombina y una etiqueta Hiss (SEQ ID NO: 104). El cADN de la proteina de fusion

se clona en el vector de transferencia de baculovirus, pAcGP67A (BD Biosciences,
Bedford, MA) que permite la secrecion eficiente de la proteina recombinante. Para
obtener HA completamente dividido (como trimeros HA1-HA2), se coinfectan
células sf9 con estirpes de baculovirus de HAO y furina en una relacion
empiricamente derivada. El cADN de furina es un obsequio del Dr. Robert Fuller
(Universidad de Michigan). Tres dias después de infeccion, se centrifugan las
células y se incuba el sobrenadante con microesferas de Ni-NTA (Qiagen Inc.,
Valencia, CA). Se lavan las microesferas con regulador TBS (Tris.HCI 10 mM/
NaCl 80 mM, pH 8.0) con imidazol 10 mM y se eluye con TBS con imidazol 250
mM. La proteina H5 eluida se dializa contra el regulador TBS y se purifica
adicionalmente mediante intercambio i6nico utilizando la columna Mono Q
HR10/10 (GE Healthcare, Piscataway, NJ). Se digiere el H5 purificado mediante
trombina durante la noche. Y se purifica adicionalmente mediante columna
Superdex 200 en el regulador TBS.

Los complejos H5-F10 fueron formados mezclando los dos componentes
purificados, y aislando por Superdex 200 en tapén TBS (Figura suplementaria 1b).
Fracciones pico fueron reunidas y concentradas a ~11 mg/ml. La integridad del
trimero H5 fue examinada utilizando filtracién Gel (Superdex 200 columna) y SDS-
PAGE. Cristales creciendo por el método de vapor difusion de caida colgante a 22
°C. Dos L de H5-F10 fueron mezclados con un volumen igual de 12.5% PEG 1K,
25% glicol etileno, 100 mM Tris, pH 8.5. Cristales fueron ultra congelados en

nitrégeno liquido antes de la recoleccién de datos.

Co-cristalizacién del complejo H5-F10
Para co-cristalizacion del complejo H5-F10, F10 fue expresada en E. coli y

purificada por Ni-NTA vy filtraciéon de gel. H5 fue expresada por co-infeccion de H5
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y furin baculovirus de reservas en células sf9, y purificadas por Ni-NTA,
intercambio de ion anion, y cromografia de filtracion de gel. Los complejos H5-F10
fueron obtenidos mezclando H5 con un exceso de F10 y aislando por filtracion de
gel. Cristales fueron cultivados mezclando 2 oL de complejos (~11 mg/ml) con un
volumen igual de 12.5% PEG 1K, 25% glicol etileno, 100 mM Tris, pH 8.5
utilizando el método de vapor difusién de caida colgante a 22 °C. La estructura de

cristal fue determinada a 3.2 A de resolucién por Reemplazo Molecular y refinado

a un Reree de .29 con excelente geometria.

Recoleccion de datos, determinacion de estructura, y refinamiento

Datos de difraccidon por rayos X fueron recolectados en el Stanford
Synchrotron Radiation Laboratory (SSRL) lineas de rayos 7.1 y 9. 2. Los datos
fueron procesados con XDS' y el paquete HKL2000.

La estructura del complejo H5-F10 fue determinada por reemplazo
molecular con PHASER utilizando la estructura de H5 (A/Vietnam/1194/04; PDB
code 2IBX) y la estructura scFv de SARS nAb 80R (PDB code 2GHW) como
modelos de busqueda. La estructura scFv de modelo homoélogo fue construida con
WHATIF®. La unidad asimétrica tiene todos trimeros H5 y seis moléculas F10.

Soluciones para reemplazo molecular fueron objeto de varias rondas de
refinamiento con el programa REFMAC5 con un recocido simulado en CNS y
reconstruccion de modelo manual con Coot y Xtalview. El modelo final incluye
residuos 506/503/503/496/495/496 para 6 copias idénticas de HA,
respectivamente, 233 residuos por cada nAb10, 24 N-acetyl-d-glucosamine y 6 -
d-mannose, 0 moléculas de agua. Los parametros geométricos fueron evaluados

con PROCHECK y Rampage.

Proteccion de ratones con hMabs contra H5
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Todos los estudios de ratones fueron realizados en facilidades animales
acreditadas por USDA y CDC como nivel de bioseguridad 3 (BSL3) conforme con
los protocolos aprobados por el CDC Animal Care y el Use Committee. Ratones
hembra de 8-10 semanas de vida Balb/C (5 por grupo) fueron utilizados en todos
los experimentos. Para todos los grupos, los ratones fueron observados por 2

semanas, el peso y las muertes anotadas a diario.

Estudio profilactico en ratén

Tres hMabs (D8-IgG1, F10-IgG1 y A66-IgG1) o hMab 80R-IgG1 de control a
2 dosis de 10 mg/kg y 2.5 mglkg > fueron administradas a los ratones
intraperitonealmente (i.p.). 24 horas después de la administracion de hMabs, todos
los grupos de ratones fueron retados con A/NVietnam/1203/04(H5N1) o
A/HK/483/97 (H5N1) intranasalmente (i.n.) en dosis de virus de 10 MLDsg (el 50%

de la dosis letal para ratén) bajo anestesia suave.

Estudio terapéutico en ratén

Los ratones primeros fueron infectados i.n. con10 .MLD50 de
A/Vietnam/1203/04(H5N1) o A/HK/483/97 (H5N1). Tres hMabs contra H5 o hMab
de control a 10 mg/kg fueron entonces administrados i.p. a los ratones 24, 48 y 72
horas después del infeccion con A/Vietham/1203/04(H5N1). Para ratones
infectados con A/HK/483/97 (H5N1), hMabs fue inyectado solamente 24 horas

después del reto viral.
Identificacién de anticuerpos anti-H5 fago

Anticuerpos contra HA1
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HA1 recombinante purificado fue utilizado para seleccionar anticuerpos de
dos colecciones separadas de scFv humano no inmune. Después de dos rondas
de seleccion en HA1, 58 de 96 clones detectados por ELISA fueron clones HA1
especificamente positivos. Tres anti-HA1 Unicos scFvs fueron identificados (38B y
1C) por andlisis de secuencia de los 58 clones HA1 positivos. Experimentos de
seleccion y deteccion similares fueron repetidas; no se identificaron nuevos clones
pero se obtuvieron los mismos tres scFvs descritos arriba. Secuencia de

aminoacidos 2A se muestra en la tabla 1B.

Anticuerpos contra el ectodominio de H5 (HAQ)

Trimerico HAO recombinante purificado fue utilizado para seleccionar la
misma coleccion de anticuerpos como se utilizé para HA1. Después de dos rondas
de seleccion en HAQ, un total de 392 clones fueron detectados para HAO de
enlace especifico por ELISA. 97 clones reconocieron la proteina HAO
especificamente. Diez unicos anti-HAO scFvs (7, 8, 10, 17, 40, 66, 80, 88, 90 y 98)
fueron identificados por el andlisis de secuencia. Seis genes VH diferentes y 10
genes VL diferentes fueron revelados (algunos scFvs compartian el mismo gen
VH). Cinco de los seis VH diferentes pertenecian a una familia de gen, IGHV1-69.
El gen VL fue mucho mas diverso que los genesVH, tres de 10 VL son cadena

Kappa. (Figura 4).

Establecimiento de un sistema fiable de reporte de virus en una sola ronda

Los reportes de virus HIV luciferase de una sola ronda de H5N1 o H1N1
pseudotipo por H5-SP33, H1-SC/1918 o H1-PR/34 fueron realizados por co-
transfeccion de células 293T con 4 plasmidos que son pcDNA3.1-H5-SP33, HIV
empaque de vector pCMVAR 8.2 codificacion HIV-1 Gag-Pol, Victor de

transferencia pHIV-Luc codificando el reporte de gen de luciérnaga luciferase bajo
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control det HIV-1 LTR, y expresando plasmido pcDNA3.1-N1. 36 horas post-
trasfeccion, sobrenadantes virales fueron recogidos y almacenados a 4 °C. El titer
de los virus HAO-pseudotipo fue medido infectando células 293T. Incluyendo el
plasmido expresando N1 en la trasfeccidon de realizacién de los virus pseudotipo
puede incrementar dramaticamente el titer de los virus H5-pseudotipo. El
comportamiento debido de los virus H5-pseudotipo fue examinado utilizando suero
inmune de hurén contra H5N1 (A/VietNam/2004). Estos virus puede ser
neutralizados patentemente por anti-suero, mientras que no por el suero pre
sangrado. Por lo tanto un sistema fiable de reporte de virus en una sola ronda
altamente eficiente fue establecido para la deteccion eficiente de anticuerpo

neutralizante.

Ejemplo 2: identificacion de anticuerpos neutralizantes contra HS5N1

utilizando _los _virus pseudotipo con H5-SP33 y ensayos de micro

neutralizacion.

Resultados de ensayos de neutralizacion utilizando los virus pseudotipo.

scFvFcs bivalentes de anticuerpos anti-H5 fueron producidos y probados
para actividades de neutralizaciéon contra los virus HAO-pseudotipo. Encontramos
gue 2A es un anticuerpo moderadamente neutralizante, 38B y 1C son anticuerpos
no neutralizantes (datos no mostrados). El anticuerpo 2A ha sido utilizado como un
reagente anti-HA para otros ensayos (mapeo de epitopo) descrito abajo.)
Utilizando el trimero HAO como un objetivo, hemos identificado 10 nuevos
anticuerpos unicos contra HAO. Estos Abs fueron detectados para actividades de
neutralizacién utilizando un método de deteccién novedoso de alta salida fago-
scFv que ha sido recientemente ihstalado en nuestro laboratorio. En breve, los

fago-scFvs de clones individuales fueron directamente utilizados en un ensayo de
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neutralizaciéon inmediatamente después de ser detectados por ELISA para clones
positivos en 96 platos de pozo. En este esquema, la actividad de neutralizacion
sera conocida en 48 horas. Haciendo esto, sobrepasamos los pasos de subclonar
y expresar los Abs solubles que es una tarea que consume tiempo.

Como se muestra en la figura, los Abs neutralizantes que fueron indicados
por fago-scFv resultaron ser potentes neutralizantes cuando se confirmé con
scFvFc Abs solubles. Todos los dias anticuerpos detectados por fago-scFvs son
potentes Abs neutralizantes. También convertimos tres de los 10 anticuerpos (D8,
F10 y A66) en IgG1 humano de longitud completa, la potente actividad
neutralizante fue nuevamente vista en los virus H5-SP33 pseudotipo. Los tres
anticuerpos también realizaron neutralizacidon cruzada de H1N1: cepa
potencialmente neutralizada de H1-SC/1918 y cepa moderadamente neutralizada
de H1-PR/34 (Ver figuras 4A-4C).

Los resultados de ensayos de micro neutralizacion. Como se muestra en
las figuras 4A-4C y 9B, los 10 anticuerpos anti-H5 exhibieron diferentes niveles de
neutralizacion. F10-Fc, A66-Fc, E88-Fc y EQ0-Fc parecen ser los inhibidores mas
potentes, los cuales neutralizaron mas de 95% de 10,000pfu virus a 10ug/ml y
mas de 50% a 1ug/ml. También hemos visto reduccién de placa completa cuando
100pfu fue utilizado para estos cuatro anticuerpos a 10ug/ml o 1ug/ml (datos no
mostrados).

Se encontré que los 10 anticuerpos (scFv-Fcs) neutralizaron los pseudo-
virus H5 (particulas parecidas a virus con s6lo nucleos HIV-1 que demostraban H5
en su superficie), en este caso desde el virus clade 1, A/Thailand/2-SP-33/2004
(H5N1) ("H5-THO04"). Todos los 10 anticuerpos también exhibieron niveles altos
pero distintos de neutralizacién contra los virus H5-VN04 (Clade 1) vy
A/Indonesia/5/2005 ("H5-IN05", Clade 2.1) en un ensayo de reduccién de placa

astringente, sugiriendo que el (los) epitopo (s) neutralizantes se conservan a
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través de diferentes clades H5. Sin embargo, ninguno de los Abs neutraliz6 un
virus Grupo 2, cepa HPAI H7N7, A/Netherlands/219/03 (H7N7) (H7-NLO3) (Figura
4A).

Todos los 10 nAbs enlazados a trimerico H5 y de competencia cruzada en
contra de cada uno (Figura 9), indicando que ellos reconocen un epitopo
superimpuesto. Basado en este hallazgo asi como la diversidad de secuencia de
VH y potencia de neutralizacién, tres nAbs (D8, F10 y A66) fueron seleccionados y
convertidos en IgG1 humano de longitud completa. Todos los tres nAb 1gG1s
enlazados a H5 recombinante (H5-VNO4) in vitro con alta afinidad (Kd~100-200

pM) y proporciones de disociacion muy lentas (kd ~ 10 s™) (Figura 10).

Ejemplo 3: Caracterizacién cinética del enlace de HAO (el ectodominio de HA

de A/Vietnam1203/04) a D8-IgG1, F10-igG1 y A66-lgG1 utilizando BlAcore T-

100

Mabs fueron capturados en un chip CM4 via IgG1 anti humano, y trimerico
HAOQ a varias concentraciones (20, 10, 5, 2.5, 2.5, 1.25, 0.625 nM) fue inyectado
sobre la superficie del chip. La cinética de enlaces fue evaluada utilizando un
modelo de enlace Laugmuir 1:1. Las curvas de enlace registradas (con la
referencia en blanco sustraida) son mostradas en negro y las curvas calculadas en
rojo. Todas las ka, kd, KD representan los promedios y errores estandar de tres
experimentos. Utilizando Biacore T100 y software de evaluacion Biacore T100,
determinamos las proporciones simétricas y constantes de afinidad para los tres
anti-HA MADbs ajustando un modelo Langmuir 1:1. Como se muestra en la figura
abajo, ka, kd y KD similares de D8 y F10 fueron observados, y A66 tuvo un dobles
1'.8 de KD menor que 8 y 10 debido a la proporcion de disociacion relativamente

mas rapida que los otros dos anticuerpos. Los complejos entre Mabs y HAO fueron

estables como se ilustra por una proporcién de disociacién muy baja (8.8+1 1x107°
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s ~ 1.8¢0.3x10™ s') y enlace de alta afinidad con el trimero H5 a nivel pM.

(Figuras 10A y 10B).

Ejemplo cuatro: efectos profilactico y terapéutico de anticuerpos anti-H5

La eficacia de proteccién de nAbs humano contra la infeccion de los virus
H5N1 y H1N1 fue evaluada en un modelo BALB/c de ratdn. Los ratones fueron

tratados con diferentes dosis de nAb ya sea después o antes del reto viral letal.

