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“MOLECULA DE LIGACAO, VARIANTE FUNCIONAL DA
MOLECULA DE LIGACAO, IMUNOCONJUGADO, COMPOSICAO
FARMACEUTICA, USO DA MOLECULA DE LIGACAO, MOLECULA
DE ACIDO NUCLEICO, VETOR, HOSPEDEIRO, E, METODO PARA
PRODUZIR UMA MOLECULA DE LIGACAO”

CAMPO DA INVENCAO

A invencdo diz respeito a medicamento. A inven¢do, em

particular, diz respeito as moléculas de ligagdo humanas capazes de
neutralizar varios subtipos de influenza A, incluindo a neutraliza¢cdo das
moléculas de liga¢do contra virus influenza Que compreendem HA do subtipo
H3, tal como virus influenza H3N2. Em particular, a inven¢do diz respeito ao
diagnéstico, profilaxia e/ou tratamento de uma infec¢do por um virus
influenza que compreende HA do subtipo H3, em particular virus influenza
H3N2.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Os virus influenza sdo RNA ortomixovirus e consistem de trés

tipos, A, B e C. Visto que os virus influenza dos tipos B e C sdo
predominantemente patogénios humanos, os virus influenza A infectam uma
ampla variedade de pdassaros e mamiferos, incluindo humanos, cavalos,
mamiferos marinhos, porcos, furdes e galinhas. Em animais, a maioria dos
virus influenza A causam infecgdes localizadas brandas do trato respiratorio e
intestinal. Entretanto, também subtipos de influenza A altamente patogénicos,
tais como H5NI1, existem, que causam infec¢les sistémicas em aves
domésticas em que a mortalidade pode atingir 100 %. Diversos tipos de virus
influenza A também podem causar doengas graves no homem.

O virus influenza A pode ser classificado em subtipos
fundamentados em variagGes alélicas em regides antigé€nicas de dois genes
que codificam as glicoproteinas de superficie, isto €, hemaglutinina (HA) e

neuraminidase (NA) que s@o requeridos para a ligacdo viral e liberagdo
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celular. Outras proteinas virais principais incluem a nucleoproteina, a proteina
estrutural de nucleocapsideo, proteinas de membrana (M1 e M2), polimerases
(PA, PB e PB2) e proteinas nfo estruturais (NS1 e NS2). correntemente,
dezesseis de HA (H1-H16) e nove NA (N1-N9) variantes antigénicas sfo
conhecidas no virus influenza A. Os subtipos de virus influenza ainda podem
ser classificados por referéncia a seu grupo filogenético. A analise
filogenética (Fouchier et al., 2005) demonstrou uma subdivisdo de HA’s que
estdo em dois grupos principais (Air, 1981): inter alia os subtipos H1, H2, H5
e H9 no grupo filogenético 1 e inter alia, os subtipos H3, H4 e H7 no grupo
filogenético 2 (Figura 1);

Apenas alguns dos subtipos de influenza A (isto é, HINI,
HIN2 e H3N2) circulam entre as pessoas, mas todas as combinacdes dos
subtipos 16 HA e 9 NA foram identificados em espécies avidrias. Os animais
infectados com influenza A frequentemente atuam como um reservatorio para
o virus influenza e certos subtipos foram mostrados cruzar a barreira das
espécies para seres humanos, tal como a cepa HSN1 de influenza A altamente
patogénica.

A infec¢do por influenza ¢ uma das doencas mais comuns
conhecidas pelo homem causando entre trés e cinco milhdes de casos de e
entre 250.000 e 500.000 mortes a cada ano no mundo todo. O influenza
dissemina-se rapidamente em epidemias sazonais que afetam de 5 a 15 % da
populagdo e a carga nos custos de cuidado com a saude e as perdas de
produtividade s@o extensivas (World Healthcare Organization (WHO)). A
hospitalizagdo e as mortes ocorrem principalmente em grupos de alto-risco
(idosos, cronicamente doentes).

As epidemias anuais de influenza ocorrem quando as
propriedades antigénicas da proteina de superficie viral HA e NA séo
alteradas. O mecanismo de antigenicidade alterada ¢ duplo: mudanga

antigénica, causado pela redisposi¢do genética entre virus humanos e animais
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apos a infecgdo dupla de células hospedeiras, que podem causar uma
pandemia e tendéncia antigénica causada por mudangas pequenas nas
proteinas HA e NA na superficie viral, que pode causar epidemias de
influenza. A emergéncia de cepas de virus variantes por estes dois
mecanismos ¢ a causa da epidemia de influenza. Trés vezes no ultimo século,
o virus influenza A sofreu grandes mudancgas genéticas, principalmente, em
seu componente HA, resultando em pandemias globais e grandes perdas tanto
em termos doenca e mortes. A pandemia mais infame foi a “Gripe
Espanhola”, causada pelo virus influenza HIN1, que afetou grandes partes da
popula¢io mundial e é pensado ter matado pelo menos 40 milhdes de pessoas
em 1918-1919. mais recentemente, dois outras pandemias de influenza A
ocorreram, em 1957 (“influenza asidtica”, causada por virus influenza H2N2)
e 1968 (“influenza de Hong Kong”, causada pelo virus influenza H3N2) e
causou morbidez e mortalidade significantes globalmente. Em contraste com
as epidemias de influenza sazonais correntes, estas epidemias foram
associadas com resultados graves também entre pessoas mais jovens
saudaveis.

Os métodos correntes para lidar com as epidemias de influenza
anuais incluem a vacinagdo anual, preferivelmente, gerando protecdo cruzada
heterotipica. Entretanto, como indicado acima, a circulagdo de virus influenza
em seres humanos estd sujeita & mudangas antigénicas permanentes que
requerem a adaptacdo anual da formulacdo da vacina contra influenza para
garantir a igualdade mais proxima possivel entre as cepas de vacina contra
influenza e as cepas de influenza circulantes.

Embora a vacinag@o anual com a vacina contra a gripe seja a
melhor maneira de prevenir a gripe, medicamentos antivirais, tais como
oseltamivir (Tamiflu®) podem ser eficazes para a prevengdo e tratamento da
gripe. Entretanto, o nimero de cepas de virus influenza que apresentam

resisténcia contra tal oseltamivir esta aumentando.
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Um método alternativo € o desenvolvimento de meios
profilaticos ou terapéuticos com base em anticorpo para a neutralizacdo de
varios virus influenza sazonais. O alvo primario de anticorpos neutralizadores
que protegem contra a infec¢do por virus influenza é a cabega globular (parte
HA1) da proteina HA viral que contém o local de ligacdo do receptor, mas
que estd sujeito a continuar a evolugdo genética com as substituigdes de
aminoacido em locais de ligacdo de anticorpo (tendéncia antigénica). Os
anticorpos de neutralizagdo cruzada que reconhecem a regido de tronco mais
conservada de HA de virus influenza A do grupo filogenético 1 (por exemplo,
Hi e HS5) foram recentemente identificados (por exemplo, o
WO02008/028946). Entretanto, este teve sucesso limitado na identificacdo de
anticorpos que neutralizam um ou mais subtipos de virus influenza A do
grupo filogenético 2, tal como virus H3 e sua amplitude de neutralizagéo ¢
mais estreita e sua poténcia baixa.

Os anticorpos que reconhecem especificamente as cepas de
virus influenza H3N2 foram descritos. Desta maneira, um anticorpo
monoclonal humano, C28, capaz de ligar a e neutralizar diversas cepas de
virus influenza H3N2 dos anos entre 1968 e 1980 foram descritos por Ostberg
and Pursch (1983). Wang et al. (2010), descreveu um anticorpo murino anti-
HA?2 que neutraliza os virus H3 que estendem diversas décadas, mas que nédo
mostrou neutralizar quaisquer virus de subtipo ndo H3.

Os anticorpos murinos anti-HA2 reativos cruzados que
reconhecem HA do subtipo H3, bem como do subtipo H4 e H7 e capaz de
reduzir in vitro a replicagdo do virus influenza de virus influenza H3 e H4
foram descritos por Stropkovskd et al., (2009). Foi demonstrado que a
acessibilidade dos epitopos HA2 para estes anticorpos nos virus nativos foi
baixa e que os anticorpos t€ém uma reatividade mais alta com HA apds sua
clivagem de tripsina e tratamento de pH 5 (Vareckova et al., 2003a), que pode

explicar a observagdo que a inibigdo in vitro de replicagdo de virus
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(Vare€kova et al., 2003b), bem como na poténcia in vivo destes anticorpos foi
relativamente baixa (Gocnik et al., 2007).

No WO 2009/115972, um anticorpo monoclonal humano,
Fab28, foi divulgado, que reconhece um epitopo na regifo de tronco de HA e
apresenta uma atividade neutralizadora contra HIN1 mas atividade menos
neutralizadora contra H3N2.

Em vista da gravidade da doenga respiratoria causada por
certos virus influenza A e a caracteristica sempre existente de uma pandemia
potencial, também tem o impacto econdmico alto das epidemias sazonais,
existe uma necessidade continua para os meios eficazes para a prevengdo e
tratamento dos varios subtipos de influenza A. Desta maneira, existe uma
necessidade para moléculas de ligagdo, preferivelmente neutralizando
amplamente as moléculas de ligagdo humanas, capazes de neutralizar subtipos
de virus influenza sazonais, incluindo virus influenza que compreende HA do
subtipo H3, preferivelmente H3N2 e que ndo tem ou tem menos desvantagens
dos anticorpos conhecidos na técnica.

A presente inven¢do fornece estas moléculas de ligagdo que
podem ser usadas no medicamento, em particular, para diagnoéstico,
prevengdo e/ou tratamento de infecgdo com virus influenza que compreende
HA do subtipo H3, preferivelmente, infec¢bes de H3N2. algumas das
moléculas de ligacdo da inveng@o sdo Unicos em sua are amplitude de
atividade neutralizadora dentro do subtipo H3. Desta maneira, algumas das
moléculas de ligacdo identificados aqui sdo capazes de neutralizar diversos,
incluindo pelo menos uma ou mais cepas recentes, as cepas dentro do subtipo
de H3N2 e podem ser usados como um agente profilatico e/ou de tratamento
universal para influenza sazonal, irrespectivo da cepa de influenza H3N2.
Pelo menos algumas de uma a molécula de ligagdo sdo capazes de evitar in
vitro a clivagem da molécula de precursor de HA HAO por tripsina. Além

disso, pelo menos algumas das moléculas de ligagdo da presente invengdo sdo
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capazes de evitar a mudanga conformacional da proteina HA, pensado estar
envolvido na fusdo da membrana membrane da membrana viral de influenza e
a membrana endossomal de uma célula infectada. Além disso, pelo menos
algumas moléculas de liga¢do da invengdo sdo Unicos em que estes sdo
capazes de neutralizacdo reticulada de virus influenza de pelo menos um
outro sub-tipo, incluindo virus influenza que compreende HA dos subtipos H7
e/ou H10 e, desta maneira, podem ser usados como um agente profilatico, de
diagndstico e/ou de tratamento universal para virus influenza, ainda
irrespectivo do subtipo de influenza causativo.

DESCRICAO DAS FIGURAS

FIG. 1 mostra uma arvore filogenética de sequéncias de

aminodcido no nivel de subtipo. A divisdo dos subtipos por grupos é indicado.
O clado HI1, que compreende inter alia os subtipos H1 e o clado H9, que
compreende os subtipos H9, forma o grupo filogenético 1 e o H7, que
compreende inter alia os subtipos H7 e o clado H3, que compreende inter alia
os subtipos H3, forma o grupo filogenético 2.