Eficacia profilactica

(Figura 7 a, b, g y h). Lo ratones fueron tratados con anti-H5 nAbs o control
mAb 24 horas antes del reto letal intranasalmente (i.n.) con 10 dosis letales
medias (MLDsp) de los H5N1 o H1N1s. Inyeccién intra-peritoneal (i.p.) de 10 mg/kg
de cualquiera de los tres nAbs proveen completa proteccién a los ratones retados
con H5-VN04 (A/Vietnam/1203/04 (H5N1), Clade 1). Una dosis mas baja de
anticuerpo (2.5 mg/kg) fue también altamente protectora. (Figura 7a) proteccion
profilactica contra virus H5-HK97 (A/HongKong/483/97 _(H5N1), Clade O) fue
observada en 80-100% de los ratones tratados con 10 mg/kg de cualquiera de los
tres nAbs. (Figura 7b) cualquiera de los tres nAbs (a 10 mg/kg de una inyeccion)
proveyeron proteccién completa de los ratones retados con los virus H1-WSN33
(A/WSN/1933(H1N1)). (Figura 7g) D8 y F10 protegieron completamente a los
ratones retados con H1-PR34 (A/PuertoRico/8/34 (H1N1)) cuando se les dio 10
mg/kg de una inyeccidén. A66 proveyd completa proteccion a ratones cuando 25

mg/kg de anticuerpo les fue suministrado en una sola inyeccion. (Figura 7h)

Eficacia terapéutica

(Figura 7c-f). Los ratones fueron inoculados con H5-VNO4 e inyectados con

nAbs a las 24, 48, 72 hpi (Figura 7 c, e y f) o con H5-HK92 a 24 hpi (Figura 7 d).
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Tratamiento i.p. con 15 mg/kg (una dosis terapéuticamente alcanzable en
humanos) de cualquiera de los 3 nAbs a 24h post-inoculacion (hpi) protegieron 80-
100% de los ratones retados con 10 veces el MLDsy de los virus H5-VN0O4 o Hb-
HK97 (Figura 7c-d). Lo ratones tratados con la misma dosis de nAbs a 48 o 72 hpi

5 con H5-VNO4 mostraron niveles de proteccién similar o mas altos (Figura 7 2e-f).
Lo ratones sobrevivientes en todos los grupos de tratamiento anti-HS nAb sé
mantenernos saludables y mostraron minima pérdida de peso corporal durante el
periodo de observacion de dos semanas (datos no mostrados).

‘10

Ejemplo 5: Supresidn de titer Vidal en tejidos por anticuerpos anti-H5 en un
estudio terapéutico animal

El efecto antiviral de los nAbs utilizados terapéuticamente fue aun mas
investigado midiendo el titer de virus 4 dias después del reto ya fuera en los
pulmones, como un indicador de inhibicién de replicacion local, o en el vaso y

15 cerebro, indicativo del esparcimiento sistémico que es caracteristico de la
infeccion de H5N1. Los nAbs mediaron una supresioén significativa de réplica viral
en pulmones de lo ratones tratados con H5 nAb comparado con el control cuando

' se suministré dentro de las 48 horas del reto (Figura 12). Notablemente, dos de los
nAbs, D8 y F10, también mostraron efecto antiviral cuando se suministraron 72

20 hpi. El esparcimiento sistémico de los virus al cerebro fue bajo en animales de
control, obscureciendo cualquier efecto del tratamiento nAb. Sin embargo, el
impacto de la terapia nAb en esparcimiento sistémico fue dramaticamente
demostrado por supresiéon de esparcimiento de virus =000 veces al vaso a un
cuando los tres nAbs fueron aplicados dentro de las 72 hpi.

25

Ejemplo 6: Mapeo de Epitopo inicial de anticuerpo D8, F10 y A66.
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Varias plasmidas expresando HA y mutaciones de HA de tipo salvaje y
longitud completa para H5-SP33 fueron transfectadas trasientemente en células
293T. 48 horas después de la trasnfeccion, anticuerpos anti-H5 (10ug/ml) fueron
incubados con células 293T trasfectadas a 4 °C por 1 hora. Las células fueron
entonces lavadas tres veces con PBS conteniendo 0.5% BSA y 0.1% NaN3. Para
la deteccién de anticuerpos anti-H5 enlazados a células HA trasfectadas, 1gG de
cabra anti humano con etiqueta FITC (Pierce) fue utilizado como un segundo
anticuerpo e incubado con células a 4 °C por 30 min. El anticuerpo 2A fue utilizado
como anticuerpo control para indicar la expresiéon de cada mutacion. Como
podemos ver de la tabla de abajo, los epitopos para Mab D8, 1FO y A66 son
similares y son ubicados en posiciones de 307 en HA1 y 52, 59, 65, 93 en HA2. La
posicion de estos aminoacidos fue resaltada en la estructura de cristal deH5

(A/Vietnam/1203/04(H5N1))

Ejemplo 7: enlace y neutralizacién dg los virus Cluster H1

La neutralizacién de clade cruzada de los virus de los virus H5N1 (Figura 4)
promovieron las pruebas para neutralizacién de otros subtipos HA dentro del
Grupo 1 cluster H1 (Figura 11). Todos los tres nAbs enlazados a células
expresando longitud total de H1 ((A/South Carolina/1/1918 (H1N1) ("H1-SC1918")
y A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) ("H1-PR34")), H2 (A/Japan/305/57(H2N2)) ("H2-
JP57"), H6 (A/chicken/New York/14677-13/1998(H6N2)) (H6-NY98), pero no un
Grupo 2 subtipo, H7 ((A/FPV/Rostock/34 (H7N1) ("H7-FP34")) (Figura 4). Ellos
también neutralizaron la infeccion de los virus H1-SC1918- y H1-PR34-pseudotipo
(Figura 4); y en adiccién, F10 neutraliz6 PR34 (H1N1), A/Ohio/83 (H1N1) ("H1-
OHB83") y la infeccion A/Ann Arbor/6/60 (H2N2) (Fig. 4). Estos resultados sugieren
que estos nAbs reconocen un epitopo en HA esto no solamente es altamente

conservado entre clades H5, pero también presente en subtipos H1, H2 y H6, y
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potenciales subtipos dentro de los otros clusters. Por lo tanto decidimos investigar

el mecanismo de neutralizacion de virus en detalle.

Ejemplo 8: nAbs inhibe la fusion de células pero no el enlace de virus.

Dos formas en las cuales anti-HA Abs pueden mediar neutralizacion son
enlaces de bloqueo HA a su receptor celular, e inhibicién de fusion de membrana
de virus huésped interfiriendo con cambios de conformacién de pH bajo inducido
de HA. Encontramos que los tres nAbs no afectaron el enlace del virus a las
células ni inhibieron hemaglutininacion (el enlace y union cruzada de celulas rojas
de la sangre), mientras que anti-H5 nAb de ratén, 17A2.1.2, y suero anti-H5N1 de
hurén, ambos de los cuales inhibieron hemaglutininaciéon, enlace reducido a
niveles de fondo.

Después probamos la habilidad de los nAbs para inhibir la fusiébn de
membrana celular huésped utilizando un sistema de modelo en el cual células
293T a alta densidad fueron co-transfectadas con plasmidas expresando H5- y
N1- desde H5-THO4. Proteinas virales expresadas en supeﬁiéie causaron que las
células se fusionaran y formaran sincitia, lo cual ocurre espontaneamente entre las
36-48 horas post-trasfecciéon bajo condiciones de cultivo normal. Cuando los nAbs
fueron afiadidos 6 horas post-trasfeccion y observadas 36 horas después, una
completa inhibicion de formacion de sicintia fue observado en todos los 3 casos.
En la ausencia de nAbs, las células expuestas brevemente (3-4 minutos) a un
medio acido (pH 5) 30 horas post-trasfeccion formaron extensiva sicitia. Los nAbs
(5 pug/ml) también bloquearon completamente la formacion de sincitia bajo estas
condiciones (datos no mostrados). Juntos, estos resultados indican que los tres

nAbs inhibieron la fusidén de membrana sin interferir con el enlace receptor.
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Eiemplo 9: caracterizaciéon estructural del epitopo nAb

Paso siguiente de terminamos el epitopo y el modo de enlace de uno de los
nAbs, F10, resolviendo la estructura de cristal de su fragmento scFv en complejo
con HA (H5.VN04) a 3.2 A de resolucién, y por mutagénesis. (Figura 6 y Tabla 4)

en el complejo, cada trimero H5 enlazé tres moléculas de F10, en lugares
de simetria relacionada, enterrando ~1500 A? de superficie de proteina por
anticuerpo; la estructura del H5 en si misma no se altero significativamente por el
enlace del F10. HA es sintetizado como una cadena sencilla, HAO, esto es
activado por division proteolitica en dos subunidades, HA1 y HA2. La division
conlleva al enterrado del “péptido de fusion” (compuesto de los primeros ~21
residuos de HA2) en el tallo de la membrana préxima. El enlace de F10 ocurre
exclusivamente en esta region (Figura 6), realizando contactos intimos con el
péptido de fusion, elementos de HA1 y HA2 (ambos de los cuales son integrales a
la estructura de esta regién) que aseguran el péptido en su lugar en la
conformacién de pH neutral, asi como el largo gancho helicoidal de HA2 que
sobrelleva cambio de conformaciéon masivo en pH acido en busca de propulsar el
péptido de fusién de su bolsillo viral de membrana préxima a la superficie distal del
virus, donde éste puede disparar la fusion con la membrana endosomal.

La cadena pesada de F10 juega el rol mayor en el enlace H5, utilizando la
punta de sus tres regiones complementariamente determinantes (CDRs). Cada
molécula F10 hace contacto con ambos subunidades HA1 y HA2 dentro de un
mismo mondmero del trimero HA (Figura 6). La region de contacto se compone de
un bolsillo formado por parte del péptido de fusién HA2, con elementos de HA1 en
un lado y una cara expuesta de la hélice aA de HA2 en la otra (Figura 6). Una
triada de residuos de anticuerpo — F55 y M54 de CDR H2, y Y102 de CDR H3 -
forman puntos de contacto mayores. El anillo phenyl de F55 se encuentra a través

de una superficie plana formada por una curva prominente de la curva de péptido
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de fusidn (residuos de HA2 DGW 19,-21, (esquema de numeracion HS3;
subindices 1 y 2 se refiere a cadenas de HA1 y HA2)) y las cadenas de lado
aromatico de dos histidinas de costado (residuos 184 y 384) y un tryptophan, W21,,
que forma la parte trasera del bolsillo. La cadena lateral de M54 también contacta
los anillos aromaticos de W21, y, H38¢ asi como la cadena lateral de 145; desde la
hélice aA, mientras que la cadena principal de enlaces carbonil oxigeno e
hidrégeno con la cadena lateral de H384. Y102 inserta su cadena lateral en la
grieta hidrofébica creada por cuatro cadenas laterales de la hélice aA, y también
enlaces de hidrégeno a una columna de carbonil (D19,) del péptido de fusion. La
curva CDR H1 a. C. multiples contactos con la punta de terminal C de la hélice aA
y una curva de HA1 en la base de la region de cabeza (Figura 6).

En paralelo, experimentos de mutagénesis fueron llevados a cabo en la
hélice aA para ayudar a definir el epitopo (Figura 6). Las mutaciones en 3 residuos
que directamente contactaron el anticuerpo: V52A/E, N52A e 156A, no tuvieron
efecto. Como controles, mutaciones en una cara expuesta diferente de la hélice, la
cual no contacta el anticuerpo, no tuvieron efecto de enlace con el anticuerpo. Por
lo tanto, mutagénesis de la hélice aA es completamente consistente con el epitopo
definido cristalograficamente para F10. Ademas, los otros dos nAbs, para los
cuales no existen datos estructurales, mostraron perfiles de enlace de mutacion-
nAb casi idénticos, indicativo de una sobreposicion cercana del epitopo y
consistente con enlaces competitivos (Figura 6, Figura 9). Si se toman juntos,
concluimos que todos los tres nAbs neutralizan virus estabilizando la conformacion
de pH neutral de HA en una regién que provee el desencadenante (muy
probablemente la liberacion de péptido de fusiéon desde su bolsillo) para cambios

de conformacién que llevan al estado fusogénico.
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Ejemplo 10: base estructural de neutralizaciéon de espectro amplio

La regién dev HA definida por el epitopo F10 es altamente conservada
dentro de los 16 subtipos HA (Figura 6 y Tabla 5). El péptido de fusion debe
adoptar una estructura bien definida, tanto en la conformaciéon de pH neutral y
durante el proceso de fusidbn de membrana, y estudios de mutagénesis han
demostrado que pocos cambios de secuencias son tolerados. La cara expuesta
helicoidal de HA2 oA es también casi sin variacién a través de ambos grupos,
presumiblemente porque debe reconocer el formar la superficie interna del largo
resorte-enrollado trimerico en el estado fusogénico. Por lo tanto, el requerimiento
de estos segmentos para adoptar dos muy diferentes estructuras en dos
ambientes distintos presuntamente imparte constreiimientos fuertes de evolucion
€n sus secuencias, proveyendo una clara racional para su conservacion a través
de los 16 subtipos de HA.

Estructuras de cristal han sido determinadas para los subtipos H1, H5, yH9
del Grupo 1y H3 y H7 del Grupo2, y las estructuras entran en dos clases distintas,
coincidentes con los dos grupos definidos por el andlisis filo genético. Mas
comparaciones muestran que las dos clases también son faciimente distinguibles
en el detalle a nivel tridimensional dentro de la region definida por el epitopo F10.
Diferentes secuencias en unos pocos aminoacidos clave enterrados en el nucleo
que son caracteristica de cada clase (p.e. a 1741 y 111,) llevan a diferencias
consistentes en la orientacion de varias cadenas laterales dentro del epitopo, asi
como la disposicion del bolsillo con respecto a la hélice aA.

Dentro de cada grupo/clase, la regidon de epitopo es altamente conservada,
con muy pocas diferencias en un cluster dado, y sélo unos pocos cambios,
generalmente conservativos, entre clusters (p.e., en las posiciones 184 y 384,
Figura 6D). Nuestra observacion que los 3 nAbs pueden reconocer todos los 4

miembros del cluster H1 demuestra que las diferencias de aminoacidos en la
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periferia del epitopo (asi como en el residuo 404, que es K, Q o V en este cluster)
puede no ser critico para el enlace.

Los dias anticuerpos que nosotros seleccionamos tienen sin con un en
diferentes grupos de VH CDR1-3, que pueden variar sustancialmente en
secuencia y longitud. No obstante, los tres recibos claves en CDR2 (M54, F55) y
CDR3 (Y102) que se insertan en el bolsillo son conservados. La conservacion de
residuos clave dentro de una variedad de contexto CDR puede expandir el rango
del reconocimiento de subtipo/cluster HA por este grupo de nAbs mas alla de lo
probado aqui. Sin embargo, se debe anotar que 4 de 6 subtipos del Grupo 2 son
glycosylated en la posicién 384, que se encuentra en el perimetro del epitopo F10.
Estudios de modelado predicen conflictos estéricos (pero so6lo con la curva del
CDR H1), lo cual probablemente contribuye a la falta observada de

enlace/neutralizacion de los virus H7.

Ejemplo 11: Enlace de anti-H5 nAbs a un ranqgo grande de subtipos HA del

Grupo 1

Los virus del Grupo 1 contienen 10 del total de 16 subtipos del virus de
Influenza A, y es ademas clasificado dentro de tres “clusters”, H1a, H1b y H9.
Nosotros probamos nuestros nAbs para capacidad de enlace a todos los siete
subtipos HA de Clusters H1a y H1b, que incluyen aviar H5 asi como los subtipos
de influenza humana mas comunes, con excepcion del subtipo del Grupo 2, HS3.
En adicién a H5, encontramos que todos los tres nAb IgG1s enlazados a ser las
expresando longitud completa H1 de 2 cepas diferentes de H1N1, incluyendo el
1918 “Spanish flu”; H2 de H2N2; y H6 de H6N2; asi como el Cluster 1b subtipos:
H11 de H11N9; H13 de H13N6; y H16 de H16N3. Sin embargo, ninguno de ellos
enlazado al subtipo del Grupo 2, H7 de H7N1 (Fig 13). Mas detalles de la Fig. 13

son como sigue. Analisis FACS de anti-H5 nAbs enlazados a H1, H2, H5, H6
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(cluster H1a) y H11, H13 y H16 (Cluster H1b). Células 293T fueron
transientemente trasfectadas con diferentes plasmidos expresando-HA. Eniace de
nAb a las células fue analizado por FACS. Anticuerpo H5-especifico 2A y 80R son
control negativo. La falta de enlace a un HA de Grupo 2, H7, también se muestra.
Detalles en las cepas virales son: H1-SC1918 ((A/South Carolina/1/1918 (H1N1)),
H1-PR34 (A/Puerto Rico/8/34 (H1N1)), H2-JP57 (A/Japan/305/57(H2N2)), H5-
THO4 (A/Thailand/2-SP-33/2004 (H5N1)), H6-NY98 (A/Chicken/New York/14677-
13/1998  (H6N2)), H7-FP34  (A/FPV/Rostock/34  (H7N1)),  H1-MP74
(A/Duck/memphis/546/74 (H11N9)), H13-MD77 (A/Gull/MD/704/77 (H13N6)) y

H16-DE06 (A/Shorebird/DE/172/06 (H16N3)).



10

15

20

25

WO 2009/079259 110 PCT/US2008/085876

REFERENCIAS

. W.H.O. http://www.who.int/mediacentre/factsheets/2003/fs211/en/. World

Health Organization factsheet 211: influenza (2003 ).

. Webster, R. G. 1918 Spanish influenza: the secrets remain elusive. Proc

Natl Acad Sci U S A 96, 1164-6 (1999).

. de Wit, E. & Fouchier, R. A. Emerging influenza. J Clin Virol 41, 1-6 (2008).

. Wright, P., Neumann, G. & Kawaoka, Y. in Fields Virology (eds. Knipe, D.,

Howley, P., Griffin, D., Lamb, R. & Martin, M.) 1692-1740 (Lippincott

Williams & Wilkins 2006).

. Fauci, A. S. Pandemic influenza threat and preparedness. Emerg Infect Dis

12, 73-7 (20086).

. Fouchier, R. A. et al. Characterization of a novel influenza A virus

hemagglutinin subtype (H16) obtained from black-headed gulls. J Virol

79, 2814-22 (2005).

. Ha, Y., Stevens, D. J., Skehel, J. J. & Wiley, D. C. H5 avian and H9 swine

influenza virus haemagglutinin structures: possible origin of influenza

subtypes. Embo J 21, 865-75 (2002).

. Russell, R. J. et al. H1 and H7 influenza haemagglutinin structures extend a

structural classification of haemagglutinin subtypes. Virology 325,287-

96 (2004).

. W.H.O.

(http://www.who.int/csr/disease/avian influenza/quidelines/summaryH5

20070403.pdf, 2007).

10.W.H.O. Evolution of H5N1 avian influenza viruses in Asia. Emerg Infect Dis

11, 1515-21 (2005).

¥



10

15

20

25

WO 2009/079259 111 PCT/US2008/085876

11.Subbarao, K. et al. Characterization of an avian influenza A (H5N1) virus
isolated from a child with a fatal respiratory iliness. Science 279,393-6
(1998).

12.de Jong, J. C., Claas, E. C., Osterhaus, A. D., Webster, R. G. & Lim, W. L.
A pandemic warning? Nature 389, 554 (1997).

13.W.H.O. http://www.who.int/csr/disease/avian_influenza/en/. (2008).

14.Nicholson, K. G. et al. Safety and antigenicity of non-adjuvanted and MF59-
adjuvanted influenza A/Duck/Singapore/97 (H5N3) vaccine: a
randomised trial of two potential vaccines against H5N1 influenza.
Lancet 357, 1937-43 (2001).

15.Stephenson, 1. et al. Cross-reactivity to highly pathogenic avian influenza
H5N1 viruses after vaccination with nonadjuvanted and MF59-
adjuvanted influenza A/Duck/Singapore/97 (H5N3) vaccine: a potential
priming strategy. J Infect Dis 191, 1210-5 (2005).

16.Stephenson, |. et al. Boosting immunity to influenza H5N1 with MF59-
adjuvanted H5N3 A/Duck/Singapore/97 vaccine in a primed human
population. Vaccine 21, 1687-93 (2003).

17.Treanor, J. J., Campbell, J. D., Zangwill, K. M., Rowe, T. & Wolff, M. Safety
and immunogenicity of an inactivated subvirion influenza A (H5N1)
vaccine. N Engl J Med 354, 1343-51 (2006).

18.Treanor, J. J. et a_l. Safety and immunogenicity of a recombinant
hemagglutinin vaccine for H5 influenza in humans. Vaccine 19, 1732-7
(2001).

19.Bresson, J. L. et al. Safety and immunogenicity of an inactivated split-virion
influenza A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) vaccine: phase | randomised

trial. Lancet 367, 1657-64 (2006).

13



10

15

20

25

WO 2009/079259 112 PCT/US2008/085876

20.Lin, J. et al. Safety and immunogenicity of an inactivated adjuvanted whole-
virion influenza A (H5N1) vaccine: a phase | randomised controlled
trial. Lancet 368,991-7 (2006).

21.W.H.O.

http://www.who.int/csr/disease/influenza/influenzanetwork/en/index.htm

1. (2008).

22.Carrat, F. & Flahault, A. Influenza vaccine: the challenge of antigenic drift.
Vaccine 25, 6852-62 (2007).

23.Cinatl, J., Jr., Michaelis, M. & Doerr, H. W. The threat of avian influenza A
(H5N1). Part IV: Development of vaccines. Med Microbiol Immunol
196, 213-25 (2007).

24.Subbarao, K. & Luke, C. H5N1 viruses and vaccines. PLoS Pathog 3, e40
(2007).

25.Leroux-Roels, I. et al. Broad Clade 2 Cross-Reactive Immunity Induced by
an Adjuvanted Clade 1 rH5N1 Pandemic Influenza Vaccine. PL0oS
ONE 3, e1665 (2008).

26.Baras, B. et al. Cross-Protection against Lethal H5N1 Challenge in Ferrets
with an Adjuvanted Pandemic Influenza Vaccine. PLoS ONE 3, e1401
(2008).

27.MarasFo, W. A. & Sui, J. The growth and potential of human antiviral
monoclonal antibody therapeutics. Nat Biotechnol 25, 1421-34 (2007).

28.Stevens, J. et al. Structure and receptor specificity of the hemagglutinin from
an H5N1 influenza virus. Science 312, 404-10 (2006).

29.8ui, J. et al. Potent neutralization of severe acute respiratory syndrome
(SARS) coronavirus by a human mAb to S1 protein that blocks

receptor association. Proc Natl Acad Sci U S A 101,2536-41 (2004).

W&



10

15

20

25

WO 2009/079259 113 PCT/US2008/085876

30.Huang, C. C. et al. Structural basis of tyrosine sulfation and VH-gene usage
in antibodies that recognize the HIV type 1 coreceptor-binding site on
gp120. Proc Natl Acad Sci U S A 101,2706-11 (2004).

31.Skehel, J. J. & Wiley, D. C. Receptor binding and membrane fusion in virus
entry: the influenza hemagglutinin. Annu Rev Biochem 69,531-69
(2000).

32.Kida, H., Yoden, S., Kuwabara, M. & Yanagawa, R. Interference with a
conformational change in the haemagglutinin molecule of influenza
virus by antibodies as a possible neutralization mechanism. Vaccine
3,219-22 (1985).

33.Vanlandschoot, P. et al. An antibody which binds to the membrane-proximal
end of influenza virus haemagglutinin (H3 subtype) inhibits the 10w-
pH-induced conformational change and cell-cell fusion but does not
neutralize virus. J Gen Virol 79 (Pt 7), 1781-91 (1998).

34.8u, Y., Zhu, X., Wang, Y., Mu, M. & Tien, P. Evaluation of Glu11 and Gly8
of the H5N1 influenza hemagglutinin fusion peptide in membrane
fusion using pseudotype virus and reverse genetics. Acta Virol 153,
247-257 (2008).

35.Yamada, S. et al. Haemagglutinin mutations responsible for the binding of
H5N1 influenza A viruses to human-type receptors. Nature 444,378-82
(2006).

36.Stevens, J. et al. Structure of the uncleaved human H1 hemagglutinin from
the extinct 1918 influenza virus. Science 303, 1866-70 (2004).

37.Daniels, R. S. et al. Fusion mutants of the influenza virus hemagglutinin

glycoprotein. Cell 40, 431-9 (1985).

w3



10

15

20

25

WO 2009/079259 114 PCT/US2008/085876

38.Thoennes, S. et al. Analysis of residues near the fusion peptide in the
influenza hemagglutinin structure for roles in triggering membrane
fusion. Virology 370, 403-14 (2008).

39.Earp, L. J., Delos, S. E., Park, H. E. & White, J. M. The many mechanisms
of viral membrane fusion proteins. Curr Top Microbiol immunol 285,
25-66 (2005).

40.Godley, L. et al. Introduction of intersubunit disulfide bonds in the
membrane-distal region of the influenza hemagglutinin abolishes
membrane fusion activity. Cell 68, 635-45 (1992).

41.Bullough, P. A., Hughson, F. M., Skehel, J. J. & Wiley, D. C. Structure of
influenza haemagglutinin at the pH of membrane fusion. Nature 371,
37-43 (1994).

42.Ha, Y., Stevens, D. J, Skehel, J J. & Wiley, D. C. X-ray structures of H5
avian and H9 swine influenza virus hemagglutinins bound to avian and
human receptor analogs. Proc Natl Acad Sci U S A 98, 11181-6
(2001).

43.Wilson, |. A., Skehel, J. J. & Wiley, D. C. Structure of the haemagglutinin
membrane glycoprotein of influenza virus at 3 A resolution. Nature
289,366-73 (1981).

44 Kashyap, A. K. et al. Combinatorial antibody libraries from survivors of the
Turkish H5N1 avian influenza outbreak reveal virus neutralization
strategies. . Proc Natl Acad Sci U S A Early edition (2008).

45.Huang, I. C. et al. Influenza A virus neuraminidase limits viral superinfection.
J Virol (2008).

46.Glaser, L. et al. A single amino acid substitution in 1918 influenza virus
hemagglutinin changes receptor binding specificity. J Virol 79, 11533-6

(2005).

s



5

WO 2009/079259 115 PCT/US2008/085876

47.Naldini, L., Blomer, U., Gage, F. H., Trono, D. & Verma, |. M. Efficient
transfer, integration, and sustained long-term expression of the
transgene in adult rat brains injected with a lentiviral vector. Proc Natl
Acad Sci U S A 93, 11382-8 (1996).

48.Rowe, T. et al. Detection of antibody to avian influenza A (H5N1) virus in
human serum by using a combination of serologic assays. J Clin

Microbiol 37, 937-43 (1999).

\\q



WO 2009/079350 PCT/US2008/085876
Tabla'3. Residuos de contacto eh la interfaz H5:F10°
FRH1 | CDRH1 CDRH2 CDRH3
“lass | ver | ven|ss0 | s31 [ MO4 FS5 | .. | p1oo | s101 | Y192 | 403 | s105
o | e , H3 | i
b1
as | W2l K38 | wua |
A2 - | 99| Qa2 | Qa2 | et | B2% | Kag
: 145 Q42
3

Residuos de contacto definidos por tener una distancia inter atémica de < 4.5 , El esquema de
colorindica contribuciones de residuos individuales a la energia de enlace libre: muy favorable
(rojo.(V27,T28, 145, D19, W21)), favorable (naranja (S25, 5291, M292, 156, V52, N53, T49, H18,
V18,'G20, T57,T41)), insignificante (azul (S30, 531, Q40, H38), no favorable (negro), muy no

favorable {negro ennegrecido). Basado en célculos de energfa utilizando el servidor en

http://structure.pitt.edu/servers/fastcontact1.
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Tabla 4. Recoleccién de datos y refinamiento de estadisticas

H5-F10.

Retoléccién de Datos.
Parametros de células.