FIG. 2 ¢ um diagrama de barra que mostra a liga¢do de IgG1 a
superficie expressou H3 rHA, medido pela anélise FACS, apds o tratamento
sequencial com tripsina (barras listradas), meio tamponado pH 4,9 (barras
brancas sdlidas) e DTT (barras cruzadas) e expressado como a porcentagem
de ligacdo ao rHA ndo tratado (barras pretas solidas).

FIG. 3 mostra os resultados de um ensaio de suscetibilidade de
protease in vitro. As amostras foram realizados em um gel de BisTris de 4 a
12 % em tampédo de 1x MOPS. As faixas de proteina foram visualizadas por
tingimento azul coloidal.

FIG. 4 é uma representacdo esquemdtica das conformacgdes
diferentes da proteina HA durante o processo de infecgao.

FIG. 5 ¢ um diagrama de barras que apresenta ligacdo do H3

mAbs a células que expressam HA apds os tratamentos diferentes medidos
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pela andlise FACS, apds o tratamento sequencial com tripsina (barras
listradas), meio tamponado pH 4,9 (barras brancas solidas) e DTT (barras
cruzadas) e expressado como porcentagem de ligagdo ao rHA ndo tratado
(barras pretas solidas).

FIG. 6 mostra o resultado do curso de tempo do experimento
no Exemplo 11. para determinar o tempo de incubac¢do de HA com tripsina
para atingir a clivagem de H3 HA.

FIG. 7 mostra os resultados de digestdo de tripsina de amostras
H3 HA pré-incubadas com mAbs, como descrito no Exemplo 11.

FIG. 8 é um diagrama de barra demonstrando que o CR8043
inibe a mudanga conformacional induzida por pH em H3 HA.

FIG. 9 mostra que CR8020 e CR8041 também séo capazes de
bloquear a mudanga conformacional induzida por pH de HA: A. mAbs
adicionado antes da clivagem de tripsina; B. mAbs adicionado apds a
clivagem de tripsina; C. mAbs adicionados apds todos os tratamentos.

FIG. 10 mostra as curvas de probabilidade de sobrevivéncia de
Kaplan-Meier. O anticorpo foi administrado intravenosamente no dia -1 antes
do desafio usando-se uma faixa de dose de 30 até 1 mg/kg. O controle Ab foi
administrado em 30 mg/kg (cinza), seguido por um desafio letal no dia O com
25 LD50 A/HK/1/68-MA20 (H3N2). O CR8020 (A) foi testado em um estado
separado de CR8041 (B) e CR8043 (C), que foi avaliado no experimento 1.
Portanto, o mesmo grupo de anticorpo de controle ¢ usado para B and C.

FIG. 11 mostra a mudanga de peso corporal média (%) com
relagdo ao dia 0. O anticorpo foi administrado intravenosamente no dia -1
antes do desafio usand-se uma faixa de dose de 30 até 1 mg/kg. O controle Ab
foi administrado em 30 mg/kg (cinza), seguido por um desafio letal no dia 0
com 25 LD50 A/HK/1/68-MA20 (H3N2). As barras representam o CI de 95
% da média. Se um camundongo morreu / foi submetido a eutanasia durante o

seguimento do estudo, o ultimo peso corporal observado foi carregado
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adiante. CR8020 (A) foi testado em um estado separado de CR8041 (B) e
CR8043 (C), que foram avaliados no experimento 1. Portanto, o mesmo grupo
de anticorpo de controle € usado para B e C.

FIG. 12 mostra o registro clinico médio. O anticorpo foi
administrado intravenosamente no dia -1 antes do desafio usando-se uma
faixa de dose de 30 a 1 mg/kg. O controle Ab foi administrado em 30 mg/kg
(cinza), seguido por um desafio letal no dia 0 com 25 LD50 A/HK1/68-MA20
(H3N2). As barras representam as faixas interquartil. CR8020 (A) foi testado
em um estudo separado de CR8041 (B) e CR8043 (C), que foram avaliados
no experimento 1. Portanto, o mesmo grupo de anticorpo de controle é usado
para B e C. Explicacdo do registro clinico: 0 = nenhum sinal clinico; 1 =
revestimento bruto; 2 = revestimento bruto, menos reativo, manuseio durante
passivo, 3 = revestimento bruto, enrolado, respiragdo forcada, manuseio
durante passivo; 4 = revestimento bruto, enrolado, respiragdo forg¢ada, nio
enrola-se novamente no estdmago quando estd na sua parte posterior. Os
camundongos observados com o registro clinico 4 foram submetidos a
eutandsia no mesmo dia.

FIG. 13 demonstra a eficacia terapéutica de mAb CR8020 no
modelo de desafio letal de camundongo com influenza A/HK/1/68-MA20
(H3N2). Uma dose simples de mAb CR8020 (15 mg/kg) foi administrado
intravenosamente no dia -1 pré-desafio ou no dia 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 pos desafio
em camundongos 129X1/SvJ (n = 10 /grupo). O mAb controle (15 mg/kg) foi
administrado no dia 1 pds desafio. Os camundongos foram desafiados no dia
0 com 25 LD50 A/HK/1/68-MA20 (H3N2) e monitorado por 21 dias. Painel
A: curvas de probabilidade de sobrevivéncia de Kaplan-Meier. Painel B:
Mudan¢a de peso corporal médio (%) com relagdo ao dia 0. As barras
representam os 95 % de CI da média. Se um camundongo morreu / foi
submetido a eutandsia durante o seguimento do estudo, o Gltimo peso corporal

observado foi realizado adiante. Painel C: Registro clinico médio. As barras
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representam as faixas interquartil. 0 = nenhum sinal clinico; 1 = revestimento
bruto; 2 = revestimento bruto, menos reativo, manuseio durante passivo; 3 =
revestimento bruto, enrolado, respiracdo forgada, manuseio durante passivo; 4
= revestimento bruto, enrolado, respiragdo for¢ada, ndo enrola-se novamente
no estomago quando deixado na sua parte posterior. Os camundongos
observados com o registro clinico 4 foram submetidos a eutanasia no mesmo
dia.

FIG. 14 mostra a eficacia profilatica de mAb CR8020 no
modelo do desafio letal de camundongo com influenza adaptado ao
camundongo A/CH/NL/621557/03 (H7N7). A: curvas de probabilidade de
sobrevivéncia de Kaplan-Meier. Painel B: Mudanga de peso corporal médio
(%) com relagdo ao dia 0. As barras representam os 95 % de CI da média. Se
um camundongo morreu / foi submetido a eutanasia durante o seguimento do
estudo, o ultimo peso corporal observado foi realizado adiante. Painel C:
Registro clinico médio. As barras representam as faixas interquartil. 0 =
nenhum sinal clinico; 1 = revestimento bruto; 2 = revestimento bruto, menos
reativo, manuseio durante passivo; 3 = revestimento bruto, enrolado,
respiragdo forgada, manuseio durante passivo; 4 = revestimento bruto,
enrolado, respiragdo for¢ada, ndo enrola-se novamente no estdbmago quando
deixado na sua parte posterior. Os camundongos observados com o registro
clinico 4 foram submetidos a eutandsia no mesmo dia.

FIG. 15 mostra a eficdcia profildtica de mAbs CR8020,
CR8041 e CR8043 no modelo do desafio letal de camundongo com influenza
adaptado ao camundongo A/CH/NL/621557/03 (H7N7) MAbs foram
administrados intravenosamente no dia -1 antes do desafio em camundongos
Balb/c fémeas (n = 8/grupo) usando-se uma faixa de dose de 10 a 1 mg/kg
(CR8020) ou 30 a 1 mg/kg (CR8041 e CR8043). O mAb controle foi
administrado no dia -1 em 30 mg/kg (cinza). No dia 0, um desafio letal foi

dado pela inoculagdo intranasal com 25 camundongos LDs, adaptados
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A/CH/NL/621557/03 (H7N7) e os camundongos foram subsequentemente
monitorados por 21 dias. Painel A: curvas de probabilidade de sobrevivéncia
de Kaplan-Meier. Painel B: Mudanga de peso corporal médio (%) com
relagdo ao dia 0. As barras representam os 95 % de CI da média. Se um
camundongo morreu / foi submetido a eutandsia durante o seguimento do
estudo, o ultimo peso corporal observado foi realizado adiante. Painel C:
Registro clinico médio. As barras representam as faixas interquartil. 0 =
nenhum sinal clinico; 1 = revestimento bruto; 2 = revestimento bruto, menos
reativo, manuseio durante passivo; 3 = revestimento bruto, enrolado,
respiragdo forcada, manuseio durante passivo; 4 = revestimento bruto,
enrolado, respiracdo for¢ada, ndo enrola-se novamente no estdmago quando
deixado na sua parte posterior. Os camundongos observados com o registro
clinico 4 foram submetidos a eutanésia no mesmo dia.

FIG. 16 mostra a eficacia terapéutica de mAb CR8020 no
modelo do desafio letal de camundongo com influenza adaptado ao
camundongo A/CH/NL/621557/03 (H7N7). Uma dose simples de mAb
CR8020 (15 mg/kg) foi administrado intravenosamente no dia -1 pré-desafio
ouno dia 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 poés desafio em camundongos Balb/c fémeas (n =
8/grupo). O mAb controle (15 mg/kg) foi administrado no dia 1 pos desafio.
Os camundongos foram desafiados no dia 0 com 25 camundongos LDs
adaptados A/CH/NL/621557/03 (H7N7) e monitorado por 21 dias. Painel A:
curvas de probabilidade de sobrevivéncia de Kaplan-Meier. Painel B:
Mudanga de peso corporal médio (%) com relagdo ao dia 0. As barras
representam os 95 % CI da média. Se um camundongo morreu / foi submetido
a eutanasia durante o seguimento do estudo, o tltimo peso corporal observado
foi realizado adiante. Painel C: Registro clinico médio. As barras representam
as faixas interquartil. 0 = nenhum sinal clinico; 1 = revestimento bruto; 2 =
revestimento bruto, menos reativo, manuseio durante passivo; 3 =

revestimento bruto, enrolado, respira¢do forgada, manuseio durante passivo; 4
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= revestimento bruto, enrolado, respiracdo for¢ada, ndo enrola-se novamente
no estdbmago quando deixado na sua parte posterior. Os camundongos
observados com o registro clinico 4 foram submetidos a eutanisia no mesmo
dia.

DESCRICAO DA INVENCAO

As defini¢des de termos como usado na inven¢do sdo dadas

abaixo.

O termo “incluido” ou “incluindo” como usado neste € jugado
ser seguido pelas palavras “sem limita¢do”.

Como usado neste, o termo “molécula de ligagdo” refere-se a
uma imunoglobulina intacta incluindo anticorpos monoclonais, tais como
anticorpos quimeéricos, humanizados ou anticorpos humanos monoclonais ou
a um dominio de ligacdo de antigeno e/ou variavel que compreende
fragmento de uma imunoglobulina que compete com a imunoglobulina intacta

para a ligagfo especifica ao parceiro de ligagdo da imunoglobulina, por

exemplo, H3. com respeito a estrutura, o fragmento de ligagdo de antigeno

liga-se como mesmo antigeno que € reconhecidos pela inunoglobulina intacta.
Um fragmento de ligacdo de antigeno pode compreender um peptideo ou
polipeptideo que compreende uma sequéncia de aminoacido de pelo menos 2,
5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125, 150, 175, 200 ou
250 residuos de aminodcidos contiguos da sequéncia de aminodacido da
molécula de ligagdo.

O termo “molécula de ligag@0”, como usado aqui inclui todas
as classes e subclasses de imunoglobulina conhecidos na técnica. Dependendo
da sequéncia de aminoacido do dominio constante e suas cadeias pesadas, as
moléculas de ligacdo podem ser divididas em classes principais de anticorpos:
IgA, IgD, IgE, IgG e IgM e diversos destes ainda podem ser divididos em
subclasses (isotipos), por exemplo, IgA1l, IgA2, IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4.