Espacio de grupo
Resolucion (A)*
Reflecciones totales
Reflecciones Gnicas
Cantidad-completada (%)*
Promedio I7o(l)*
Rwezcia (96)*
Redundancia*
ocorte
Refinamiento:
Resolucion
Rreapaso®
Russe (5% datos)*
RMSD distancia de enlace.
(A)
RMSD.angulo deenlacé (%)
"Valor B pfome‘dio
Atomos solventes
o corte
‘Gréafico de' Ramachandran
Residuos en regiones
favorecidas (%)
Residuos en regiones
ﬁermitidas(%)
Residuos enregiones
-outlier (%)

2=205.3, b=118 5,
=338.9
B=99.6°

C2
3.2(3.28-3.20)
509705
112570
850 (68.4)
9.5 (2.0)
12:8 (81.0)
4.5 (4:5)

3

50-3.2(3:28-3.20)
0.23 (0.32)
0.29 (0.38)
0.01

1:31
757

0
none

90.0

9.5

0.5

*Nameros en paréntesis corresponden al shell dé resolucion mas alta.
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OTRAS MATERIALIZACIONES

Aunque materializaciones particulares han sido reveladas aqui en detalle,
esto ha sido hecho como ejemplo para propdsitos de ilustracion solamente, y no
es el proposito de ser limitantes con respecto al alcance de las reivindicaciones
adjuntas, que siguen. En particular, es contemplado por los inventores que varias
sustituciones, alteraciones, y modificaciones pueden ser hechas a la invencién sin
separarse del espiritu y alcance de la invenciébn como se define en las
reivindicaciones. Otros aspectos, ventajas, y modificaciones consideradas que
estén dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones. Las reivindicaciones
presentadas son representativas de las invenciones reveladas aqui. Otras
invenciones no reivindicadas son también contempladas. Los aplicantes se
reservan el derecho de perseguir tales invenciones en reivindicaciones

posteriores.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal aislado, en donde dicho anticuerpo
monoclonal es un anticuerpo completamente humano y en donde dicho anticuerpo
monoclonal se enlaza a un epitopo en la regiéon del tallo de la proteina

hemaglutinina (HA) de un virus de influenza y neutraliza el virus de influenza A.

2. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicaciéon 1 en donde el
epitopo comprende el amino acido en la posiciéon 18, 38, 40, y 291 del polipéptido
HA1.

3. El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicacion 1 o 2, en donde
el epitopo comprende el amino acido en la posicién 18, 19, 20, 21, y 38 del

polipéptido HA2.

4, El anticuerpo monoclonal aislado de la reivindicaciéon 1, 2, o 3, en
donde el epitopo ademas comprende el amino acido en la posicion 41, 42, 45, 49,
52, 53, y 56 del polipéptido HAZ2.

5. El anticuerpo monoclonal aislado de cualquiera de las

reivindicaciones anteriores, en donde dicho anticuerpo es un fragmento scFv.

6. Un anticuerpo monoclonal aislado, o un fragmento scFv del mismo,
en donde el anticuerpo monoclonal o fragmento scFv del mismo, se enlaza a un
epitopo en la regién del tallo de la proteina hemaglutinina (HA) de un virus de
influenza, en donde el epitopo comprende el amino acido en la posicién 18, 38, 40,
y 291 del polipéptido HA1.

7. El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de la
reivindicacion 6, en donde el epitopo comprende el amino acido en la posicién 18,
19, 20, 21, y 38 del polipéptido HAZ2.

8. El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de la
reivindicacion 6 o 7, en donde el epitopo ademas comprende el el amino acido en
la posicion 41, 42, 45, 49, 52, 53, y 56 del polipéptido HA2.



10

15

20

25

30

35

WO 2009/079259 118 PCT/US2008/085876

9. Un anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, en
donde el anticuerpo monoclonal o fragmento scFv del mismo, se enlaza a la
proteina HA de un virus de influenza y comprende un dominio variable de cadena
pesada en donde el dominio variable de cadena pesada comprende un CDR H1,
CDR H2, y CDR H3, en donde:

(a) CDR H1 comprende una secuencia de amino acido seleccionada del
grupo consistente de SEQ ID NOs: 44, 45, 46, 47, 48, y 49;

(b) CDR H2 comprende una secuencia de amino acido seleccionada del
grupo consistente de SEQ ID NOs: 52, 53, 54, 55, 56,y 57; y

(c) CDR H3 comprende una secuencia de amino &cido seleccionada del
grupo consistente de SEQ ID NOs: 60, 61, 62, 63, 64, y 65.

10. El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de la
reivindicacion 9, en donde el anticuerpo monoclonal o fragmento scFv del mismo,
ademas comprende un dominio variable de cadena liviana en donde el dominio
variable de cadena liviana comprende un CDR L1, CDR L2, y CDR L3, en donde:

(@) CDR L1 comprende una secuencia de amino &cido seleccionada del
grupo consistente de SEQ ID NOs: 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, y
77;

(b) CDR L2 comprende una secuencia de amino acido seleccionada del
grupo consistente de SEQ ID NOs: 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88,y
89;y

(c) CDR L3 comprende una secuencia de amino acido seleccionada del
grupo consistente de SEQ ID NOs: 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, y
101.

11.  El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo monoclonal,

o fragmento scFv del mismo, comprende una secuencia de amino acido de
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dominio variable de cadena pesada seleccionada del grupo consistente de SEQ ID
NOs: 6, 12, 18, 24, 28, 32, y 36.

12.  El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo monoclonal,
o fragmento scFv del mismo, comprende una secuencia de amino acido de
dominio variable de cadena liviana seleccionada del grupo consistente de SEQ ID
NOs: 8, 10, 14, 16, 20, 22, 26, 30, 34, y 38.

13.  Un anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, en
donde el anticuerpo monoclonal o fragmento scFv del mismo, se enlaza a la
proteina HA de un virus de influenza y comprende un dominio variable de cadena
pesada y un dominio variable de cadena liviana, en donde el dominio variable de
cadena pesada comprende un CDR H1, CDR H2, y CDR H3 de cualquiera de los
dominios variables de cadena pesada provistos en SEQ ID NOs: 6, 12, 18, 24, 28,
32, y 36 y donde el dominio variable de cadena liviana comprende un CDR L1,
CDR L2, y CDR L3 de cualquiera de los dominios variables de cadena liviana
provistos en SEQ ID NOs: 8, 10, 14, 16, 20, 22, 26, 30, 34, y 38.

14.  El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho anticuerpo
monoclonal, o fragmento scFv del mismo, estabiliza la conformacion de pH neutral

de la proteina HA.

15. El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho virus de influenza es

un virus de influenza del Grupo I.

16.  El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de la
reivindicacion 15, en donde dicho virus de influenza es in virus de influenza del

grupo H1.

17.  El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de la
reivindicaciéon 16, en donde dicho virus de influenza del grupo H1 es un virus de

influenza del grupo H1a o un virus de influenza del grupo H1b.
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18.  El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de

cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho epitopo es no-lineal.

19. El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho epitopo comprende
el polipéptido HA1 y el HA2.

20. El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho anticuerpo
monoclonal, o fragmento scFv del mismo, inhibe la fusiébn de membrana viral y

celular.

21. El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho virus de influenza es
un subtipo H1, H2, H5, H6, o H11.

22. El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho anticuerpo
monoclonal, o fragmento scFv del mismo, compite con el enlace del antivirus D7,
D8, F10, G17, H40, A66, D80, E88, E90, o HI98 a la proteina HA.

23. El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho anticuerpo
monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, se enlaza a HA con un valor Kd
de 1pm-200mM.

24. El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho anticuerpo
monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, se enlaza a HA con un valor Kd

de no mas de unos 100 nM.

25. El anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho anticuerpo
monoclonal, o fragmento scFv del mismo, se enlaza a HA con un valor Kd de unos
100-200 pM.
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26. Una molécula de acido nucleico aislada codificando el anticuerpo
monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, de cualquiera de las

reivindicaciones anteriores.

27. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacién 26, en
donde el anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento scFv del mismo, comprende
una secuencia de acido nucleico del dominio variable de cadena pesada
seleccionada del grupo consistente de SEQ ID NOs: 5, 7, 13, 15, 21, 23, 29, 33,
37,y 40.

28. La molécula de acido nucleico aislada de cualquiera de las
reivindicaciones 26-27, en donde el anticuerpo monoclonal aislado, o fragmento
scFv del mismo, comprende una secuencia de acido nucleico del dominio variable
de cadena pesada seleccionada del grupo consistente de SEQ ID NOs: 9, 11, 17,
19, 25, 27, 31, 35, 39, y 42.

29. Una composicion que comprende el anticuerpo monoclonal, o
fragmento scFv del mismo, de cualquiera de las reivindicaciones 1-25 y un

portador.

30. La composicion de la reivindicacion 29, que ademas comprende una

droga anti-viral, un inhibidor de entrada viral o un inhibidor de unién viral.

31. La composiciéon de la reivindicacién 30, en donde dicha droga anti-
viral es un inhibidor de neuraminidasa,' un inhibidor HA, un inhibidor de acido

sialico, o un canal de ion M2.

32. La composicidn de la reivindicacion 31, en donde dicho inhibidor de

canal de ion M2 es amantadina o, rimantadina.

33. La composicidon de la reivindicacién 31, en donde dicho inhibidor de

neuraminidasa zanamivir o fosfato oseltamivir.

34. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 29-33, ademas

comprende uno o mas anticuerpos especificos a un virus de influenza del Grupo |.
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35. La composicidon de cualquiera de las reivindicaciones 29-34, ademas

comprende un anticuerpo especifico a un virus de influenza del Grupo II.

36. Un método para detectar la presencia de un virus de influenza en

una muestra, el método comprende:

a) contactar la muestra con el anticuerpo monoclonal, o fragmento scFv del

mismo, de cualquiera de las reivindicaciones 1-25; y

b) detectar la presencia o ausencia de un complejo anticuerpo-antigeno,
por lo tanto detectando la presencia de un virus de influenza en una

muestra.

37. El método de la reivindicacién 36, en donde la muestra es obtenida

de sangre, pelo, raspadura de mejilla, saliva, biopsia, o semen.

38. Un anticuerpo monoclonal aislado, en donde dicho anticuerpo
monoclonal comprende una secuencia de amino acido VH por la linea de germen
IGHV 1-69* del gen VH en donde el amino &cido en la posicion: a) 27 es una
valina; b) 28 es treonina; c¢) 30 es serina; d) 31 es serina; e) 54 es metionina; f) 55
es la fenilalanina; g) 58 es treonina; h) 100 es prolina; i ) 101 es serina; j) 102 es la
tirosina; k) 103 es isoleucina y 105 es serina, en donde dicho anticuerpo
monoclonal se enlaza a un epitopo en la region del tallo de la proteina de

hemaglutinina (HA) de un virus de influenza, y neutraliza los virus de influenza A.

e
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RESUMEN

La invencidon proporciona anticuerpos humanos scFV y anticuerpos
monoclonales que neutralizan el virus de influenza. También proporciona métodos
de tratamiento y/o prevencién de influenza relacionada con una enfermedad o
trastorno de dicha influenza. La invencién también provee el método de
vacunacion a un paciente contra la influenza. También proporciona métodos de
diagnéstico de influenza — relacionados con enfermedades o trastornos y métodos

de deteccion de la presencia de influenza en una muestra.

WPC17756/1D.199592
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LUGAR DE ENLACE
E158 f DERECEPTOR

- Lugar-de divisién
, Polibasica
W4y parche His

Vista general de la estructura del trimero A/Vietnam 1203/04, lugar de enlace
de receptor.y lugares de variacidn antigénica son resaltados en el monémero

(citado de Stevens, 2006).
Fig. 1A
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Ubicacion.de residuos de aminoécidos en la HA de los virus de
influenza gue estan bajo seleccién positiva (citado de Smith, 2006).

Fig. 1
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LISTADO SECUENCIAS MOD. - COLO 17756 841 001 9
SEQUENCE LISTING

<110> DANA-FARBER CANCER INSTITUTE, INC.

BURNHAM INSTITUTE FOR MEDICAL RESEARCH

MARASCO, WAYNE A.

SUI, JIANHUA

LIDDINGTON, ROBERT C.
<120> ANTIBODIES AGAINST INFLUENZA VIRUS AND METHODS OF USE THEREOF
<130> 50474/022C03

<140> 10.081.516
<141> 2008-12-08

<150> PCT/US2008/085876
<151> 2008-12-08

<150> 61/091,599
<151> 2008-08-25

<150> 61/005,725
<151> 2007-12-06

<160> 177

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 369

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc 60
tcctgcaagg cttctggagg caccttcagt gacaatgcta tcagctgggt gcgacaggcec 120
ccaggacaag ggcttgagtg gatggggggc atcattccta tctttggaaa accaaactac 180
gcacagaagt tccagggcag agtcacgatt actgcggacg aatccacgag cacagcctac 240
atggacctga ggagcctgag atctgaggac acggccgttt attactgtgc gagagattca 300
gacgcgtatt actatggttc ggggggtatg gacgtctggg gccaaggcac cctggtcacc 360
gtctcctca 369
<210> 2

<211> 123

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Gln val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ser

1 5 10 15

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly Thr Phe Ser Asp Asn
20 25 30

Ala ITe Ser Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly Gly Ile Ile Pro Ile Phe Gly Lys Pro Asn Tyr Ala GIn Lys Phe
50 55 60

Gln Gly Arg val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Pigina 1



LISTADO SECUENCIAS MOD.