Os fragmentos de ligagc@o de antigeno incluem, inter alia, Fab,
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F(ab'), F(ab")2, Fv, dAb, Fd, fragmentos de regifo determinadores de
complementaridade (CDR), anticorpos de cadeia simples (scFv), anticorpos
de cadeia simples bivalentes, anticorpos de fago de cadeia simples, diacorpos,
triacorpos, tetracorpos, (poli)peptideos que contém pelo menos um fragmento
de uma imunoglobulina que ¢ suficiente para conferir ligacdo de antigeno
especifica ao (poli)peptideo, etc. Os fragmentos acima podem ser produzidos
de maneira sintética ou pela clivagem quimica ou enzimatica de
imunoglobulinas intactas ou estes podem ser geneticamente projetadas pelas
técnicas de DNA recombinantes. Os métodos de produgdo sdo bem
conhecidos na técncia e sdo descritos, por exemplo, in Anticorpos: A
Laboratory Manual, Editado por: E. Harlow and D, Lane (1988), Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York, que € incorporado neste
por referéncia. A molécula de ligagdo ou seu fragmento de ligacdo de
antigeno podem ter um ou mais locais de ligagdo. Se houver mais do que um
local de ligagdo, os locais de ligagdo podem ser idénticos um ao outro ou estes
podem ser diferentes.

A molécula de ligacdo pode ser uma molécula de ligacdo
molécula de ligagdo exposta ou ndo conjugada mas também pode ser parte de
um imunoconjugado. A molécula de ligagdo exposta ou nfo conjugada €
pretendida referir-se a uma molécula de ligagdo que ndo ¢ conjugada,
operacionalmente ligada ou, de outra maneira fisica ou funcionalmente
associada com uma porgdo ou rétulo atuadores, tal como inter alia, uma
substincia toxica, uma substincia radioativa, um lipossoma, uma enzima.
Sera entendido que as moléculas de ligacdo expostas ou ndo conjugadas ndo
excluem as moléculas de ligagdo que foram estabilizadas, multimerizadas,
humanizadas ou de qualquer outra maneira manipuladas, outras que ndo pela
ligacdo de uma por¢Zo ou rétulo atuadores. Consequentemente, todas as
moléculas de ligacdo expostas e ndo conjugadas modificadas pds-traducio

estdo incluidas neste, incluindo quando as especificagdes sdo feitas no
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ambiente de célula que produz molécula de ligagdo natural, por uma célula de
producdo de molécula de ligagdo recombinante e sdo introduzidos pela méo
do homem ap6s a preparagdo de molécula de ligago inicial. E claro, o termo
molécula de ligagdo exposta ou ndo conjugada ndo exclui a capacidade da
molécula de ligacdo para formar as associagdes funcionais com as células
atuadoras e/ou moléculas apds a administragdo ao corpo, quando algumas de
tais interagdes sdo necessarias a fim de exercer um efeito bioldgio. A perda de
grupo ou rotulo atuadores associados € portanto, aplicada na defini¢do para a
molécula de ligagdo exposta ou ndo conjugada in vitro, ndo in vivo.

Como usado neste, o termo “amostra biologica” abrange uma
variedade de tipos de amostra, incluindo sangue e outras amostras liquidas de
origem bioldgica, amostras de tecido solido, tais como espécimem de bidpsia
ou culturas de tecido ou células derivadas destes e a sua progénie. O termo
também inclui amostras que foram manipuladas de qualquer maneira apés sua
obtengdo, tal como pelo tratamento com reagentes, solubilizagdo ou
enriquecimentos para certos compostos, tais como proteinas ou
poinucleotideos. O termo abrange vérios tipos de amostras clinicas obtidas a
partir de quaisquer espécies e também inclui células na cultura, sobrenadantes
celulares e lisados celulares.

O termo “regides determinadoras de complementaridade”
(CDR) como usado aqui significa sequéncias dentro das regides variaveis de
moléculas de ligago, tais como imunoglobulinas, que contribuem usualmente
até certo ponto ao local de ligagdo de antigeno que é complementar em forma
e distribuicdo de cargas ao epitopo reconhecido no antigeno. As regides de
CDR podem ser especificas para epitopos lineares, epitopos descontinuos ou
epitopos conformacionais de proteinas ou fragmentos de proteina, quando
presente na proteina em sua conformagdo natural ou, em alguns casos, quando
presente nas proteinas quando desnaturadas, por exemplo, pela solubilizagio

em SDS. Os epitopos também podem consistir de modifica¢do pds-tradugéo
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de proteina.

O termo “anulacd0”, como usado neste, indica uma mudanga
na sequéncia de aminoacido ou nucleotideo em que um ou mais residuos de
aminodcido ou nucleotideo, respectivamente, estdo ausentes em comparagdo
com a referéncia, frequentemente, a molécula de ocorréncia natural.

O termo “sequéncia de 4acido nucléico reguladora de
expressdo” como usado neste refere-se as sequéncias de polipeptideo
necessarias para e/ou afetam a expressdo de uma sequéncia codificadora
operacionalmente ligada em um organismo hospedeiro particular. As
sequéncias de 4cido nucléico reguladoras de expressdo, tais como inter alia
iniciagdo de transcri¢do apropriada, terminagdo, promotor, sequéncias
intensificadoras; sequéncias repressoras ou ativadoras; sinais de
processamento de RNA eficientes, tais como sinais de unifo e de
poliadenilagéo; sequéncias que estabilizam o mRNA citoplasmico; sequéncias
que intensificam a eficiéncia de tradugdo (por exemplo, locais de ligacdo de
ribossomo); sequéncias que intensificam a estabilidade da proteina e quando
desejado, sequéncias que intensificam a secre¢do de proteina, pode ser
qualquer sequéncia de aminoacido que apresente atividade no organismo
hospedeiro de escolha e pode ser derivado de genes que codificam proteinas,
que s8o homologos ou heterélogos ao organismo hospedeiro. A identificagdo
e a utilizacdo de sequéncias reguladoras de expressdo € de rotina para a
pessoa habilitada na técnica.

O termo “variante funcional”, como usado neste, refere-se a
uma molécula de ligagdo que compreende um nucleotideo e/ou sequéncia de
aminoacido que € alterada por um ou mais nucleotideos e/ou aminoacidos em
comparagdo com o nucleotideo e/ou sequéncias de aminoacido da molécula
de ligacdo de referéncia e que € capaz de competir para a ligagdo ao parceiro
de ligacdo, por exemplo, H3N2, com a molécula de ligacdo de referéncia. Em

outras palavras, as modifica¢des na sequéncia de aminoacido e/ou nucleotideo
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da molécula de ligacdo de referéncia ndo afeta ou altera significantemente as
caracteristicas de ligacdo da molécula de ligagdo codificada pela sequéncia de
nucleotideo ou contendo a sequéncia de aminodcido, isto é, a molécula de
ligag¢do ainda é capaz de reconhecer e ligar seu alvo. A variante funcional
pode ter modificagdes de sequéncia conservativas incluindo substitui¢des,
adi¢des e anulagdes de nucleotideo e de aminoécido. Estas modificagdes
podem ser introduzidas por técnicas padrdo conhecidas na técnica, tais como
mutagénese direcionada ao local e mutagénese mediada por PCR aleatéria e
podem compreender nucleotideos e aminoéacidos naturais bem como ndo
naturais.

As substituigdes de aminoacido conservativas incluem as em
que o residuo de aminoécido € substituido por um residuo de aminoacido
tendo propriedades estruturais ou quimicas similares. As familias de residuos
de aminoacidos tendo cadeias secundarias similares foram definidas na
técnica. Estas familias incluem aminoécidos com cadeias secundarias basicas
(por exemplo, lisina, arginina, histidina), cadeias secunddrias acidas (por
exemplo, acido aspartico, acido glutdmico), cadeias secundarias polares ndo
carregadas (por exemplo, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina,
cisteina, triptofano), cadeias secundarias ndo polares (por exemplo, glicina,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina), cadeias
secunddrias ramificadas beta (por exemplo, treonina, valina, isoleucina) e
cadeias secunddrias aromaticas (por exemplo, tirosina, fenilalanina,
triptofano). Estara claro para o técnico habilitado que outras classificagdes de
familias de residuo de aminoacido que ndo a usada acima também podem ser
utilizadas. Além disso, uma variante pode ter substitui¢des de aminoacido néo
conservativas, por exemplo, substitui¢do de um aminoacido com um residuo
de aminoacido tendo propriedades estruturais ou quimicas diferentes. As
variagdes menores similares também podem incluir anulagdes ou inser¢des de

aminodcido ou ambas. Orientacdo na determinagdo que os residuos de
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aminoacido podem ser substituidos, inseridos ou anulados sem abolir a
atividade imunolégica pode ser observada usando-se programas de
computador bem conhecidos na técnica.

Uma mutagdo em uma sequéncia de nucleotideo pode ser uma
alteragcdo simples feitas em um local (um ponto de mutagdo), tal como
mutacdes de transi¢do ou transversdo ou, alternativamente, os nucleotideos
multiplos podem ser inseridos, anulados ou mudados em um local simples.
Além disso, uma ou mais alteragdes podem ser feitas em qualquer nimero de
locais dentro de uma sequéncia de nucleotideo. As mutagdes podem ser
realizadas por qualquer método conhecido na técnica.

O termo “subtipo de virus influenza” como usado aqui refere-
se as variantes de virus influenza A que sdo caracterizados por varias
combina¢des da hemaglutinina (H) e proteinas de superficie viral de
neuramidase (N). De acordo com a presente invengdo, os subtipos de virus
influenza podem ser referidos por seu numero H, tal como por exemplo “virus
influenza que compreende HA do subtipo H3” ou “influenza H3” ou uma
combinag¢do de um numero H e um nimero N, tal como por exemplo “virus
influenza subtipo H3N2” ou “H3N2”. O termo “subtipo” inclui
especificamente todos os individuos “cepas” dentro de cada subtipo, que
usualmente resulta das mutagdes e apresentam perfis patogenicos diferentes.
Tais cepas também podem ser referidas como vérios “isolados” de um subtipo
viral. Consequentemente,' como usado neste, os termos “cepas” e “isolados”
podem ser usados de maneira intercambeavel. A nomenclatura corrente para
cepas de virus influenza humanos ou isolados incluem a localizagdo
geografica do primeiro isolamento, o nimero da cepa e o ano de isolamento,
usualmente com a descrigdo antigénica de HA e NA dado em parénteses, por
exemplo, A/Moscow/10/00 (H3N2). As cepas ndo humanas também incluem
o hospedeiro de origem na nomenclatura.

Os subtipos de virus influenza ainda podem ser classificados
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por referéncia a seu grupo filogenético. A analise filogenética (Fouchier et al.,
2005) demonstrou uma subdivisdo de HA’s que estdo em dois grupos
principais (Air, 1981): inter alia, os subtipos H1, H2, H5 e H9 subtipos no
grupo filogenético 1 e inter alia, os subtipos H3, H4 e H7 no grupo
filogenético 2 (Figura 1).

O termo “neutralizacdo” como usado neste em relacdo as
moléculas de ligacdo da inven¢@o refere-se as moléculas de ligagdo que
inibem virus influenza de infectar replicantemente uma célula alvo, com
respeito ao mecanismo pelo qual a neutralizag@o € atingida. Desta maneira, a
neutralizagcdo pode, por exemplo, ser atingida pela inibicdo da liagdo ou
adesdo do virus a superficie celular ou pela inibi¢do da fusdo de membranas
virais e celulares seguindo a liga¢do do virus a célula alvo e outros.