- COLO 17756 841 001 9

Met Asp Leu Arg ger Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
5 90 95

Ala Arg Asp Ser Asp Ala Tyr Tyr Tyr Gly Ser Gly Gly Met Asp val
100 105 110

Trp Gly §1n Gly Thr Leu val Thr val ser Ser
15

<210> 3
<211> 335
<212> DNA
<213> Homo

<400> 3
ctgcctgtge

acctgcactc
gggaaggccc
gggatccctg
aacctccagt
gtcttcggaa
<210> 4

<211> 111
<212> PRT

<213> Homo

<400> 4
ieu Pro val

Ser val Lys

Ile Ala Trp
35

Lys val Asn
50

Arg Phe Ser
65

Asn Leu Gln
Thr Lys Ile

<210> 5
<211> 363
<212> DNA
<213> Homo

<400> 5

sapiens

tgactcaatc
tgagcagtgg
ctcggtactt
atcgcttctc
ctgaggatga

ctgggaccaa

sapiens

atcctctgece
gcatagtaac
gatgaaggtt
aggctccagce
ggctagttat
ggtctccgtc

Leu Thr Gln Ser Ser

5

Leu Thr Cys Thr Leu

20

His GIn GIn GIn Pro

40

Ser Asp Gly Ser His

55

Gly Ser Ser Ser Gly

70

Ser Glu Asp Glu Ala

85

His val
100

sapiens

Phe Gly Thr

tctgcttecc
tacatcatcg
aatagtgatg
tctggggctg
ttctgtgaga

ctcag

Ser Ala Ser
10

Ser Ser Gly
25

Gly Lys Ala

Thr Lys Gly

Ala Asp Arg
75

Ser Tyr Phe
90

Gly Thr Lys

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc
tcctgcaagg ctcctggagg tatcttcaac accaatgctt tcagctgggt ccgacaggcec

tgggatcctc
catggcatca
gcagccacac
accgctacct

cctgggacac

Ala Ser Leu

His Ser Asn
30

Pro Arg Tyr
45

Asp Gly Ile
60
Tyr Leu Thr

Cys Glu Thr

val ser val
110

ctgggtcctc

Pagina 2

ggtcaagctc

acagcagcca

caagggggac

caccatctcc

taagattcat

Gly Ser
15

Tyr Ile

Leu Met

Pro Asp

Ile Ser

80

Trp Asp
95

Leu

ggtgaaggtc

60
120
180
240
300
335

120

\ &3



cctggacaag
gcacagaacg
atggagctta
ggttaccatt
tca

<210> 6
<211> 121
<212> PRT

<213> Homo

<400> 6
GIn val Gln
1

Ser val Lys

Ala Phe Ser
35

Gly Gly val
50

Gln Gly Arg
65

Met Glu Leu
Ala Arg Ser

Leu Gly Thr
115

<210> 7
<211> 363
<212> DNA
<213> Homo

<400> 7
caggtgcagc

tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaacg
atggagctta
ggttaccatt
tca

<210> 8
<211> 111

<212> PRT
<213> Homo

LISTADO SECUENCIAS MOD. -
gtcttgagtg ggtgggaggg gtcatccctt

tccagggcag agtcaccatt accgcggacg

ccagcctgag atctgcggac acggccgtgt

ttaggagtca ctttgactcc tggggcctgg

sapiens

Leu val
5

Gln Ser Gly

val Ser Cys Lys Ala

20

Trp val

Arg GIn Ala

40

Ile Pro Leu Phe Arg

55

val Thr Ile Thr Ala

70

Thr Ser Leu Arg Ser

85

Ser Gly Tyr His Phe

100

Leu val

sapiens

tggtgcaatc
ctcctggagg
gtcttgagtg
tccagggcag
ccagcctgag

ttaggagtca

sapiens

Thr val

ser
120

tggggctgag
tatcttcaac
ggtgggaggg
agtcaccatt
atctgcggac

ctttgactcc

Ala Glu val
10

Pro Gly Gly
25

Pro Gly GIn

Thr Ala Ser

Asp Glu Ser
75

Ala Asp Thr
90

Arg Ser His

gtgaagaagc
accaatgctt
gtcatccctt
accgeggacg
acggccgtgt
tggggcctgg

COLO 17756
tgtttcgaac

aatccacgaa
attactgtgc

gaaccctggt

Lys Lys Pro

Ile Phe Asn
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ala GIn
60

Thr Asn Thr

Ala val Tyr

Phe Asp Ser
110

ctgggtcctc
tcagctgggt
tgtttcgaac
aatccacgaa
attactgtgc

gaaccctggt

Pagina 3

841 001 9
agcaagctac

cacagcctac
gagaagtagt

caccgtctcc

Gly Ser
15

Thr Asn

Trp val

Asn val

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

Trp Gly

ggtgaaggtc
ccgacaggcc
agcaagctac
cacagcctac
gagaagtagt

caccgtctcc

180
240
300
360
363

60
120
180
240
300
360
363



<400> 8
ésn Phe Met

Thr val Thr

Gln
35

Tyr val

Ile Tyr Glu
50

Gly Ser Ile
65

Leu Lys Thr

Asn Asn His

<210> 9
<211> 333
<212> DNA
<213> Homo

<400> 9
aattttatgc

tcctgecaccg
ccgggcagtg
gatcggttct
ctgaagactg
gtgttcggag
<210> 10

<211> 110
<212> PRT
<213> Homo
<400> 10

Ser Tyr Glu
1

Arg val Thr

His val Asn

35

Ile Tyr Ser
50

Gly Ser Lys
65

Ser Glu Asp

LISTADO SECUENCIAS MOD. -

Leu Thr GI
5

Ile Ser Cy
20

Trp Tyr GI

AsSp Asp Ar

Asp Arg Se
70

Glu Asp GI
85

Ala val pPh
100

sapiens

tgactcagcc

gcagcagtgg
cccccactac

ctggctccat

aggacgaggc

gaggcaccca

sapiens

Leu ghr Gl

Ile Ser Cy
20

Trp Tyr GI
Asn Glu GI
Ser Gly Th

70

Glu Ala As

n Pro His

s Thr Gly

n Gin Arg
40

g Arg Pro
55

r ser Asn

u Ala Asp

e Gly Gly

ccactctgtg
caacattgcc
tgtgatctat
cgacaggtcc
tgactactac

cctgaccgtc

n Pro Pro

s Ser Gly

n Gln Leu
40

n Arg Pro
55

r Ser Ala

p Tyr Tyr

Ser val Ser
10

Ser Ser Gly
25

Pro Gly Ser’

Ser Gly val

Ser Ala Ser
75

Tyr Tyr Cys
90

Gly Thr His

tcggcgtctce
gccaactatg
gaggatgacc
tccaactctg
tgtcagactt

ctc

Ser Ala Ser
10

Gly Thr ser
25

Pro Gly Thr

Ser Gly val

Ser Leu Ala

75

Cys Ala ser

coLo 17756

Ala Ser Pro

Asn Ile Ala
30

Ala Pro Thr
45

Pro Asp Arg
60

Leu Thr Ile

Gln Thr Tyr

Leu Thr val
110

cggggaagac
tgcagtggta
gaagaccctc
cctcecctcac

atgataccaa

Gly Lys His

Asn Ile Gly
30

Ala Pro Lys
45

Pro Asp Arg
60

val ser Gly

Trp Asp AsSp

Pagina 4

841 001 9
Gly Lys
15

Ala Asn

Thr val

Phe Ser

Ser Gly
80

Asp Thr
95

Leu

ggtgaccatc
ccaacaacgt
tggggtccct
catctcagga

caatcatgct

Gly Gln
15

Arg Asn

Leu lLeu

Phe Ser

Leu Gln

80

Asn Leu

60
120
180
240
300
333



Ser Gly Trp val phe Gly Gly Gly Th
100 1

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

<400> 11
tcctatgagc

11
330
DNA

tcttgttctg
ccaggaacgg
gaccgattct
tctgaggatg
ttcggcggag
12

120
PRT

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

<400> 12
%1n val Gln

Ser val Lys

Thr
35

Ala Phe

Gly Gly Ile

50

Gln
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Gly Thr Leu

115

<210> 13

<211> 361
<212> DNA
<213> Homo

<400> 13

85

sapiens

tgactcagcc
gaggcacctc
cccccaaact
ctggctccaa
aggctgatta

ggaccaagct

sapiens

val
5

Leu

val Ser

20

Trp val

Thr Gly
Thr

val

ser
85

Ser

Leu
100

Tyr

val Thr

sapiens

GlIn

cys

Arg

Met

Ile

70

Leu

Tyr

val

05

LISTADO SECUENCIASggOD. -

r Lys Leu

accctcagcg tctgggaaac

caacatcgga cgtaatcatg

cctcatctat agtaatgaac

atctggcacc tccgectecc

ttactgtgca tcatgggatg

gaccgtccta

Ser Gly

Ala

Lys

Ala
40

GIn

Phe
55

Gly
Thr Ala
Thr Ser
Glu

Tyr

ser
120

ser

Ala

ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Ser
105

Glu

10

Gly

Gly

Ala

Glu

Asp

90

Ser

val

Gly

Gln

Asn

Leu

75

Thr

Leu

coLo 17756

Thr val Leu
110

acgggcagag
ttaactggta
agcggcecctc
tggccgtgag

acaacttgag

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Gln

60

Thr Ser Thr

Ala Leu Tyr

Asp Tyr

110

Trp

841 001 9
95

ggtcaccatc
ccagcaactc
aggggtccct
tgggctccag
tggttgggtg

Gly Ser

15

Ala Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

80

Tyr Cys

95

Gln

caggtgcagc tggtgcagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaggtc

tcctgcaagg cttctggagg caccttcagc gcttatgctt tcacctgggt gcggcaggcec

cctggacaag ggcttgagtg gatgggaggc atcaccggaa tgtttggcac agcaaactac
Pagina 5

60
120
180
240
300
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60
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180



LISTADO SECUENCIAS MOD. -

gcacagaagt tccagggcag agtcacgatt accgcggacg

atggagttga gctccctgac atctgaagac acggcccttt

tattactatg agagtagtct tgactattgg ggccagggaa

g

<210> 14

<211> 110
<212> PRT
<213> Homo

<400> 14
g1n Ser val

Ser val Thr

Asn Ser val
35

Met Ile Tyr
50

Ser Ala Ser
65

Gin Ala Glu
Ser Ala Tyr

<210> 15

<211> 361
<212> DNA
<213> Homo

<400> 15
caggtgcagc

tcctgcaggg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagttga
tattactatg

g

<210> 16
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo

<400> 16

sapiens

Leu Thr Gln Pro Pro
5

Ile Ser Cys Thr Gly

20

Ser Trp Tyr Gln Gln

40

Glu val Thr Lys Arg

Lys Ser Gly Asn Thr

70

Asp Glu Ala Asp Tyr

85

val phe Gly Thr Gly

100

sapiens

tggtgcagtc
cttctggagg
ggcttgagtg
tccagggcag
gctccctgac

agagtagtct

sapiens

tggggctgag
caccttcagc
gatgggaggc
agtcacgatt
atctgaagac

tgactattgg

Ser Ala Ser
10

Thr Ser Ser
25

His Pro Gly

Pro Ser Gly

Ala Ser Leu
75

Phe Cys Cys
90

Thr Lys val
105

gtgaagaagc
gcttatgett
atcaccggaa
accgcggacg
acggcccttt

ggccagggaa

Glu ITe val Leu Thr GIn Ser Pro Gly Thr Leu

1

5

10

coLo 17756
aactcacgag
attattgtgc

ccctggteac

Gly Ser Pro

Asp val Gly

30

Lys Ala Pro
45

val Pro Asp
60

Thr val ser

Ser Tyr Ala

Thr val Leu
110

ctgggtcctc
tcacctgggt
tgtttggcac
aactcacgag
attattgtgc

ccctggtcac

Ser Leu Ser

Pagina 6

841 001 9

cacagcctac

gagaggattg
cgtctecctca

Gly Gln
15

Gly Tyr
Lys Leu
Arg Phe

Gly Leu
80

Gly His
95

ggtgaaggtc
gcggcaggcc
agcaaactac
cacagcctac
gagaggattg

cgtctcctca

Pro Gly
15

240
300
360
361

60
120
180
240
300
360
361



Glu Arg Ala

Leu Ala
35

Tyr

Ile Tyr
50

Gly

Gly Sser Gly

65

Pro Glu Asp

Arg Thr Phe

<210> 17

<211> 330
<212> DNA
<213> Homo

<400> 17
cagtctgtgc

tcctgceactg
cacccaggca

cctgatcgcet

caggctgagg
ttcggaactg

<210> 18

<211> 124
<212> PRT
<213> Homo

<400> 18
GIn val Gln
1

ser val Lys

Ala ITe Ser

35

Gly Gly 1Ile

50

Gln
65

Gly Arg
Leu

Met Asp

Ala Arg Ser

LISTADO SECUENCIAS MOD. -

Thr
20

Trp Tyr Gl

Ala Ser Se

Ser Gly Th

70

Phe Ala va
85

Gly G1n GI
100

sapiens

tgactcagcc
gaaccagcag
aagcccccaa
tctctgectce
atgaggctga
ggaccaaggt

sapiens

val G]
5

Leu

val
20

ser Cy
Trp val Ar
Pro Me

Ser

Thr 11
70

val

Ser Le
85

Arg

Pro
100

ser Ty

n GIn Lys

40

r Arg Ala
55

r Asp Phe

ser

1 Tyr

y Thr Thr

Pro

Thr

Thr

cys

val
105

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln
25

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

accctcecgeg tccgggtctc

tgacgttggt ggttataact

actcatgatt tatgaggtca

caagtctggc aacacggcect

ttatttctgc tgctcatatg

caccgtcctg

n ser Gly
s Thr

ser

Ala
40

g Gln

t Phe
55

Gly
e Thr Ala
ser

u Arg

r ITe Cys

Ala

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Glu

Ser
105

Glu

10

Glu

Gly

Pro

Gln

Asp
90

Gly Gly Thr

val

val

Gln

Asn

ser

75

Thr

coLo 17756
Ser Leu Ser
30

Ala Pro Arg
45

Pro Asp Arg
60

Ile Ser Arg
Tyr Asp Gly

Lys

ctggacagtc
ctgtctcctg
ctaagcggcc
ccctgaccgt

caggccacag

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr Ala Gln
60

Thr Arg Thr
Ala val

Tyr

val
110

Cys

Pagina 7

841
ser

001 9
Lys

Leu Leu
Phe

Ser

Glu
80

Leu

val
95

Pro

agtcaccatc
gtaccaacag
ctcaggggtc
ctctgggctc

tgcttatgtc

Gly Ser

15

Ser Phe

Trp Leu
Lys Phe

Ala Tyr

Tyr
95

Cys

Phe Asp

60
120
180
240
300
330



LISTADO SECUENCIAS MOD. -

His Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser

115

<210> 19

<211> 324
<212> DNA
<213> Homo

<400> 19
gaaattgtgc

ctctcctgca
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggacca
<210>
<211>
<212>

<213> Homo

<400> 20
Gln Pro Gly
1

20
110
PRT

Thr Ala Thr

Gly Ala Ala
35

ser Tyr Arg
50

Ala Ser Arg
65

Pro Glu Asp
Ser Ala val

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

<400> 21
caggtgcagc

21
372
DNA

tcctgcacgt
cctggacaag
gcgcagaagt

atggacctga

sapiens

tgactcagtc
gggccagtca
ctcccaggct
gtggcagtgg
ttgcagtgta

cggtggaaat

sapiens

Thr
5

Leu

Leu Thr

20

Trp Leu

Asnh Asn
Ser

Gly

Ala
85

Glu

val Phe

100

sapiens

tggtgcagtc
cctctgaagt
ggcttgagtg
tccaaggcag

ggagcctgag

GlIn

cys

Gln

Asp

Asn

70

Asp

Gly

120

tccaggcacc
gagtcttagc
cctcatctat
gtctgggaca
ttcctgtcag

Ccaaa

Pro Pro

Thr Gly

His
40

GlIn

Arg Pro

55

Thr Ala

Tyr Tyr

Gly Gly

aggggctgag
caccttcagt
gctgggagygg
agtcaccatt

atctgaggac

ctgtctttgt
agcaagtact
ggtgcatcca
gacttcaccc

cagtatgatg

val
10

ser Ser

Asn Ser Asn

25

GIn Gly His

Ser Gly Ile

Thr
75

Ser Leu

ser Thr

90

Cys

Thr
105

Lys Leu

gtgaagaagc
agttttgcta
atcagcccta
accgcggacc

acggccgtgt

coLo 17756 841 001 9

ser

ctccagggga aagagccacc
tagcctggta tcagcagaaa
gcagggccac tggcatccca
tcaccatcag tagactggag

gcgtacctcg gacgttcgge

Lys Gly Leu Arg Gln

15

Asn val Gly Asn Gln

30

Pro Leu Leu

45

Pro Lys

Ser Glu Phe Ser

60

Arg

Gln
80

Ile Thr Gly Leu

Ser Leu

95

Trp Asp Ser

Thr val Leu

110

ctgggtcctc ggtgaaggtc
tcagctgggt gcgacaggcec
tgtttggaac acctaattac
agtccacgag gacagcctac

attattgtgc gagatctcct

Pagina 8

60
120
180
240
300
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180
240
300



accgtctcct

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

<400> 22
Asp Ile GIn
1

22
107
PRT

Asp Arg val

Leu Asn Trp
35

Tyr Ala Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

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

<400> 23
caggtacagc

23
372
DNA

tcctgcacgt
cctggacaag
gcgcagaagt
atggacctga
tcttacattt
accgtctcct
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

24
122
PRT
Homo

24
1

LISTADO SECUENCIAS MOD. -
tcttacattt gttctggtgg aacctgcgtc tttgaccatt

Ca

sapiens

Met Thr
5

Thr Ile

20

Tyr GIn

Ser Ser
Gly Thr

val
85

Ala

GIn
100

Gly

sapiens

tgcagcagtc
cctctgaagt
ggcttgagtg
tccaaggcag
ggagcctgag
gttctggtgg

ca

sapiens

5

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser Pro

Cys

Arg

Pro
40

Lys

GIn
55

Arg

Phe Thr

Tyr Cys

Lys val

aggggctgag
caccttcagt
gctgggagygg
agtcaccatt
atctgaggac

aacctgcgtc

ser
10

Ser Leu

Ala Gln

25

Ser

Gly Lys Ala

Gly val Pro

Ile
75

Leu Thr

Gln
90

Gln Tyr

Glu Ile

105

Lys

gtgaagaagc
agttttgcta
atcagcccta
accgcggacc
acggccgtgt

tttgaccatt

GIn val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala ggu val

Ser val Lys val Ser Cys Lys Thr Ser Gly val
20

25

coLo 17756
ggggccaggg

Ser Ala Ser

Ile Ser

30

Ser

Pro Leu

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Asp Ser Ser

ctgggtcctc
tcagctgggt
tgtttggaac
agtccacgag
attattgtgc

ggggccagygg

Lys Lys Pro

Thr Phe Ser
30

841 001 9
aaccctggtc

val
15

Gly

Ser Tyr

Leu Ile

Ser Gly

GIn Pro

80

Pro
95

Tyr

ggtgaaggtc
gcgacaggcc
acctaattac
gacagcctac
gagatctcct

aaccctggtc

Gly Ala
15

ser Tyr

Ala Ile Ser Trp val Arg Gln Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met
pagina 9

360
372

60
120
180
240
300
360
372



35

Gly Gly Ile
50

Gln Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Glu

Gly Gln Gly
115

<210> 25

<211> 330
<212> DNA
<213> Homo

<400> 25
cagcctgggc

acctgcactg
cagggccacc
gagagattct
cctgaggacg
ttcggcggag
<210> 26

<211> 110
<212> PRT
<213> Homo
<400> 26

Ser Tyr Glu
1

Thr Ala Ile

Gly Thr Ala
35

Ser Tyr Arg
50

Ala Ser Arg
65

Pro Glu Asp

Ser Ala Trp

LISTADO SECUENCIAS MOD. -

Ile Gly va

val Thr 11

Asn Ser Le
85

Pro Gly Ty
100

Thr Met va

sapiens

tgactcagcc
ggaacagcaa
ctcccaaact
ctgcatccag
aggctgacta

ggaccaagct

sapiens

Leu Thr Gl
5

Leu Thr Cy
20

Trp Leu Gl

Asn Gly As

ser Gly As
70

Glu Ala As
85

val Phe GI
100

40

1 phe Gly
55

e Thr Ala
u Arg Ala
r Tyr val

1 Thr val
120

accctcggtg
caatgttggc
cctatcctac
gtcaggaaac
ttactgctca

gaccgtccta

n Pro Pro

s Thr Gly

n Gln His
40

n Arg Pro
55
n Thr Ala

p Tyr Tyr

y Gly Gly

val Pro Lys
Asp Lys Pro
75
Glu Asp Thr
90
Gly Lys Asn
105

Ser Ser

tccaagggct
aaccaaggag
aggaataatg
acagcctecc

acatgggaca

Ser val
10

Ser

Asp Ser Asn
25

GIn Gly His

Ser Gly Ile

Ser Leu Thr
75

Cys Ser val
920

Thr Lys Leu
105

Pagina

coLo 17756
45

Tyr Ala Gin

60

Thr Ser Thr

Ala val Tyr

Gly Phe Asp
110

tgagacagac
cagcttggct
accggccctc
tgaccattac

gcagcctcag

Lys Gly Leu

Asn val Gly
30

Pro Pro Lys
45

Ser Glu Arg
60

Ile Ile Gly

Trp Asp Ser

Thr val Leu
110

841 001 9

Asn Phe

val Tyr
80

Tyr Cys
95

val Trp

cgccacactc
gcagcagcac
agggatctca
tggactccag

tgctgtggta

Arg Gln
15

His Gln

Leu Leu

Phe Ser

Leu GIn

80

Ser Leu
95

60
120
180
240
300
330



<210> 27

<211> 321
<212> DNA
<213> Homo

<400> 27
gacatccaga

atcacttgcec
gggaaagccc
aggttcagtg
gaagattttg
gggaccaagg

<210> 28
<211> 126
<212> PRT
<213> Homo
<400> 28

GIn val Gln
1

Ser val Lys

Tyr Ile His
35

Gly Trp Ile
50

Gln val Trp
65

Met Glu val

Ala Arg Gly

Leu Asp Ile
115

<210> 29

<211> 366
<212> DNA
<213> Homo

<400> 29
caggtgcagc

tcctgcaaga
cctggacaag
gcgcagaact
atggagctga

gggtactacg

LISTADO SECUENCIAS MOD. -

sapiens

tgacccagtc
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc
cagtgtatta

tagagatcaa

sapiens

Leu val
5

tccatectec
gagcattagc
gatctatgct
tgggacagac
ctgtcagcag

a

Gln Ser Gly

val Ser Cys Lys Ala

20

Trp val Arg Gln Ala

40

Asn Pro Met Thr Gly

55

val Thr Met Thr Arg

70

ser Arg Leu Thr Ser

85

Ala ser val Leu Arg

100

Trp Gly Leu Gly Thr

sapiens

tggtgcaatc
cttctggagt
ggcttgagtg
tccagggcag
acagcctgag

taggaaagaa

120

tggggctgaa

caccttcagc
gatgggaggg
agtcacaatt
agctgaggac
tggttttgat

ctgtctgcat
agctatttaa
gcatccagtt
ttcactctca

tatgatagtt

Ala Glu val
10

Ser Gly Tyr
25

Pro Gly Gln

Gly Thr Asn

Asp Thr Ser
75

Asp Asp Thr
90

Tyr Phe Asp
105

Thr val Thr

gtgaagaagc
agctatgcta
atcatcggtg
accgcggaca
acggccgtgt

gtctggggcc
Pagina

coLo 17756

ctgtaggaga
attggtatca
tgcaaagagg
ccattagcag

caccgtacac

Arg Lys Pro

Thr Phe Thr
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ala Gln
60

Ile Asn Thr

Ala val Tyr

Trp Gin Pro
110

val Ser Ser
125

ctggggcectc
tcagttgggt
tctttggtgt
aaccgacgag
attactgtgc

aagggacaat
11

841 001 9

cagagtcacc
gcagaaacca
ggtcccatca
cctgcagect

ttttggccag

Gly Ala
15

Gly Tyr

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr

Tyr Cys
95

Glu Ala

agtgaaggtc
gcgacaggcc
accaaagtac
tacagtctac
gagagagccc

ggtcaccgtc

60
120
180
240
300
321
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360

\ 8

T



tcttca

<210> 30
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo
<400> 30

Gln Pro val
1

Thr Ala Ser
His Trp Tyr
35
Asp Asp Lys
50

Asn Ser Gly
65

Asp Glu Gly
Pro Leu Phe

<210> 31

<211> 330
<212> DNA
<213> Homo

<400> 31
tcctatgagce

acctgcactg
cagggccacc
gagagattct
cctgaggacg
ttcggeggag
<210> 32

<211> 123

<212> PRT
<213> Homo

<400> 32

LISTADO SECUENCIAS MOD. -

sapiens

Leu Thr Gln Pro Pro

5

Ile Pro Cys Gly Gly

20

Gln GIn Lys Pro Gly

40

Asp Arg Pro Ser Gly

55

Ser Thr Ala Thr Leu

70

Asp Tyr Tyr Cys GIn

85

Gly Gly Gly Thr Lys

100

sapiens

tgactcagcc
gagacagcaa
ctcccaaact
ctgcatccag
aggctgacta

ggaccaagct

sapiens

accctcggtg
caatgttggc
cctatcctac
gtcaggaaat
ctactgctca

gaccgtccta

Ser val
10

Ser

Asn Ash Ile
25

GIln Ala Pro

Ile Pro Glu

Thr Ile Ser
75

val Trp Asp
90

Leu Thr val
105

tccaagggct
caccaaggta
aggaatggca
acagcctccc

gtatgggaca

GIn val Gln Leu val GlIn Ser Gly Ala Glu val
1 5 10

Sser val Lys val Ser Cys Lys Ala %gr Gly Gly
20

Ala phe Thr Trp Leu Arg Gln Ala
35

40

Pro Gly GIn

Pagina

coLo 17756

val Ala Pro

Gly Gly Tyr
30

Leu Leu val
45

Arg Phe Ser
60

Arg val Glu

Ser Gly Asn

Leu

tgagacagac
cagcttggct
accggccctc
tgaccattat

gcagcctcag

Lys Lys Pro
Pro Phe Ser

Gly Leu Glu
45

841 001 9

Gly Gln
15

Ser val
Ile Tyr
Gly Ala
Ala Gly

80

Asp Arg
95

cgccatactc
gcaacaacac
agggatctca

tggactccag

tgcctgggtg

Gly Ser
15
Met Thr

Trp Met

366

120
180
240
300
330
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Gly Gly Ile
50

GIn Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Thr

Trp Gly Gln
115

<210> 33
<211> 378
<212> DNA
<213> Homo

<400> 33
caggtgcagc

tcatgtaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggaggtga
tccgtattac
acggtcaccg
<210> 34

<211> 106

<212> PRT

<213> Homo

<400> 34
Glu Ile val
1

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp
35

Tyr Asp Ala
50

Ser Gly Ser
65

Glu Asp Phe

Phe Gly Gln

LISTADO SECUENCIAS MOD. -
Ser Pro Ile Phe Arg Thr Pro Lys
55

val Thr ITe Thr Ala Asp Glu Ser

75

Thr Ser Leu Lys Ser Glu ggp Thr

85

Leu Ser Ser Tyr GIn Pro Asn Asn

100

105

Gly Thr Met val Thr val Ser Ser

sapiens

tggtgcagtc
cttctggata
gacttgagtg
ttcaggtctg
gcaggctgac
gatattttga

tctcctca

sapiens

120

tggggctgag
caccttcacc
gatgggttgg
ggtcaccatg
atctgacgac

ctggcagccc

Leu Thr Gln Ser Pro

5

Thr Leu Ser Cys Arg

20

Tyr GIn GIn Lys Pro

40

Ser Asn Arg Ala Thr

55

Gly Thr Asp Phe Thr

70

Ala val Tyr Phe Cys

85

Gly Thr Arg Leu Glu

100

gtgaggaagc
ggttattata
atcaacccta
acccgggaca
acggcegtgt
gaggctcttg

Ala Thr Leu
10

Ala ser Gln
25

Gly Gln Ala

Gly Ile Pro

Leu Thr Ile
75

Gln Gln Tyr
90

Ile Lys
105

Pagina
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Tyr Ala Gln
60

Thr Asn Thr

Ala val Tyr

Asp Ala Phe
110

ctggggcctc
ttcactgggt
tgactggtgg
cgtccatcaa
attactgtgc

atatctgggg

Ser Leu Ser

Ser val Ser
30

Pro Arg Leu
45

Ala Arg Phe
60

Ser Arg Leu

Gly Ser Ser

841 001 9
Lys Phe

Ala Asn
80

Tyr Cys
95

Ala Ile

agtgaaggtc
gcgacaggcc
cacaaactat

cacagcctac

gaggggggct

cctcgggacc

Pro Gly
15

ser Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Glu Pro

80

Pro Gln
95

60
120
180
240
300
360
378
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<210> 35

<211> 324
<212> DNA
<213> Homo

<400> 35
cagcctgtgce

ccctgtgggg
caggcccccc
ttctctggeg
gatgagggcg

ggagggacca
<210> 36
<211> 123
<212> PRT
<213> Homo

<400> 36
GIn val Gln
1

Ser val Lys

Ala Phe Thr
35

Gly Gly Ile
50

Gln Gly Arg
65

Met Glu Leu
Ala Arg Thr

Trp Gly Gln
115

<210> 37

<211> 369
<212> DNA
<213> Homo

<400> 37
caggtgcagc

tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga

tcctcctacc

LISTADO SECUENCIAS MOD. -

sapiens

tgactcagcc
ggaacaacat
tcttggtcat
ccaactctgg
actactactg

agctgaccgt

sapiens

Leu val Gi
5

val Ser Cy
20

Trp Leu Ar

Ser Pro Il

val Thr I1
70

Thr Ser Le
85

Leu Ser Se
100

Gly Thr Me

sapiens

tggtgcagtc
cttctggagg
ggcttgagtg
tccagggcag
ccagcctgaa

aaccgaataa

accctcggtg
tggaggctac
ttatgacgat
gagcacggcc

tcaggtgtgg

ccta

n Ser Gly
s Lys Ala
g GIn Ala

40

e Phe Arg

55

e Thr Ala

u Lys Ser

r Tyr Gln

Thr
120

t val

tggggctgaa

ccccttcage
gatgggtggg
agtcacgatt
atctgaggac
tgatgctttt

tcagtggccc
agtgtacact
aaagaccggc
accctgacaa

gatagtggta

Ala Glu val
10

Ser Gly Gly
25

Pro Gly Gln

Thr Pro Lys

Asp Glu Ser
75

Glu Asp Thr
90

Pro Asn Asn
105

val Ser Ser

gtgaagaagc
atgactgctt
atcagcccta
accgcggacg
acggccgtgt
gctatctggg

Pagina
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caggacagac
ggtaccaaca
cctcagggat
tcagcagggt

atgatcgtcc

Lys Lys Pro

Pro Phe Ser
30

Gly Leu Glu
45

Tyr Ala Gln
60

Thr Asn Thr

Ala val Tyr

Asp Ala Phe
110

ctggctectc
tcacctggct
tctttegtac
aatccacgaa
attactgtgc
gccaagggac

14

841 001 9

ggccagcatt
aaagccgggce
ccctgagega
cgaagccggg
gctgttcggce

Gly Ser
15

Met Thr

Trp Met

Lys Phe

Ala Asn
80

Tyr Cys
95

Ala Ile

ggtgaaggtt
gcgacaggcec
accgaagtac
cacagccaac
gagaaccctt

aatggtcacc

60
120
180
240
300
324

60
120
180
240
300
360
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gtctcttca