O termo “neutralizacdo cruzada” como usado neste com
relagdo as moléculas de ligagdo da invengdo refere-se a capacidade das
moléculas de ligacdo da invengdo neutralizarem o virus influenza A de
subtipos diferentes, tais como, por exemplo, virus influenza que compreende
HA do subtipo H3, H7 e/ou H10.

O termo “hospedeiro”, como usado neste, € pretendido referir-
se a um organismo ou a uma célula em que um vetor, tal como um vetor de
clonagem ou um vetor de expressdo foi introduzido. O organismo ou celula
podem ser procaridticos ou eucaridticos. Preferivelmente, os hospedeiros
isolaram as células hospedeiras, por exemplo, células hospedeiras na cultura.
O termo “células hospedeiras” meramente significa que as células sdo
modificadas para a (super)-expressdo das moléculas de ligagdo da invengdo e
incluem células B que originalmente expressam estas moléculas de ligacdo e
que as células foram modificadas para super-expressar a molécula de ligagdo
por imortalizagdo, amplificagdo, intensificagdo de expressdo etc. Deve ser
entendido que o termo hospedeiro ¢ pretendido referir-se ndo apenas ao

organismo ou célula de objetivo particular mas também a progénie de um tal
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organismo ou célula. Por causa de certas modificagdes, poderem ocorrer em
geragOes que vém depois devido a sua mutagdo ou influéncias ambientais, tal
progénie, de fato, poderdo ser idéntica ao organismo ou célula precursores,
mas ainda estdo incluidos dentro do escopo do termo “hospedeiro” como
usado neste.

O termo “humano”, quando aplicado as moléculas de ligagdo
como definido neste, refere-se as moléculas que sdo diretamente derivadas de
uma sequéncia humana ou com base em uma humana. Quando a molécula de
ligacdo € derivada de ou fundamentada em uma sequéncia humana e
subsequentemente modificada, ainda deve ser considerada humana como
usado por todo o relatério descritivo. Em outras palavras, o termo humano,
quando aplicado as moléculas de ligagdo é pretendido incluir moléculas de
ligacdo tendo regides varidveis e constantes derivadas de sequéncias de
imunoglobulina de linha germinativa humana ou com base em regides
variaveis ou constantes que ocorrem em um ser humano ou linfécito humano
e modificado de alguma forma. Desta maneira, as moléculas de liga¢do
humanas podem incluir residuos de aminoacido néo codificados por
sequéncia de imunoglobulina de linha germinativa humana, compreendem
substituigdes e/ou anulagdes (por exemplo, mutagdes introduzidas por, por
exemplo, mutagénese aleatdria ou especifica de local in vitro ou por mutag¢do
somética in vivo). “Com base em” como usado neste refere-se a situa¢do que
uma sequéncia de acido nucléico pode ser exatamente copiada a partir de um
padrdo ou com mutac¢des menores, tais como, por métodos de PCR propensos
ao erro ou feitos sinteticamente comparando-se o padrdo exatamente ou com
modificagdes menores. As moléculas semi-sintéticas com base em sequéncias
humanas também sdo consideradas serem humanas como usado neste.

O termo “insercdo”, também conhecido como o termo
“adicdo”, indica uma mudanga em uma sequéncia de aminoacido ou

nucleotideo que resulta na adigdo de um ou mais residuos de nucleotideo ou
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aminoacido, respectivamente, em comparagéo com a sequéncia precursora.

O termo “isolado”, quando aplicado as moléculas de ligagdo
como definido aqui, refere-se as moléculas de ligagdo que sdo
substancialmente isentas de outras proteinas ou polipeptideos, particularmente
livres de outras moléculas de ligacdo tendo especificidades antigénicas
diferentes e também s@o substancialmente isentas de outros materiais
celulares ou produtos quimicos. Por exemplo, quando as moléculas de ligagdo
sdo recombinantemente  produzidas, estas sdo, preferivelmente
substancialmente isentas de componentes de meio de cultura e quando as
moléculas de ligacdo s@o produzidas pela sintese quimica, estes sdo,
preferivelmente, substancialmente isentos de precursores quimicos ou outros
produtos quimicos, isto €, estes sdo separados dos precursores quimicos ou
outros produtos quimicos que estdo envolvidos na sintese da proteina. O
termo “isolado” quando aplicado as moléculas de é&cido nucléico que
codificam as moléculas de ligagdo como definido aqui, é pretendido referir-se
as moléculas de acido nucléico em que as sequéncias de nucleotideo que
codificam as moléculas de ligacdo s@o livres de outras sequéncias de
nucleotideo, particularmente sequéncias de nucleotideo que codificam as
moléculas de ligacdo que ligam os outros parceiros de ligacdo que ndo HSNI.
Além disso, o termo “isolado” refere-se as moléculas de acido nucléico que
sdo substancialmente separadas de outros componentes celulares que
acompanham naturalmente a molécula de aminoacido natural em seu
hospedeiro natural, por exemplo, ribossomas, polimerases ou sequéncias
genOmicas com as quais este estd naturalmente associado. Além disso, as
moléculas de acido nucléico “isoladas”, tais como moléculas de cDNA,
podem ser substancialmente isentas de outro material celular ou meio de
cultura quando produzido por técnicas recombinantes ou substancialmente
isentas de precursores quimicos ou outros produtos quimicos quando

quimicamente sintetizados.
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O termo “anticorpo monoclonal” como usado neste refere-se a
uma preparagdo de moléculas de anticorpo de especificidade simples. Um
anticorpo monoclonal apresenta uma especificidade de liga¢do e de afinidade
simples para um epitopo particular. Consequentemente, o termo “anticorpo
monoclonal humano” refere-se a um anticorpo que apresenta uma
especificidade de ligacdo simples que tem regides varidveis e constantes
derivadas de ou fundamentadas em sequéncias de imunoglobulina de linha
germinativa humana ou derivadas de sequéncias completamente sintéticas. O
método de preparar o anticorpo monoclonal ndo é relevante para a
especificidade de ligagdo.

O termo “ocorréncia natural” como usado neste quando
aplicado a um objeto refere-se ao fato de que um objeto pode ser pode ser
encontrado em estado natural. Por exemplo, uma sequéncia de polipeptideo
ou de polinucleotideo que estd presente em um organismo que pode ser
isolado a partir de uma fonte em estado natural e que néo foi intensionalmente
modificada pelo homem em laboratorio € de ocorréncia natural.

O termo “molécula de acido nucléico” como usado na presente
invengdo refere-se a uma forma polimérica de nucleotideos e inclui filamentos
tanto sentido quanto ndo sentido de RNA, cDNA, DNA gendémico e formas
sintéticas e polimeros mistos do acima. Um nucleotideo refere-se a um
ribonucleotideo, desoxinucleotideo ou um forma modificada de cada tipo de
nucleotideo. O termo também inclui formas de filamento simples e duplo de
DNA. Além disso, um polinucleotideo podem incluir cada um ou ambos os
nucleotideos de ocorréncia natural ou modificados ligados juntos por ligagdes
de nucleotideo de ocorréncia natural ou de ocorréncia nio natural. As
moléculas de 4cido nucléico podem ser modificadas de maneira quimica ou
bioquimica ou podem conter nucleotideos base ndo naturais ou derivados,
como serd facilmente estimado por aqueles de habilidade comum na técnica.

Tais modifica¢des incluem, por exemplo, rétulos, metilagdo, substituicdo de
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um ou mais dos nucleotideos de ocorréncia natural com um andlogo,
modificagdes internucleotideo, tais como ligagdes ndo carregadas (por
exemplo, fosfonatos de metila, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos,
etc.), ligagdes carregadas (por exemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.),
por¢des pendentes (por exemplo, polipeptideos), intercaladores (por exemplo,
acridina, psoralen, etc.), queladores, alquiladores e ligagdes modificadas (por
exemplo, acidos nucléicos alfa anoméricos, etc.). o termo acima também &
pretendido incluir qualquer conformacéo topologica, incluindo conformagdes

de filamento simples, de filamento duplo, parcialmente na forma de duplex,

triplex, na forma de grampo de cabelo, circular e na forma de cadeado.

Também estdo incluidas moléculas sintéticas que imitam polinucleotideos em
sua capacidade de ligacdo a uma sequéncia projetada por intermédio da
ligagdo de hidrogénio e outras interagdes quimicas. Tais moléculas sdo
conhecidas na técnica e incluem, por exemplo, aquelas em que as ligagSes de
peptideo substituem as ligagdes de fosfato na cadeia principal da molécula.
Uma referéncia a uma sequéncia de dcido nucléico abrange seu complemento
a ndo ser que especificado de outra maneira. Desta maneira, uma referéncia a
uma molécula de acido nucléico tendo uma sequéncia particular deve ser
entendida abragner seu filamento complementar, com sua sequéncia
complementar. O filamento complementar também ¢ 1til, por exemplo, para a
terapia anti-sentido, sondmas de hibridizagdo e iniciadores de PCR.

O termo “operacionalmente ligado” refere-se a dois ou mais
elementos de sequéncia de 4cido nucléico que s@o, de maneira usual, ligados
fisicamente e estdo em uma relacdo funcional um com o outro estdo em uma
relagdo funcional um com o outro. Por exemplo, um promotor ¢é
operacionalmente ligado a uma sequéncia codificadora, se o promotor for
capaz de iniciar ou regular a transcricdo ou expressdo de uma sequéncia
codificadora, caso no qual a sequéncia codificadora deve ser entendida como

estando “sob o controle” do promotor.
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Por “excipiente farmaceuticamente aceitavel” € entendida
qualquer substancia inerte que € combinada com uma molécula ativa, tal
como um medicamento, agente ou molécula de ligacdo para a preparagdo de
uma forma de dosagem agraddvel ou conveniente. O “excipiente
farmaceuticamente aceitdve]” € um excipiente que € ndo toxico a receptores
nas dosagens e concentragdes utilizadas e € compativel com outros
ingredientes da formulacdo que compreendem o medicamento, agente ou
molécula de ligacdo. Os excipientes farmaceuticamente aceitaveis sdo
amplamente aplicados na técnica.

O termo “ligagéo especifica”, como usado neste, em referéncia
a interacdo da molécula de ligagéo, por exemplo, um anticorpo e seu parceiro
de ligagdo, por exemplo, um antigeno, significa que a interacdo é dependente
da presenga de uma estrutura particular, por exemplo, um determinante
antigénico ou epitopo, no parceiro de ligacdo. Em outras palavras, o anticorpo
liga-se preferivelmente ou reconhece o parceiro de ligagdo mesmo quando o
parceiro de ligagdo estd presente em uma mistura de outras moléculas ou
organismos. A ligagdo pode ser mediada por interagdes covalentes ou ndo
covalentes ou uma combinagdo de ambas. Ainda em outras palavras, o termo
“ligag@o especifica” significa ligagdo imunoespecifica a um determinante ou
epitopo antigénicos e ndo ligagdo imunoespecifica a outros determinantes ou
epitopos  antigénicos. @A  molécula de ligagdo que liga-se
imunoespecificamente a um antigeno pode ligar-se a outros peptideos ou
polipeptideos com afinidade mais baixa quando determinado por, por
exemplo, radioimunoensaios (RIA), os ensaios imunosorventes ligados por
enzima (ELISA), BIACORE ou outros ensaios conhecidos nanotécnica. As
moléculas de ligagdo ou seus fragmentos que ligam-se imunoespecificamente
a um antigenos podem ser reativos cruzados com os antigenos relacionados,
que carregam o mesmo epitopo. Preferivelmente, as moléculas de ligacdo ou

seus fragmentos que ligam-se imunoespecificamente a um antigeno néo
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reagem com outros antigenos.

Uma “substituicdo”, como usado neste, indica a substitui¢do
de um ou mais aminoacidos ou nucleotideos por diferentes aminoacidos ou
nucleotideos, respectivamente.

O termo “quantidade terapeuticamente eficaz” refere-se a uma
quantidade da molécula de ligacdo como definido aqui sendo eficaz para
evitar, melhorar e/ou tratar uma condi¢do que resulta da infec¢do com

influenza do subtipo H3. A melhora como usada aqui, pode referir-se a

reducdo de sintomas de doenca visiveis ou perceptiveis, vire mais ou qualquer

outra manifestacdo mensuréavel de infec¢do por influenza.

O termo “tratamento” refere-se ao tratamento terapéutico bem
como profilatico ou medidas preventivas para curar ou interromper ou pelo
menos retardar o progresso da doenga. Aqueles em necessidade de tratamento
jé inflingidos por uma condi¢do que resulta da infecgdo por virus influenza
que compreende HA do subtipo H3 bem como aqueles em que a infec¢do por
virus influenza que compreende HA do subtipo H3 deve ser evitada. Os
pacientes total ou parcialmente recuperados da infecgdo com influenza H3
também devem estar me necessidade de tratamento. A prevengdo abrange a
inibicdo ou reducdo da dissemina¢do de virus influenza que compreende HA
do subtipo H3 ou inibi¢do ou reduc¢do do inicio, desenvolvimento ou
progressdo de um ou mais dos sintomas associados coma infeccdo por
influenza H3.

O termo “vetor” indica uma molécula de acido nucléico em
que uma segunda molécula de 4cido nucléico pode ser inserida para a
introdugdo em um hospedeiro onde este sera replicado e, em alguns casos
expressado. Em outras palavras, um vetor € capaz de transportar uma
molécula de acido nucléico a qual este sera ligado. A clonagem, bem como os
vetores de expressdo sdo considerados pelo termo “vetor”, como usado neste.

Os vetores incluem, mas ndo sfo limitados a, plasmideos, cosmideos,
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cromossomos artificiais bacterianos (BAC) e cromossomos artificiais de
levedura (YAC) e vetores derivados de bacteriéfagos ou virus vegetais ou
animais (incluindo humano). Os vetores compreendem uma origem de
replicagdo reconhecida pelo hospedeiro proposto € no caso de vetores de
expressdo, promotor e outras regides reguladoras reconhecidas pelo
hospedeiro. Um vetor contendo uma segunda molécula de acido nucléico é
introduzido em uma célula por transformacgdo, transfec¢do ou usando-se
mecanismos de entrada viral. Certos vetores s@o capazes de replicacdo

autonoma em um hospedeiro em que estes sdo introduzidos (por exemplo,

" Vetores tendo uma origem bacteriana de replicagdo pode rephcar—se em

bactérias). Outros vetores podem ser integrados no genoma de um hospedeiro
na introdugdo no hospedeiro e, desse modo, sdo replicados juntos com o
genoma do hospedeiro.

SUMARIO DA INVENCAO

A invengdo fornece as moléculas de ligagdo humanas capazes
de ligagdo especifica as cepas de virus influenza que compreendem HA do
subtipo H3, incluindo H3N2 e que apresentam atividade neutralizadora contra
tais virus influenza. Em uma forma de realizagdo, as moléculas de liga¢do da
invenc¢do s@o Unicas sendo capazes de neutralizar diversas cepas, incluindo
uma ou mais recentes, , preferivelmente todas as cepas conhecidas, de virus
influenza subtipo H3, o subtipo epidémico mais comum em seres humanos,
com poténcia alta. Em uma forma de realizagdo, as moléculas de ligagio
ligam-se a um epitopo conservado na regido de tronco da proteina H3 HA.
Em uma forma de realizag¢do, as moléculas de ligagdo tém atividade inibidora
de hemaglutinina. Em uma forma de realizag8o, as moléculas de ligag¢do sdo
capazes de evitar a clivagem in vitro da molécula precursora de HA HAO. Em
uma forma de realiza¢do, as moléculas de ligacdo da presente inven¢do sdo
capazes de evitar a mudanga conformacional da proteina HA requerida para a

fusdo da membrana viral de influenza com a membrana endossdomica de uma
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célula infectada.

A inven¢do também fornece moléculas de ligagdo que ligam-
se a um epitopo na proteina de hemaglutinina que ¢ dividida entre subtipos de
influenza dentro do grupo filogenético 2 ao qual os subtipos H3 pertencem e,
portanto, dizem respeito as moléculas de ligagdo que reagem entre subtipos
com base em influenza H3, H7 e/ou H10 e outros subtipos de influenza que
contém a proteina HA com estes epitopos particulares, preferivelmente todos
os subtipos do grupo filogenético 2. Diversas moléculas de liga¢do da
presente invenc¢do sdo, desta maneira, Unicas em que estas possuem atividade
de neutralizag¢do cruzada contra um ou mais outros subtipos de virus influenza
A, tais como virus influenza que compreende HA do subtipo H7 e/ou H10.
Preferivelmente, as moléculas de ligagcdo da presente inveng@o sdo capazes de
neutralizar todos subtipos de virus influenza do grupo filogenético 2, que
abrange os subtipos H3, H7 e H10 e, desta maneira, podem ser usados como
um agente profilatico, de diagnostico e/ou de tratamento universal para virus
influenza que pertence ao grupo filogenético 2, ainda irrespectivo o influenza
subtipo causatico dentro daquele grupo filogenético.

E suposto que as moléculas de ligagdo de acordo com a
presente inven¢do ligam-se a epitopos conservados até agora desconhecidos
que ndo sdo ou sdo muito menos propensos a tendéncia ou mudanca
antigénica. Em consequéncia, também € considerado usar as moléculas de
ligacdo da invengdo para identificar e/ou caracterizar estes epitopos. A
invengdo também diz respeito as moléculas de acido nucléico que codificam
pelo menos a regido de ligagdo das moléculas de ligagdo humanas. A
invencdo ainda diz respeito ao uso das moléculas de ligagdo humanas da
invengdo na profilaxia e/ou tratamento de um paciente tendo ou em risco de
desenvolver, uma infec¢do por influenza H3, tal como uma infec¢do de
influenza H3N2. Além disso, a inveng¢do diz respeito ao uso das moléculas de

ligacdo humanas da invenc¢do no diagnostico/deteccdo de tal infecgdo por
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influenza.

DESCRICAO DETALHADA

Em um primeiro aspecto, a presente invencdo abrange
moléculas de ligacdo capazes de ligar especificamente a e tendo atividade
neutralizadora contra virus influenza A, particularmente virus influenza A que
compreende HA do subtipo H3, em particular H3N2. Preferivelmente, as
moléculas de ligacdo sdo as moléculas de ligagdo humanas. Em uma forma de
realizagdo, as moléculas de ligacdo da invencdo sdo capazes de ligagdo
especifica a e/ou tém atividade neutralizadora contra diversas cepas de virus
influenza H3N2, preferivelmente duas ou mais cepas H3N2 diferentes, mais
preferivelmente trés ou mais, mais preferivelmente quatro ou mais, mais
preferivelmente cinco ou mais cepas de H3N2 diferentes. As cepas podem ser
obtidas tanto de seres humanos quanto de animais ndo humanos, por exemplo,
passaros. Em uma forma de realizagdo, as moléculas de ligagdo ligam-se a e
neutralizam pelo menos uma ou mais das cepas de H3N2 recentes
selecionadas do grupo que consiste de A/Wisconsin/67/2005,
A/Hiroshima/52/2005, A/Panama/2007/99 e A/Johannesburg/33/94. Em uma
outra forma de realiza¢do, as moléculas de ligagdo também ligam-se a e
neutralizam a cepa de H3N2 A/Hong Kong/1/68. Mais preferivelmente, as
moléculas de ligacdo ligam-se a e tém atividade neutralizadora contra todas as
cepas de influenza H3N2 dos anos entre 1968 e 2005. Preferivelmente, as
moléculas de ligacdo tém atividade neutralizadora contra pelo menos todos os
isolados de ocorréncia natural de virus influenza H3N2 conhecido antes de 20
de janeiro de 2010.

As moléculas de ligagdo da invencdo podem ser capazes de
ligacdo especifica as subunidade de HAO, HA1 e/ou HA2 da proteina HA.
Estes podem ser capazes de ligagdo especifica a epitopos lineares ou

estruturais e/ou conformacionais na subunidade HAO, HAl e/ou HA2 da

-proteina HA. A molécula de HA pode ser purificada a partir de virus ou
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recombinantemente produzida e opcionalmente isolada antes do uso.
Alternativamente, HA pode ser expressado na superficie das células.
Preferivelmente, as moléculas de ligagdo da invengdo ligam-se a um epitopo
que compreende um ou mais dos aminoacidos na posigdo 19, 25, 27, 33 e 34
do polipeptideo HA2 da proteina H3 HA. Em uma forma de realizaco, as
moléculas de ligagdo ligam-se ao dito epitopo em HA2, quando o aminoacido
na posigdo 19 € 4cido aspartico (D), o aminoécido na posi¢do 25 ¢ glutamina
(Q), o aminoacido na posi¢éo 27 € glicina (G), o aminoacido na posi¢do 33 ¢
glicina (G) e/ou o aminoécido na posi¢do 34 ¢ glutamina (numeragdo de inicio
de HA2 na posi¢éo 1 seguindo logo o residuo de arginina que constitui o local
de clivagem entre HA1 e HA2). Em uma forma de realizagfo, as moléculas de
ligacdo ndo ligam-se ao dito epitopo em HA2 quando um ou mais dos
aminoacidos foram mudados.

Em um outro aspecto, a presente invengdo abrange moléculas
de ligagdo que sdo capazes de, pelo menos in vitro, evitar a clivagem da
tripsina da molécula precursora H3 HA HAO em HA1 e HA2.

Em um outro aspecto, a presente inveng@o abrange moléculas
de liga¢do que sdo capazes de evitar a mudanga conformacional da proteina
H3 HA, requerido para a fuso da membrana da membrana viral de incluenza
e a membrana endossomal de uma célula infectada, pelo menos in vitro.

Em um outro aspecto, as moléculas de ligagdo tem algumas ou
todas as propriedades listadas acima, isto é, atividade de neutralizagéo
cruzada, que liga-se a um epitopo conservado na regido de tronco de HA2,
inibindo a clivagem de tripsina in vitfro de HAO e/ou inibir a mudanga
conformacional.

Em uma forma de realizagdo, as moléculas de ligacdo da
inveng¢do tem todas ou algumas das propriedades acima e, além disso, ndo séo
capazes de ligacdo a e/ou neutralizacdo de virus influenza A que compreende

HA do subtipo H1, tal como HINI.
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As moléculas de ligacdo da invenc¢do podem ser capazes de
ligagdo especifica a, por exemplo, virus influenza H3N2 que sdo viaveis,
viventes e/ou infecciosos ou que estdo na forma inativada/atenuada. Os
métodos para inativar/atenuar virus, por exemplo, virus influenza H3N2, sdo
bem conhecidos na técnica e incluem, mas nio limitam-se a, tratamento com
formalina, B-propiolactona (BPL), mertiolate e/ou luz ultravioleta.

As moléculas de ligagdo da invengdo também podem ser
capazes de ligar-se especificamente a um ou mais fragmentos do virus
influenza, tal como inter alia, uma preparacdo de uma ou mais proteinas e/ou
(poli)peptideos derivados do subtipo H3N2 ou uma ou mais proteinas
recombinantemente produzidas e/ou polipeptideos de H3N2. para os métodos
de tratamento e/ou preven¢do de infecgSes de H3N2 as moléculas de liga¢do
sdo preferivelmente capazes de ligag@o especifica as proteinas acessiveis de
superficie de H3N2, tal como as glicorpoteinas de superficie, hemaglutinina
(HA), que sdo requeridas para a ligagdo viral e liberagdo celular.