<210> 38

<211> 110
<212> PRT
<213> Homo

<400> 38
Leu Pro val
1

Arg val Thr

Thr val Asn
35

Ile Tyr Ser
50

Gly Ser Arg
65

Pro Glu Asp
Ser Ala Ser

<210> 39
<211> 318
<212> DNA
<213> Homo

<400> 39
gaaattgtgt

ctctcctgea
ggccaggctc
aggttcagtg
gaagattttg
acacgactgg
<210> 40

<211> 369
<212> DNA
<213> Homo

<400> 40
caggtgcagc

tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaagt
atggagctga
tcctectacc

gtctcttca

LISTADO SECUENCIAS MOD. -

sapiens

Leu Thr GIn Pro Pro
5

Ile Ser Cys Ser Gly

20

Trp Tyr GIn Gln Leu

40

Asn Asn GIn Arg Pro

55

Ser Gly Thr Ser Ala

70

Glu Ala Asp Tyr Tyr

85

Leu Phe Gly Thr Gly

100

sapiens

tgacgcagtc
gggccagtca
ccaggctcct
gcagtgggtc
cagtctattt

agattaaa

sapiens

tggtgcagtc
cttctggagg
ggcttgagtg
tccagggcag
ccagcctgaa

aaccgaataa

tccagccacc
gagtgttagc
catctatgat
tgggacagac

ctgtcagcag

tggggctgaa

ccccttecagce
gatgggtggg
agtcacgatt
atctgaggac

tgatgctttt

Ser Ala Ser
10

ser Ser Ser
25

Pro Gly Thr

Ser Gly val

Ser Leu Ala
75

Cys GlIn Ser
90

Thr Thr val
105

ctgtctttgt
agctacttag
gcatccaaca
ttcactctca

tatggtagct

gtgaagaagc
atgactgctt
atcagcccta
accgcggacg
acggccgtgt
gctatctggg

Pagina
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Gly Thr Pro

Asn Ile Gly
30

Ala Pro Lys
45

Pro Asp Arg
60

Ile Ile Gly

Tyr Asp Ser

Thr val Leu
110

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag

cacctcaatt

ctggctcctce
tcacctggct
tctttegtac
aatccacgaa
attactgtgc

gccaagggac

15

841 001 9

Gly Gln
15

ser Asn

Leu Leu

Phe Ser

Leu Arg
80

Arg Leu
95

aagagccacc
acagaaacct
catcccagcc

actggagcct

cggccaaggg

ggtgaaggtt
gcgacaggcc
accgaagtac
cacagccaac
gagaaccctt

aatggtcacc

369

60
120
180
240
300
318

60
120
180
240
300
360
369



<210> 41
<400> 41
000

<210> 42

<211> 330
<212> DNA
<213> Homo

<400> 42
ctgcctgtgce

tcttgttetg
ccaggaacgg
gaccgattct
cctgaggatg
ttcggaactg
<210> 43

<211> 5
<212> PRT

LISTADO SECUENCIAS MOD. - COLO 17756 841 001 9

sapiens

tgactcagcc
gaagcagctc
cccccaaact
ctggctccag
aagctgatta

ggaccacggt

accctcagecg tctgggaccc ccgggcagag ggtcaccatc
caacatcgga agtaatactg taaactggta ccagcagctc
cctcatctat agtaataatc agcggccctc aggggtccct
gtcaggcacc tcagcctccc tggccatcat tggactccgg
ttactgtcag tcgtatgaca gcaggctcag tgcttctctc

caccgtcctc

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
consensus sequence

<400> 43

Ser Tyr Ala Phe Ser
1 5

<210> 44
<211> 5
<212> PRT
<213> Homo

<400> 44

sapiens

Thr Asn Ala Phe Ser

1

<210> 45
<211> 5
<212> PRT
<213> Homo

<400> 45

5

sapiens

Ala Tyr Ala Phe Thr

1

- <210> 46
<211> 5
<212> PRT
<213> Homo

<400> 46

5

sapiens

Ser Phe Ala Ile Ser

1

<210> 47
<211> 5
<212> PRT
<213> Homo

5

sapiens

Pagina 16
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LISTADO SECUENCIAS MOD.

<400> 47
ier Tyr Ala Ile Ser
5

<210> 48

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 48
§1y Tyr Tyr Ile His
5

<210> 49

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 49
Met Thr Ala Phe Thr
1 5

<210> 50

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50
Asp Asnh Ala Ile Ser
1 5

<210> 51

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

consensus sequence

<400> 51

- COLO 17756 841 001 9

Synthetic

Gly Ile Ile Pro Met Phe Gly Thr Pro Asn Tyr Ala GIn Lys Phe Gln
1 5

10

Gly

<210> 52

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 52

15

Gly val 11e Pro Leu Phe Arg Thr Ala Ser Tyr Ala Gln Asn val GIn
1 5

10

Gly

<210> 53

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

15

Gly ITe ITe Gly Met Phe Gly Thr Ala Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
Padgina 17
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LISTADO SECUENCIAS MOD. - COLO 17756 841 001 9

1 5 10 15

Gly

<210> 54

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54
g]y Ile Ser Pro Met Phe Gly Thr Pro Agn Tyr Ala GIn Lys ige Gln
5 1

Gly

<210> 55

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 55
§1y ITe I1e Gly val Phe Gly val Pro Lys Tyr Ala GIn Lys Phe Gln
5 10 15

Gly

<210> 56

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 56
Trp Ile Asn Pro Met Thr Gly Gly Thr Asn Tyr Ala Gln Lys Phe Gln
1 5 10 15

val

<210> 57

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 57 '
Gly Ile Ser Pro Ile Phe Arg Thr Pro Lys Tyr Ala GIln Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 58

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 58

Gly Ile Ite Pro Ile Phe Gly Lys Pro Asn Tyr Ala GIn Lys Phe Gln
1 5 10 15

Gly

Padgina 18
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<210> 59

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial

consensus sequence

<400> 59
ier Ser Gly Tyr Tyr Tyr Gly
5

<210> 60

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 60

Gly

ier Ser Gly Tyr gis Phe Gly Arg

<210> 61

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 61
§1y Leu Tyr Tyr Eyr Glu Ser

<210> 62

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 62
Ser Pro Ser Tyr Ile Cys Ser
1 5

<210> 63

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 63
§1u Pro Gly Tyr Eyr val Gly

<210> 64

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 64
Gly Ala Sser val Leu Arg Tyr
1 5

Ile

<210> 65

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

ser

Gly

Lys

Phe

Sequence: Synthetic

Gly Phe Asp val
10

Ser His Phe Asp Ser
10

Leu Asp Tyr
10

Gly Thr Cys val Phe Asp His
10 15

Asn Gly Phe Asp val
10

Asp Trp GIn Pro Glu Ala Leu Asp
10 15

Pagina 19
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<400> 65
Thr Leu Ser Ser Tyr Gln Pro Asn Asn Asp Ala Phe Ala Ile
1 5 10

<210> 66

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66
ésp ser Asp Ala Tyr Tyr Tyr Gly Ser géy Gly Met Asp val
5

<210> 67

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 67
Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Asn Tyr val Ala
1 5 10

<210> 68

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 68
Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile Ala Ala Agn Tyr val Gln
1 5 1

<210> 69

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
consensus sequence

<400> 69
Thr Gly Thr Ser Ser Asp val Gly Gly Tyr Asn Ser val Ser
1 5 10

<210> 70

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 70
Ihr Gly Asn Ser ésn Asn val Gly Asn ggn Gly Ala Ala

<210> 71

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 71
Ihr Gly Asp Ser Asn Asn val Gly His ggn Gly Thr Ala
5

<210> 72

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 72
Pagina 20



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

<400>

LISTADO SECUENCIAS MOD. - COLO 17756 841 001 9
Gly Gly Asn Asn Ile Gly Gly Tyr Ser val His
1 5

73

11

PRT

Homo sapiens

73

?rg Ala ser GIn ger val Ser

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

<400>

74

12

PRT

Homo sapiens

74

Arg Ala Ser Gln Ser Leu Ser
1 5

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

<400>

75

12

PRT

Homo sapiens

75

Thr Gly Ser Ser Ser Asn Ile
1 5

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

<400>

76

13

PRT

Homo sapiens

76

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile
1 5

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

<400>

77

11

PRT

Homo sapiens

77

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser
1 5

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

<400>

78

12

PRT

Homo sapiens

78

Thr Leu Ser Ser Gly His Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5

79

7

PRT

Artificial Sequence

ser

Ser

Gly

Gly

Ser

Asn

Description of Artificial

consensus seqguence

79

Ser Asn Ser Asp Arg Pro Ser

Tyr

Lys

Asn

ser

Tyr

Tyr

10

Leu
10

Tyr
10

Tyr
10

Asn
10

Leu
10

Ile
10

Ala

Leu Ala

val Ala

Thr val Asn

Asn

Ile Ala

Sequence: Synthetic

Pagina 21
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<210> 80
<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 80
§1u Asp Asp Arg Arg
5

<210> 81

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 81
g]u val Thr Lys Arg
5

<210> 82
<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 82
érg Asn Ash Asp Arg
5

<210> 83
<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 83
?rg Asn Gly Asn Arg
5

<210> 84
<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 84
?sp Asp Lys Asp ?rg

<210> 85

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 85
Qsp Ala Ser Asn Arg
5

<210> 86
<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 86
%1y Ala Ser Ser Arg
5

<210> 87
<211> 7

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

Ala

Ala

Ser

ser

Ser

ser

Ser

Thr

Thr

Pagina 22
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<212>
<213>

<400>
1
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

PRT .
Homo sapiens

87

Ser Asn Asn Gln Arg Pro Ser
5

88

7

PRT

Homo sapiens

88

Ala Ala Ser Ser Leu GIn Arg

1

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

5

89

7

PRT

Homo sapiens

<400> 89

1

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

<400>

Ser Asn Glu Gln Arg Pro Ser
5

90

11

PRT

Homo sapiens

90

val Asn Ser Asp Gly Ser His Thr Lys Gly Asp
1 5 10

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

<220>
<223>

<400>

91
10
PRT
Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence: Synthetic
consensus sequence

91

Gln Ser Tyr Asp Ser Leu Ser Ala Tyr val
1 5 10

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

<400>

Gln Ser Tyr Asp Thr Asn Asn His Ala val
1 5

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

<400>

92

10

PRT

Homo sapiens

92
10

93

10

PRT

Homo sapiens

93

Cys Ser Tyr Ala Gly His Ser Ala Tyr val
1 5 10

<210>
<211>
<212>

94
11
PRT
Pdagina 23
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LISTADO SECUENCIAS MOD.

<213> Homo sapiens
<400> 94
1

<210> 95

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 95
Ser val Trp Asp ger
1

<210> 96

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 96
§1n val Trp Asp ?er

<210> 97

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 97
GIn Gln Tyr Gly Ser
1 5

<210> 98

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 98
Gln GIn Tyr Asp g1y
1

<210> 99

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 99
Gln Ser Tyr Asp ger
1

<210> 100

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 100 .
Gln Gln Tyr Asp Ser
1 5

<210> 101

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 101
Ala Ser Trp Asp ésp
1

ser

Gly

ser

val

Arg

Ser

Asn

Sser Thr Trp Asp Ser Ser Leu
5

Leu

Asn

Pro

Pro

Leu

Pro

Leu

ser Ala val val
10

Ser Ala Trp val

10

Asp Arg Pro Leu
10

Gln val

Arg Thr

Ser Ala Ser Leu

Tyr Thr

Ser Gly Trp val
10

Pagina 24
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LISTADO SECUENCIAS MOD.

<210> 102

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 102
Glu Thr Trp Asp Thr Lys Ile His val
1 5

<210> 103

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

peptide

<400> 103
Gly Thr Glu Thr Ser GIn val Ala Pro Aga
1 5 1

<210> 104

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:

6xHis tag

<400> 104 )
His His His His His His
5

<210> 105
<211> 4

<212> PRT

<213> Influenza A virus

<400> 105
ITe Asn Gly Trp
1

<210> 106
<211> 4

<212> PRT

<213> Influenza A virus

<400> 106
Ile Asp Gly Trp
1

<210> 107

<211> 4

<212> PRT

<213> Influenza A virus

<400> 107
val Ala Gly Trp
1

<210> 108
<211> 4

<212> PRT

<213> Influenza A virus

- COLO 17756 841 001 9

Synthetic

Synthetic

Pagina 25
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LISTADO SECUENCIAS MOD.

<400> 108
Xa] Asp Gly Trp

<210> 109
<211> 4

<212> PRT

<213> Influenza A virus

<400> 109
{1e Ala Gly Trp

<210> 110

<211> 87

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 110
iys Lys Pro Gly Ser Ser
5

Thr Phe Ser Ser Tyr Ala
20

Gly Leu §1u Trp Met Gly
5

Tyr Ala GIn Lys Phe Gln
50

Thr Ser Thr Ala Tyr Met
65 70

Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85

<210> 111
<211> 108
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 111

Lys Lys Pro Gly Ser Ser
1 5

Thr Phe Ser Ser Phe Ala
20

Gly Leu g;u Trp Leu Gly

Tyr Ala GIn Lys Phe Gln
50

Thr Arg Thr Ala Tyr Met
65 70

Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85

val

Ile

Gly

Gly

55

Glu

Arg

val

Ile

Gly

Gly

55

Asp

Arg

Lys

Ser

Ile

40

Arg

Leu

Lys

Ser

Ile

40

Arg

Leu

Ser

val

Trp

25

Ile

val

ser

val

Trp

25

Ser

val

Arg

Pro

ser

10

val

Pro

Thr

Ser

ser

10

val

Pro

Thr

ser

ser
90

Cys

Arg

Ile

Ile

Leu
75

Cys

Arg

Met

Ile

Leu

75

Tyr

Pagina

Lys Ala

Gln Ala

Phe Gly
45

Thr Ala
60

Arg Ser

Thr Ser

Gln Ala

Phe Gly
45

Thr Ala
60

Arg Ser

Ile Cys

Ser

Pro

30

Thr

Asp

Glu

Ser

Pro

30

Thr

Asp

Glu

Ser

Gly

15

Gly

Pro

Glu

Asp

Glu

15

Gly

Pro

GlIn

AsSp

Gly
95

- COLO 17756 841 001 9

Gly

Gln

Asn

ser

Thr
80

val

Gln

AsSn

ser

Thr

80

Gly



LISTADO SECUENCIAS MOD. -
Thr Cys val Phe Asp His Trp Gly Gln Gly Thr
100 105

<210> 112

<211> 104

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 112

Lys Lys Pro Gly Ser

1 5

Thr Phe ser Ala Tyr

20

Gly Leu Glu Trp Met
35

Tyr Ala GIn Lys Phe

50

Thr ser Thr Ala Tyr

65

Ala Leu Tyr Tyr Cys

85
Asp Tyr Trp Gly GlIn
100

<210> 113

<211> 107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 113

iys Lys Pro Gly Ser

Pro

Gly

Tyr

Thr

65

Ala

Asp

Phe

Leu

Ala

50

Asn

val

Ala

Ser

Glu

35

Gln

Thr

Tyr

Phe

<210> 114
<211> 106
<212> PRT

Met

20

Trp

Lys

Ala

Tyr

Ala
100

5

Thr

Met

Phe

Asn

Cys

85

Ile

ser

Ala

Gly

Gln

Met

70

Ala

Gly

ser

Ala

Gly

Gln

Met

70

Ala

Trp

val

Phe

Gly

Gly

55

Glu

Arg

Thr

val

Phe

Gly

Gly

55

Glu

Arg

Gly

Lys

Thr

Ile

40

Arg

Leu

Gly

Leu

Lys

Thr

Ile

40

Arg

Leu

Thr

Gln

val

Trp

25

Ile

val

Ser

Leu

val

Trp

25

Ser

val

Thr

Leu

Ser

10

val

Gly

Thr

Ser

Tyr
90

sSer

10

Leu

Pro

Thr

Ser

Ser

90

Thr

Cys

Arg

Met

Ile

Leu

75

Tyr

cys

Arg

Ile

Ile

Leu

75

ser

Met

Pagina
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Leu

Lys

GlIn

Phe

Thr.

60

Thr

Tyr

Lys

GIn

Phe

Thr

60

Lys

Tyr

Ala

Ala

Gly

45

Ala

ser

Glu

Ala

Ala

Arg

45

Ala

ser

GIn

Ser

Pro

30

Thr

Asp

Glu

Ser

Ser

Pro

30

Thr

Asp

Glu

Pro

841

Gly

15

Gly

Ala

Glu

Asp

ser
95

Gly

15

Gly

Pro

Glu

Asp

Asn
95

001

Gly

Gln

Asn

Leu

Thr

80

Phe

Gly

GlIn

Lys

Ser

Thr

80

Asn



LISTADO SECUENCIAS MOD. -

<213> Homo sapiens

<400>

114

iys Lys Pro Gly Ala Ser val Lys
5

Thr Ph

Gly Le

Tyr Al
50

Thr Se
65

Ala va

Gly ph

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

<400>

Lys Lys Pro Gly Ser
1

Ile Ph

Gly Le

Tyr Al
50

Thr As
65

Ala va

Phe As

<210>
<211>
<212>

e Ser Ser
20

u Glu Trp
35

a GIn Lys

r Thr val

1 Tyr Tyr

e Asp val
100

115
105
PRT

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

85

Trp

Homo sapiens

115

e Asn Thr
20

u Glu Trp
35

a Gln Asn

n Thr Ala

1 Tyr Tyr

p Ser Trp
1

116
110
PRT

5

Asn

val

val

Tyr

cys

85

Gly

<213> Homo sapiens

<400>

116

Arg Lys Pro Gly Ala
1 5

Ala

Gly

Gln

Met

70

Ala

Gly

ser

Ala

Gly

GlIn

Met

70

Ala

Leu

Ser

Ile

Gly

Gly

55

Glu

Arg

GlIn

val

Phe

Gly

Gly

55

Glu

Arg

Gly

val

Ser

Ile

40

Arg

Leu

Glu

Gly

Lys

ser

val

40

Arg

Leu

Ser

Thr

Lys

val

Trp

25

Ile

val

Asn

Pro

Thr
105

val

Trp

25

Ile

val

Thr

Ser

Leu
105

ser

10

val

Gly

Thr

Ser

Gly

90

Met

ser

10

val

Pro

Thr

Ser

Gly
90

Cys

Arg

val

Ile

Leu

75

Tyr

cys

Arg

Leu

Ile

Leu

75

Tyr

CoLO 17756 841 001 9

Lys

Gln

Phe

Thr

60

Arg

Tyr

Lys

Gln

Phe

Thr

60

Arg

His

Thr ser

Ala Pro
30

Gly val
45
Ala Asp

Ala Glu

val Gly

Ala Pro

Ala Pro
30

Arg Thr
45
Ala Asp

Ser Ala

Phe Arg

Gly

15

Gly

Pro

Lys

Asp

Lys
95

Gly

15

Gly

Ala

Glu

Asp

Ser
95

val

Gln

Lys

Pro

Thr

80

Asn

Gly

Gln

ser

ser

Thr
80

val ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr
10 15
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Thr Ph

Gly Le

Tyr Al
50

Ile As
65

Ala va

Trp Gl

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

<400>

Gly Gly Thr Phe Ser
1 5

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

<400>

g]u val Thr Phe Ser

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

<400>

Gly Gly Thr Phe Ser
1 5

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

<400>

Gly Gly Pro Phe Ser
1 5

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

<400>

Gly val Thr phe Ser
1 5

<210>

LISTADO SECUENCIAS MOD. -

e Thr Gly Tyr Tyr Ile His ;rp val Arg
5

20

u Glu Trp Met

35

a GIn Lys Phe

n Thr Ala Tyr

T Tyr Tyr Cys

85

n Pro Glu Ala

100

117

8

PRT

Homo sapiens

117

118

8

PRT

Homo sapiens

118

5
119
8
PRT
Homo sapiens

119

120

8

PRT

Homo sapiens

120

121

8

PRT

Homo sapiens

121

122

Gly

Gln

Met
70

Ala

Leu

Ser

Ser

Ala

Met

Ser

Trp

val
55

Glu

Arg

Asp

Tyr

Phe

Tyr

Thr

Tyr

Ile

40

Trp

val

Gly

Ile

Ala

Ala

Asn

val

Thr

Ala

Pro

Thr

Arg

Ser

90

Gly

Met

Met

Leu

75

val

Leu

coLo 17756
Gln Ala Pro
30

Thr Gly Gly

G
45

Thr Arg Asp
60

Thr Ser Asp

Leu Arg Tyr

Gly Thr Thr
110

Pagina 29

841
Gly

Thr

Thr

Asp

Phe
95

001 9
Gln

Asn

ser

Thr

80

Asp

e



<211>
<212>
<213>

<400>

8
PRT .
‘Homo sapiens

122

LISTADO SECUENCIAS MOD. - COLO 17756 841 001 9

g1y Gly Ile Phe Asn Thr

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

<400>

5
123
8
PRT
Homo sapiens

123

Gly Tyr Thr phe Thr Gly
1

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

<400>

5
124
8
PRT
Homo sapiens

124

ITe I1e Pro Ile Phe Gly
1

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

<400>

5
125
8
PRT
Homo sapiens

125

Ile Ser Pro Met Phe Gly

1

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

<400>

5

126

8

PRT

Homo sapiens

126

Ile ITe Gly Met Phe Gly
1 5

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

<400>

127

8

PRT

Homo sapiens

127

Ile Ser Pro Ile ghe Arg
1

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

<400>

128

8

PRT

Homo sapiens

128

{1e Ile Gly val Phe Gly
5

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

<400>

129

8

PRT

Homo sapiens

129

Asn

Tyr

Thr

Thr

Thr

Thr

val

Ala

Tyr

Pro

Pro

Ala

Pro

Pro

pagina 30

\96



LISTADO SECUENCIAS MOD. - COLO 17756 841 001 9
val Ile Pro Leu Phe Arg Thr Ala
1 5

<210> 130

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 130
}_'Ie Asn Pro Met Thr Gly Gly Thr
5

<210> 131

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 131
Ala Arg Ser Pro Ser Tyr Ile Cys Ser Gly Gly Thr Cys val Phe Asp
1 5 10 15

His

<210> 132

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 132
Ala Arg Gly Leu Tyr Tyr Tyr Glu Ser Ser Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 133

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 133
ﬁ1a Arg Thr Leu Ser Ser Tyr Gln Pro égn Asn Asp Ala Phe é]a Ile
5

<210> 134

<211> 15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 134
é]a Arg Glu Pro g1y Tyr Tyr val Gly E%S Asn Gly Phe Asp Xg]

<210> 135

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 135 )
Ala Arg Ser Ser Gly Tyr His Phe Arg Ser His Phe Asp Ser
1 5 10

<210> 136

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 136
Ala Arg Gly Ala Ser val Leu Arg Tyr Phe Asp Trp Gln Pro Glu Ala
Pagina 31
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1 5

Leu Asp Ile

<210> 137

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 137
Ser Gly Asn Ile Ala
1 5

<210> 138

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 138
Ser Ser Asp val Gly
1 5

<210> 139

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 139
ser Asn Asn val g]y
1

<210> 140

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 140
Ser Asn Asn val Gly
1 5

<210> 141

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 141
Asn Ile Gly Gly Tyr
1 5

<210> 142

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 142
GIn ser val ser ger
1

<210> 143

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 143
GIn Ser Leu Ser Ser
1 5

10

Ala Asn Tyr

Gly Tyr Asn Ser

Asn GIn Gly

His GIn Gly

Ser

Tyr

Lys Tyr

- CcoLo 17756 841 001 9
15
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<210> 144

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 144
Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Thr
1 5

<210> 145

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 145
Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
1 5

<210> 146

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 146 )
Thr Ser Asn Ile Gly Arg Asn His
1 5

<210> 147

<211> 3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 147
Glu Asp Asp
1

<210> 148

<211> 3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 148
Glu val Thr
1

<210> 149

<211> 3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 149
Arg Asn Asn
1

<210> 150

<211> 3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 150
Arg Asn Gly
1

<210> 151
<211> 3
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 151
Asp Asp Lys
1

<210> 152

<211> 3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 152
Asp Ala Ser
1

<210> 153

<211> 3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 153
Gly Ala Ser
1

<210> 154

<211> 3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 154
ser Asn Asn
1

<210> 155

<211> 3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 155
Ala Ala Ser
1

<210> 156

<211> 3

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 156
Ser Asn Glu
1

<210> 157

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 157 )
GIn Thr Tyr Asp Thr Asn Asn His Ala XS]
1 5

<210> 158

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 158 .
Cys Ser Tyr Ala Gly His Ser Ala Tyr X81
1 5

Pagina 34
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<210> 159
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 159
ier Thr Trp Asp ger

<210> 160

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 160
Ser val Trp Asp Ser
1 5

<210> 161
<211> 11
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 161
Gln val Trp Asp ?er
1

<210> 162

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 162
Gln Gln Tyr Gly Ser
1 5

<210> 163

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 163
Gln Gln Tyr Asp §1y
1

<210> 164

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 164
Gln Ser Tyr Asp Ser
1 5

<210> 165

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 165
Gln GIn Tyr Asp Ser
1 5

<210> 166
<211> 11
<212> PRT

Ser

Ser

Gly

Ser

val

Arg

ser

Leu

Leu

Asn

Pro

Pro

Leu

Pro

Ser Ala val val
10

Ser Ala Trp val
10

Asp Arg Pro Leu
10

Gln

Arg Thr

Ser Ala Ser Leu

10

Tyr Thr

Pagina 35
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LISTADO SECUENCIAS MOD. - COLO 17756 841 001 9
<213> Homo sapiens

<400> 166
é1a Ser Trp Asp Asp Ash Leu Ser Gly Trp val
5 10

<210> 167

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 167
§1n val G1n Leu val GIn Ser Gly Ala %gu val
5

<210> 168

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 168
Xa] Thr val Sser Ser
5

<210> 169

<211> 2

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 169
é]a Arg

<210> 170

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
consensus sequence

<400> 170
Gly Gly Thr Phe Ser ser Tyr Ala
1 5

<210> 171

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
consensus sequence

<400> 171
Ile Ile Pro Met Phe Gly Thr Pro
1 5

<210> 172

<211> 2

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
consensus sequence

<400> 172
Padgina 36



Ala Arg
1

<210> 173
<211> 93
<212> PRT

LISTADO SECUENCIAS MOD. - COLO 17756 841 001 9

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial

consensus sequence

<400> 173

Lys Lys Pro Gly Ser Ser val Lys
1

Thr Phe Ser Ser
20

Gly Leu Glu Trp
35

Tyr Ala GIn Lys
50

Thr ser Thr Ala
65

Ala val Tyr Tyr

<210> 174
<211> 25
<212> PRT

5

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys
85

Ala

Gly

Gln

Met

70

Ala

Ile

Gly

Gly

55

Glu

Arg

<213> Artificial Sequence

<220>

ser

Ile

40

Arg

Leu

Trp

<223> Description of Artificial

consensus sequence

<400> 174

GIn Pro val Leu Thr Gln Pro Pro
1 5

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly
20

<210> 175
<211> 17
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial

consensus sequence

<400> 175

val Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro
1 5

Tyr

<210> 176

Sequence: Synthetic

val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Gly
10 15

Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Gln
25 30

Ile Pro Met Phe Gly Thr Pro Asn
45

val Thr Ile Thr Ala Asp Glu Ser
60

Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr
75 80

Gly GIn Gly Thr Leu
90

Sequence: Synthetic
Ser Ala Ser Gly Ser Pro Gly GlIn
10

15

ser
25

Sequence: Synthetic

Gly GIn Ala Pro Lys Leu Leu Ile
10 15
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<211> 36 )
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
consensus sequence

<400> 176
Asp Arg Pro Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Arg Ser Gly
1 5 10 15

Thr Thr Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly Leu Gln Pro Glu Asp Glu Ala
20 25 30

Asp Tyr Tyr Cys
35

<210> 177

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic
consensus sequence

<400> 177
;he Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu
5
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