A sequéncia de nucleotideo e/ou aminoacido de proteinas de
varias cepas de H3N2 podem ser observados em GenBank-database, NCBI
Influenza Virus Sequence Database, Influenza Sequence Database (ISD),
EMBL-database e/ou outros bancos de dados. Est4 bem dentro da capacidade
da pessoa habilitada encontrar tais sequéncias nos bancos de dados
respectivos.

Em uma outra forma de realizagdo as moléculas de liga¢do da
inveng@o s@o capazes de ligagdo especifica a um fragmento das proteinas
e/oupolipeptideos mencionados acima, em que o fragmento pelo menos
compreende um epitopo reconhecido pelas moléculas de ligagdo da invengio.
Um “epitopo” como usado neste € uma porgdo que € capaz de ligar a uma
molécula de ligagdo da invengdo com afinidade suficientemente alta para
formar um complexo de antigeno detectdvel-molécula de ligagio.

As moléculas de ligagdo da inveng@o podem ou podem nio ser
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capazes de ligacdo especifica & parte extracelular de HA (também
denominado aqui HA soluvel (sHA)).

As moléculas de ligacdo da invengdo podem ser moléculas de
imunoglobulina intactas tais como anticorpos policlonais ou monoclonais ou
as moléculas de ligacdo podem ser fragmentos de ligagdo de antigeno que
incluem, mas nfo limitam-se a, Fab, F(ab'), F(ab'),, Fv, dAb, Fd, fragmentos
de regido determinadora de complementaridade (CDR), anticorpos de cadeia
simples (scFv), anticorpos de cadeia simples bivalentes, anticorpos de fago de
cadeia simples, diacorpos, triacorpos, tetracorpos e (poli)peptideos que
contém pelo menos um fragmento de uma imunoglobulina que €é suficiente
para conferir ligacdo de antigeno especifica as cepas de virus influenza H3N2
ou um fragmento deste. Em uma forma de realiza¢io preferida as moléculas
de ligag@o da invencdo sdo anticorpos monoclonais humanos.

As moléculas de ligacdo da inven¢do podem ser usadas na
forma isolada ou nfo isolada. Além disso, as moléculas de liga¢do da
inven¢do podem ser usadas sozinhas ou em uma mistura que compreende pelo
menos uma molécula de ligagdo (ou variante ou fragmento desta) da
inven¢do. Em outras palavras, as moléculas de ligagdo podem ser usadas em
combinagdo, por exemplo, como uma composi¢do farmacéutica que
compreende duas ou mais moléculas de ligagdo da inveng¢éo, variantes ou seus
fragmentos. Por exemplo, moléculas de ligagcdo tendo atividades diferentes,
mas complementares podem ser combinadas em uma terapia simples para
atingir um efeito profilatico, terapéutico ou de diagnodstico, mas,
alternativamente, as moléculas de ligagdo tendo atividades idénticas também
podem ser combinadas em uma terapia simples para atingir um efeito
profilatico, terapéutico ou de diagndstico. opcionalmente, a mistura ainda
compreende pelo menos um outro agente terapéutico. Preferivelmente, o
agente terapéutico, tal como, por exemplo, inibidores de M2 (por exemplo,

amantidina, rimantadina) e/ou inibidores de neuraminidase (por exemplo,
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zanamivir, oseltamivir) ¢ util na profilaxia e/ou tratamento de uma infecg¢éo
por virus influenza H3N2.

Tipicamente, as moléculas de ligacdo de acordo com a
invenc¢do podem ligar-se aos seus parceiros de ligagdo, isto é, virus influenza
H3N2 ou seus fragmentos, com uma constante de afinidade (valor Ky) que €
menor do que 0.2x10" M, 1,0x10° M, 1,0x10® M, 1,0x107 M,
preferivelmente menor do que 1,0x10° M, mais preferivelmente menor do
que 1,0x10° M, mais preferivelmente menor do que 1,0x10™"° M, ainda mais
preferivelmente menor do que 1,010 M e em particular menor do que
1,0x10"* M. As constantes de afinidade podem variar para os isotipos de
anticorpo. Por exemplo, ligag@o por afinidade de um a um isotipo IgM refere-
se a uma afinidade de ligacdo de pelo menos cerca de 1,0x107 M. As
constantes de afinidade pode ser, por exemplo, medidas usando-se a
ressonancia de superficie de plasmon, por exemplo, usando-se o sistema
BIACORE (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Sweden).

Tipicamente, as moléculas de ligagdo de acordo com a
invencdo tém uma atividade neutralizadora de 10 pg/ml ou menos,
preferivelmente 5 pg/ml ou menos, mais preferivelmente 2 pg/ml ou menos,
ainda mais preferivelmente 1 pg/ml ou menos, como determinado em um
ensaio de neutralizagdo de virus in vifro (VNA) como descrito no Exemplo 6.

As moléculas de ligacdo de acordo com a invengdo podem
ligar-se ao virus influenza H3N2 ou a um fragmento destes na forma soluvel,
tal como, por exemplo, em uma amostra ou em suspensdo ou podem ligar-se
ao virus influenza H3N2 ou um fragmento deste ligados ou unidos a um
carregador ou substrato, por exemplo, placas micorituladoras, membranas e
contas, etc. Os carregadores ou substratos podem ser feitos de vidro ou
plastico (por exemplo, poliestireno), polissacarideos, nailon, nitrocelulose ou
Teflon, etc. A superficie de tais suportes pode ser sélida ou porosa e de

qualquer forma conveniente. Além disso, as moléculas de ligagdo podem ligar
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ao virus influenza H3N2 na forma isolada purificada ou forma ndo
purificada/ndo isolada. -

'As moléculas de ligagdo da invengdo apresentam atividade
neutralizadora. A atividade neutralizadora pode, por exemplo, ser medida
como descrito neste. Os ensaios alternativos que medem a atividade
neutralizadora como descrito em, por exemplo, WHO Manual on Animal
Influenza Diagnosis and Surveillance, Geneva: World Health Organisation,
2005, versdo 2002.5.

A presente invengdo diz respeito a uma molécula de ligagdo
humana isolada que ¢ capaz de reconhecer e ligar-se a um epitopo na proteina
de hemaglutinina de influenza (HA), caracterizada na dita molécula de
ligacdo tem atividade neutralizadora contra um virus influenza A, que
compreende HA do subtipo H3. Um exemplo de um subtipo de influenza que
contétm HA do subtipo H3 é H3N2. particularmente preferidas sfo as
moléculas de ligagdo que neutralizam o subtipo de influenza H3N2. Em uma
forma de realizacdo, as moléculas de ligagdo neutralizam pelo menos uma ou
mais cepas de H3N2 recentes. Em uma forma de realizag@o, as moléculas de
ligacdo desta maneira ligam-se pelo menos a e neutralizam uma ou mais cepas
de H3N2 selecionadas do grupo que consiste de A/Wisconsin/67/2005,
A/Hiroshima/52/2005, A/Panama/2007/99 e A/Johannesburg/33/94. Em uma
outra forma de realiza¢do, as moléculas de ligagdo também ligam-se a e
neutralizam a cepa de H3N2 A/Hong Kong/1/68. Mais preferivelmente, as
moléculas de ligagdo ligam-se a e tém atividade neutralizadora contra todas as
cepas de influenza H3N2 dos anos entre 1968 e 2005, preferivelmente todas
as cepas conhecidas do dito subtipo de virus influenza.

Em uma outra forma de realizag¢do, as moléculas de ligagdo de
acordo com a inveng¢do também té€m atividade neutralizadora contra o virus
influenza de outros subtipos de virus influenza A, preferivelmente pelo menos

o virus influenza que compreende HA do subtipo H7, tal como a cepa
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A/Mallard/Netherlands/12/2000 e/ou H10 subtipo, tal como a cepa
A/chick/Germany/N/49. desta maneira foi mostrado que algumas das
moléculas de ligagdo da presente invengdo neutralziam estes subtipos
influenza. Desta maneira, a inveng¢do também fornece moléculas de ligagdo
que ligam-se a um epitopo na proteina de hemaglutinina que é dividida e
conservada entre os subtipos de influenza e portanto dizem respeito as
moléculas de ligagdo que reagem entre os subtipos com base em influenza
H3, H7 e/ou H10 e outros subtipos influenza que contém a proteina HA com
estes epitopos particulares, preferivelmente, todos os VlI'llS influenza do grupo
ﬁlogeriétido .2. As moléculas de ligagdo neutralizadoras preferivelmente
ligam-se a e neutralziam diversas cepas dos subtipos H3, H7 e/ou H10. Em
uma forma de realizagdo, estas moléculas de ligagdo neutralizadoras ligam-se
a e neutralizam pelo menos uma ou mais das cepas recentes de H3N2
selecionadas do grupo que consiste de A/Wisconsin/67/2005,
A/Hiroshima/52/2005, A/Johannesburg/33/94 e A/Panama/2007/99. Em uma
outra forma de realizagcdo, as moléculas de ligagdo também ligam-se a e
neutralizam a cepa H3N2 A/Hong Kong/1/68. Mais preferivelmente, as
moléculas de ligacdo ligam-se a e tém atividade neutralizadora contra todas as
cepas de influenza H3N2 dos anos entre 1968 e 2005, preferivelmente todas

conhecidas e ainda mais preferivelmente também cepas de H3N2 futuras. Em

uma forma de realizagdo adicional, as moléculas de liga¢do neutralizam

substancialmente todos os isolados dos ditos outros subtipos de virus
influenza.
Em uma forma de realizagdo, as moléculas de ligagdo ligam-se
a e neutralizam todos os subtipos de virus influenza do grupo filogenético 2.
A pessoa habilitada, com base no que foi divulgado neste,
pode determinar se um anticorpo de fato reage com as proteinas de HA dos
subtipos diferentes e também determinam se estes sdo capazes de neutralizar

os virus influenza de subtipos diferentes in vivo.
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O virus influenza infecta células pela ligagcdo aos residuos de
acido sialico na superficie celular de células alvo e seguindo a transferéncia
em endossomas, pela fusdo de suas membranas com as membranas
endosdmicas e liberando o complexo de genoma-transcriptase na célula.
Tanto o processo de ligagdo de receptor quanto de fusfo de membrana sdo
mediados pela glicoproteina HA. O HA de virus influenza ‘A compreende
duas regides estruturalmente, isto €, uma regido superior globular, que contém
um local de ligacdo de receptor que € responsavel pela liga¢do de virus a
célula alvo e esta envolvido na atividade de hemaglutinagdo de HA e uma
régiéo de tronco, contendo um peptideo de fusio que & necessério para a fuséo
de membrana entre o envelope viral e a membrana endossomica da célula. A
proteina HA € um trimero em que cada mondmero consiste de dois
glicopolipeptideos ligados por bissulfeto, HA1 e HA2, que sdo produzidos
durante a infecgdo pela clivagem proteolitica de um precursor (HAO0). A
clivagem € necessaria para a infectividade viral visto que isto é requerido para
iniciar o HA para a fusdo de membrana, para permitir a mudan¢a
conformacional. A ativagdo da molécula iniciada ocorre em ph baixo em
endossomas, entre 0 pHS e o pH6 e requer mudangas extensivas na estrutura
de HA. A estrutura 3-dimensional das conformag¢des de HA néo clivado por
pré-fusdo (I), clivado por pré-fusdio (II) e pos-fusdo (III) sdo
esquematicamente mostrados na Figura 4. Cada um dos estagios na iniciagdo
e ativagdo de HA para a sua participagdo no processo de fusdo de membrana
presente em um estagio diferente para a inibi¢do, por exemplo, por anticorpos
monoclonais.

Em uma forma de realizagdo da presente inveng¢do, as
moléculas de ligacdo sdo pelo menos capazes de prevenir a clivagem da
molécula precursora de HA HAO em um ensaio in vitro, por exemplo, um
ensaio como descrito abaixo nos Exemplos. Como explicado acima, a

clivagem da molécula precursora de HA HAO0 em HA1 e HA2 pelas proteases
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hospedeiras ¢ requerida para ativar a infectividade viral. A prevengdo da
clivage da molécula precursora de HA HAO pelas moléculas de ligacdo da
invenc¢do, desta maneira, podem evitar a infecgdo pelo virus influenza.

Em uma forma de realizacdo, as moléculas de ligacdo ligam-se
a um epitopo que compreende o aminoacido na posi¢do 19, 25, 27, 33 e/ou 34
do polipeptideo HA2 da proteina H3 HA. Em uma forma de realizagfo, as
moléculas de ligagéo ligam ao dito epitopo em HA2, quando o aminoécido na
posicdo 19 ¢ acido aspartico (D), o aminoacido na posi¢do 25 é glutamina
(Q), o aminod4cido na posigdo 27 € glicina (G), o aminodcido na posigdo 33 €
glicina (G} 'e/ou 0 aminoacido na posi§50 34 ¢ glutamina. Preferivelmente, as
moléculas de ligacdo ndo ligam-se ao dito epitopo em HA2 quando um ou
mais dos aminodcidos foram mudados. A numera¢do dos aminoacidos ¢é
fundamentada com base na sequéncia de hemaglutina do banco de dados
Uniprot nimero Q91MA7 (SEQ ID N°: 193). O Q91MA7 dé a sequéncia de
comprimento total de HA imaturo de A/Hong Kong/1/1968. A sequéncia de
HA2 comega em G346 da proteina imatura de HA n#o clivada. Na numeragio
acima o0 G346 é G1 na sequéncia HA2.

E preferida uma molécula de ligag&io de acordo com a presente
invengdo que ¢ selecionada do grupo que consiste de:

a) uma molécula de ligacdo que compreende uma regido
CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 81, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 82 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID
N°: 83,

b) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido
CDR1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 87, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 88 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID
N°: &9,

c) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido

CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 103, uma regido CDR2 de cadeia
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pesada da SEQ ID N°: 104 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 105, |

d) uma molécula de ligagdo que compreende uma regifo
CDR1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 109, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 110 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 111,

e) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido
CDR1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 115, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 116 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
IDN°: 117,

f) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido CDR1
de cadeia pesada da SEQ ID N°: 121, uma regifio CDR2 de cadeia pesada da
SEQ ID N°: 122 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 123,

g) uma molécula de ligacdo que compreende uma regido
CDR1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 126, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 127 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 128,

h) uma molécula de ligacdo que compreende uma regido
CDR1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 132, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 133 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 134,

1) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido CDR1
de cadeia pesada da SEQ ID N°: 138, uma regido CDR2 de cadeia pesada da
SEQ ID N°: 139 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 140,

J) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido CDR1
de cadeia pesada da SEQ ID N°: 144, uma regido CDR2 de cadeia pesada da
SEQ ID N°: 145 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 146,

k) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido

CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 150, uma regido CDR2 de cadeia
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pesada da SEQ ID N°: 151 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 152, |

1) uma molécula de ligagdo que compreende uma regifio CDR1
de cadeia pesada da SEQ ID N°: 156, uma regido CDR2 de cadeia pesada da
SEQ ID N°: 157 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 158,

m) uma molécula de ligacdo que compreende uma regido
CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 162, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 163 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 164,

n) uma molécula de ligacdo que compreende uma regido
CDR1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 168, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 169 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 170,

0) uma molécula de ligacdo que compreende uma regido
CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 173, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 174 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
IDN°:175e€

p) uma molécula de ligacdo que compreende uma regido
CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 179, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 180 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 181. |

Em uma forma de realizagdo preferida, a molécula de ligagéo
de acordo com a inven¢do é para o uso como um medicamento e
preferivelmente para o diagndstico, tratamento terapéutico e/ou profilatico de
infecgdo por influenza. Preferivelmente, o virus influenza que causa a
infecgdo por influenza pode ser tratado pelas moléculas de ligagdo da presente
invengdo, ¢ virus influenza subtipo H3N2. A presente inven¢do também diz
respeito a uma composi¢cdo farmacéutica que compreende a molécula de

ligacdo de acordo com a invengdo e um excipiente farmaceuticamente
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aceitavel.

Ainda, em uma outra forma de realizagdo a invencdo diz
respeito ao uso da molécula de ligagdo de acordo com a inveng¢do na
preparagdo de um medicamento para o diagnéstico, profilaxia, e/ou
tratamento de uma infec¢do por virus influenza. Tais infecgdes podem ocorrer
em populagdes pequenas, mas também pode disseminar-se em torno do
mundo em apidemias sazonais ou pior, em pandemias globais onde milhdes
de individuos estdo em risco. A invencdo fornece moléculas de ligagdo que
podem neutralizar a infecg¢@o de cepas de influenza que causam tais epidemias
sazonais, bem como as pandemias potenciais. Importantemente, a protegdo e
o tratamento podem ser previstos agora com as moléculas de ligacdo da
presente invengdo em relacdo a vdarios subtipos de influenza como foi
divulgado que as moléculas de ligagdo da presente invencdo sdo capazes de
neutralizar vérios subtipos de influenza do grupo filogenético 2, que abrange
os subtipos de H3, H7 e HIO0.

Em uma forma de realizagdo preferida, as moléculas de
ligacdo humanas de acordo com a invengdo sdo caracterizadas em que as
moléculas de ligagdo humanas séo selecionadas do grupo que consiste de:

a) uma molécula de ligacdo que compreende uma regido
CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 81, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 82 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID
N°: 83, uma regido de CDR1 de cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido
da SEQ ID N°: 84, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 85 e uma regido de CDR3 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminodcido da SEQ ID N°: 86,

b) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido
CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 87, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 88 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID

N°: 89, uma regido de CDR1 de cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido
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da SEQ ID N°: 90, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 91 e uma regido de CDR3 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 92,

c) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido
CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 87, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 88 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID
N°: 89, uma regido de CDR1 de cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido
da SEQ ID N°: 93, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 94 e uma regido de CDR3 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 95,

d) uma molécula de ligacdo que compreende uma regido
CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 87, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 88 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID
N°: 89, uma regido de CDR1 de cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido
da SEQ ID N°: 96, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 97 e uma regido de CDR3 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminodcido da SEQ ID N°: 98,

e) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido
CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 87, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 88 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID
N°: 89, uma regido de CDR1 de cadeia leve tendo a sequéncia de amino4cido
da SEQ ID N°: 99, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminodcido da SEQ ID N°: 100 e uma regido de CDR3 de cadeia leve tendo a

.sequéncia de aminoécido da SEQ ID N°: 101,

f) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido CDR1
de cadeia pesada da SEQ ID N°: 87, uma regido CDR2 de cadeia pesada da
SEQ ID N°: 88 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 89,
uma regido de CDR1 de cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ

ID N°: 102, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a sequéncia de
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aminoacido da SEQ ID N°: 85 e uma regido de CDR3 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 86,

g) uma molécula de ligagio que compreende uma regido
CDR1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 103, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 104 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 105, uma regido de CDRI! de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 106, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminodcido da SEQ ID N°: 107 e uma regifo de CDR3 de
cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 108,

h) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido
CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 109, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 110 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 111, uma regido de CDR1 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 112, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 113 e uma regido de CDR3 de
cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 114,

1) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido CDR1
de cadeia pesada da SEQ ID N°: 115, uma regido CDR2 de cadeia pesada da
SEQ ID N°: 116 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 117,

 uma regido de CDRI1 de cadeia leve tendo a sequéncia de aminodcido da SEQ

ID N° 118, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 119 e uma regido de CDR3 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminodcido da SEQ ID N°: 120,

j) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido CDR1
de cadeia pesada da SEQ ID N°: 121, uma regido CDR2 de cadeia pesada da
SEQ ID N°: 122 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 123,
uma regido de CDR1 de cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ
ID N°: 124, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a sequéncia de

aminoacido da SEQ ID N°: 119 e uma regido de CDR3 de cadeia leve tendo a
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sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 125,

k) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido
CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 126, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 127 e uma regifo de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 128, uma regifo de CDRI1 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 129, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminoédcido da SEQ ID N°: 130 e uma regido de CDR3 de
cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 131,

1) uma molécula de ligacdo que compreende uma regido CDR1
de cadeia pesada da SEQ ID N°: 132, uma regido CDR2 de cadeia pesada da
SEQ ID N°: 133 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 134,
uma regido de CDR1 de cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ
ID N°: 135, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 136 e uma regido de CDR3 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 137,

m) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido
CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 138, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 139 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 140, uma regido de CDR1 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 141, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminodcido da SEQ ID N°: 142 e uma regido de CDR3 de
cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 143,

n) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido
CDR1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 144, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 145 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 146, uma regido de CDRI de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 147, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminodcido da SEQ ID N°: 148 e uma regido de CDR3 de

cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 149,
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0) uma molécula de ligagdo que compreende uma regifo
CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 150, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 151 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 152, uma regido de CDRI1 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminodcido da SEQ ID N°: 153, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 154 e uma regido de CDR3 de
cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 155,

p) uma molécula de ligagdo que compreende uma regifo
CDR1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 156, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 157 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 158, uma regifo de CDR1 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 159, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminoécido da SEQ ID N°: 160 e uma regido de CDR3 de
cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 161,

q) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido
CDR1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 162, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 163 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N° 164, uma regido de CDR1 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 165, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminodcido da SEQ ID N°: 166 e uma regido de CDR3 de
cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 167, -

r) uma molécula de ligacdo que compreende uma regido CDR1
de cadeia pesada da SEQ ID N°: 168, uma regido CDR2 de cadeia pesada da
SEQ ID N°: 169 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 170,
uma regido de CDRI1 de cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ
ID N°: 171, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 172 e uma regido de CDR3 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminoécido da SEQ ID N°: 137,

s) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido CDR1
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de cadeia pesada da SEQ ID N°: 173, uma regio CDR2 de cadeia pesada da
SEQ ID N°: 174 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 175,
uma regido de CDR1 de cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ
ID N°: 176, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 177 e uma regido de CDR3 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminoécido da SEQ ID N°: 178,

e

t) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido CDR1
de cadeia pesada da SEQ ID N°: 179, uma regido CDR2 de cadeia pesada da
SEQ ID N°: 180 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 181,
uma regido de CDR1 de cadeia leve tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ
ID N°: 182, uma regido de CDR2 de cadeia leve tendo a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID N°: 183 e uma regido de CDR3 de cadeia leve tendo a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 184.

Em uma forma de realizagdo especifica as moléculas de
ligacdo da invengdo € selecionada do grupo que consiste de a molécula de
ligagdo que compreende uma regido CDR1 de cadeia pesada tendo a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 81, uma regido CDR2 de cadeia
pesada tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 82 e uma regifo de
CDR3 de cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 83;
a molécula de ligagdo que compreende uma regido CDR1 de cadeia pesada
tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 109, uma regido CDR2 de
cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 110 e uma
regido de CDR3 de cadeia pesada tendo a sequéncia de aminodcido da SEQ
ID N°: 111; a molécula de ligacdo que compreende uma regidio CDRI1 de
cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 138, uma
regido CDR2 de cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID
N°: 139 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada tendo a sequéncia de

aminoacido da SEQ ID N°: 140; a molécula de ligacdo que compreende uma
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regiio CDR1 de cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoécido da SEQ ID
N°: 144, uma regido CDR2 de cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoacido
da SEQ ID N°: 145 e uma regiio de CDR3 de cadeia pesada tendo a
sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 146; e a molécula de ligagdo que
compreende uma regido CDR1 de cadeia pesada tendo a sequéncia de
aminodcido da SEQ ID N°: 173, uma regido CDR2 de cadeia pesada tendo a
sequéncia de aminodcido da SEQ ID N°: 174 e uma regido de CDR3 de
cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoacido da SEQ ID N°: 175.

As regides de CDR da moléculas de liga¢do da inven¢do sdo
mostradas na Tabela 1. As regides de CDR estio de acordo com Kabat ef al.
(1991) como descrito nas Sequéncias de proteinas de Interesse Imunoldgico.
Em uma forma de realizagdo da presente invengdo, as moléculas de liga¢do
podem compreender uma, duas, trés, quatro, cinco ou todas as seis regides de
CDR como divulgado neste. Preferivelmente, a molécula de liga¢do de acordo
com a presente invengdo compreende pelo menos dois dos CDRs divulgados
neste.

| Ainda, em uma outra forma de realiza¢do, as moléculas de
ligagdo de acordo com a inven¢@o compreendem uma regido varidvel de
cadeia pesada que compreende uma sequéncia de aminoacido selecionadas do
grupo que consiste de SEQ ID N°: 2, SEQ ID N°: 6, SEQ ID N°: 10, SEQ ID
N°: 14, SEQ ID N°: 18, SEQ ID N°: 22, SEQ ID N°: 26, SEQ ID N°: 30,
SEQ ID N°: 34, SEQ ID N°: 38, SEQ ID N°: 42, SEQ ID N°: 46, SEQ ID N°:
50, SEQ ID N°: 54, SEQ ID N°: 58, SEQ ID N°: 62, SEQ ID N°: 66, SEQ ID
N°: 70, SEQ ID N°: 74 e SEQ ID N°: 78. Em uma forma de realizagdo
adicional, as moléculas de ligacdo de acordo com a invengdo compreendem
uma regido variavel de cadeia leve que compreende uma sequéncia de
aminodcido selecionadas do grupo que consiste de SEQ ID N°: 4, SEQ ID N°:
8, SEQ ID N°: 12, SEQ ID N°: 16, SEQ ID N°: 20, SEQ ID N°: 24, SEQ ID
N°: 28, SEQ ID N°: 32, SEQ ID N°: 36, SEQ ID N°: 40, SEQ ID N°: 44,



10

15

20

25

44

SEQ ID N°: 48, SEQ ID N°: 52, SEQ ID N°: 56, SEQ ID N°: 60, SEQ ID N°:
64, SEQ ID N°: 68, SEQ ID N°: 72, SEQ ID N°: 76 e SEQ ID N°: 80.

| Um outro aspecto da invengdo inclui variantes funcionais das
moléculas de ligacdo como definido aqui. As moléculas sdo consideradas
serem variantes funcionais da molécula de liga¢do de acordo com a invengdo,
se as variantes forem capazes de competir para a ligacdo especifica ao virus
influenza H3N2 ou um fragmento deste com as moléculas de ligacdo
“precursoras” ou “referéncia”. Em outras palavras, quando as variantes
funcionais ainda sio capazes de ligar a0 mesmo epitopo ou de sobreposi¢io
do virus influenza H3N2 ou um fragmento destes. Por causa desta aplicagdo,
“precursora” e “referéncia” serdo usadas como sinénimos significando que a
informacdo da molécula de referéncia ou precursora ou a molécula fisica por
si s6 pode formar a base para a variagdo. Preferivelmente, as variantes
funcionais sfo capazes de competir com a liga¢do especifica a pelo menos
duas (ou mais) cepas de virus influenza H3N2 diferentes ou seus fragmentos
que sdo especificamente ligados pelas moléculas de ligacdo de referéncia.
Além disso, as moléculas sdo consideradas serem variantes funcionais da
molécula de ligacdo de acordo com a invengdo, se estas ainda tiverem
atividade neutralizadora contra virus influenza H3N2, preferivelmente contra
as pelo menos duas (ou mais) cepas de virus influenza H3N2 contra as quais a
molécula de ligagdo precursora apresenta atividade neutralizadora. As
variantes funcionais incluem, mas ndo limitam-se a derivados que sfo
substancialmente similares em sequéncia estrutural primaria, incluindo
aquelas que tém modificagdes no receptor Fc ou outras regides envolvidas
com as fung¢des atuadoras e/ou que contém, por exemplo, modifica¢des in
vitro ou in vivo, produtos quimicos e/ou bioquimicos, que ndo sfo
encontrados na molécula de ligagdo precursora. Tais modifica¢des incluem
inter alia acetilacdo, acilagdo, ligacdo covalente de um nucleotideo ou

derivado de nucleotideo, ligacdo covalente de um lipideo ou derivado de
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lipideo, reticulagdo, formag@io de ligacdo de bissulfeto, glicosilagdo,
fosforilagdo e outros.

Alternativamente, as variantes funcionais podem ser moléculas
de ligacdo como definido na presente invengdo que compreende uma
sequéncia de aminoacido contendo substitui¢des, insercdes, anulagdes ou
combinag¢des destes de um ou mais aminoacidos comparados com as
sequéncias de aminoacido das moléculas de ligagdo precursoras. Além disso,
as variantes funcionais pode compreender truncagdes da sequéncia de
aminodcido em cada um ou ambos os terminais amino ou carboxila. As
variantes funcionais de acordo com a invengdo podem ter as mesmas
afinidades de ligagdo ou diferentes mais altas ou mais baixas, em comparacéo
com a molécula de ligacdo precursora mas ainda s@o capazes de ligar-se ao
virus influenza H3N2 ou a um fragmento destes. Por exemplo, as variantes
funcionais de acordo com a inveng¢do podem ter afinidades de ligagdo
aumentadas ou diminuidas quanto ao virus influenza H3N2 ou um fragmento
deste em comparagdo com as moléculas de ligagdo precursoras.
Preferivelmente, as sequéncias de aminoécido das regides variaveis, que
incluem mas ndo limitam-se a, regides de estrutura, regides hipervariaveis, em
particular as regides de CDR3, s@o modificadas. Em geral, as regides
variaveis de cadeia leve ou de cadeia pesada compreendem trés regides
hipervarigveis, que compreendem trés CDRs e regides mais conservadas, as
denominadas regides de estrutura (FRs). As regides hipervariaveis
compreendem residuos de aminodcidos de CDRs e residuos de aminoacido e
arcos hipervariaveis. As variantes funcionais pretendidas estdo dentro do
escopo da presente invengdo t€m pelo menos cerca de 50 % a cerca de 99 %,
preferivelmente pelo menos cerca de 60 % a cerca de 99 %, mais
preferivelmente pelo menos cerca de 70 % a cerca de 99 %, ainda mais

preferivelmente pelo menos cerca de 80 % a cerca de 99 %, mais
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preferivelmente pelo menos cerca de 90 % a cerca de 99 %, em particular
pelo menos cerca de 95 % a cerca de 99 % e, em particular, pelo menos cerca
de 97 % a cerca de 99 % de homologia de sequéncia de aminoacido com as
moléculas de ligagdo precursoras como definidas aqui. Os algoritmos de
computador tais como inter alia Gap ou Bestfit conhecidos pela pessoa
habilitada na técnica podem ser usados para alinhar otimamente as sequéncias
de aminoacido a serem comparadas e para definir os residuos de aminoacido
similares ou idénticos. As variantes funcionais podem ser obtidas pela
alteragdo das moléculas de ligag@o precursoras ou partes destas pelos métodos
de biologia molecular gerais conhecidos na técnica que incluem, mas nio
limitam-se a, PCR propenso ao erro, mutagénse direcionada por
oligonucleotideo, mutagénese direcionada ao local e troca de cadeia pesada
e/ou leve. Em uma forma de realiza¢do as variantes funcionais da inveng¢io
tém atividade neutralizadora contra virus influenza H3N2. a atividade
neutralizadora pode ser idéntica ou ser mais alta ou mais baixa em
comparagdo com as moléculas de ligacdo precursoras. Daqui em diante,
quando o termo molécula de ligagdo (humana) é suado, este também abrange
variantes funcionais da molécula de ligacdo (humana).

Ainda, em um outro aspecto, a inven¢do inclui
imunoconjugados, isto €, moléculas que compreendem pelo menos uma
molécula de ligacdo como definido aqui e que ainda compreende pelo menos
um rétulo, tal como inter alia uma porgdo/agente detectavel. Também sdo
consideradas na presente invengdo misturas de imunoconjugados de acordo
com a invengdo ou misturas de pelo menos um imunoconjugado de acordo
com a inven¢do e uma outra molécula, tal como um agente terapéutico ou
uma outra molécula de ligagdo ou imunoconjugado. Em uma forma de
realizacdo adicional, os imunoconjugados da invengdo podem compreender
mais do que um rétulo. Estes rotulos podem ser os mesmos ou distintos um do

outro e podem ser unidos/conjugados ndo covalentemente como moléculas de
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ligacdo. Os rétulos também podem ser unidos/conjugados diretamente as
moléculas de ligag8o humanas através da ligagdo covalente. Alternativamente,
os rotulos podem ser unidos/conjugados as moléculas de ligagdo por meio de
um ou mais compostos de ligagdo. As técnicas para conjugar rotulos as
moléculas de ligacdo sdo bem conhecidos pelos técnicas habilitados.

Os rétulos dos imunoconjugados da presente invengdo podem
ser agentes terapéuticos, mas estes também podem ser por¢des/agentes
detectaveis. Os rotulos adequados na terapia e/ou prevengdo podem ser
toxinas ou partes funcionais destes, antibioticos, enzimas, outras moléculas de
ligagdo que intensificam a fagocitose ou estimulo imune. Os
imunoconjugados que compreendem um agente detectavel podem ser usados
diagnosticamente para, por exemplo, estimar se um paciente foi infectado
com uma cepa de virus influenza H3N2 ou monitorar o desenvolvimento ou
progressdo de uma infec¢do por virus influenza H3N2 como parte de um
procedimento de teste clinico para, por exemplo, determinar a eficicia de um
dado regime de tratamento. Entretanto, estes também podem ser usados para
outros propositos de detecgdo e/ou analiticos e/ou diagndsticos. As
por¢des/agentes detectaveis incluem, mas ndo sdo limitados a, enzimas,
grupos protéticos, materiais fluorescentes, materiais luminescentes, materiais
bioluminescentes, materiais radioativos, metais emissores de positron e fons
metalicos paramagnéticos ndo reativos. Os roétulos usados para rotular as
moléculas de ligagdo para propositos de deteccdo e/ou analiticos e/ou
diagnosticos dependem das técnicas de detecgdo/analise/diagdstico
especificas e/ou métodos usados, tais como infer alia tingimento
imunoistoquimico de amostras (tecido), deteccdo de fluxo citométrico,
detecgdo citométrica de laser por varredura, imunoensaios fluorescentes,
ensalos imunossorventes ligados por enzima (ELISAs), radioimunoensaios
(RIASs), bioensaios (por exemplo, ensaios de fagocitose), aplicagdes de

Western blotting, etc. Os roétulos adequados para as técnicas de
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detecgdo/analise/diagnético e/ou métodos conhecidos na técnica sdo bem
conhecidos dentro da capacidade do técnico habilitado.

Além disso, as moléculas de ligagdo humanas ou
imunoconjugados da inven¢do também podem ser ligados a suportes so6lidos,
que sdo particularmente Uteis para os imunoensaios iz vitro ou purificacdo de
virus influenza H3N2 ou um fragmento deste. Tais suportes sélidos devem ser
porosos ou ndo porosos, planares ou ndo planares. As moléculas de ligacdo da
presente invencdo podem ser fundidas a sequéncias marcadoras, tais como um
peptideo para facilitar a purificagdo. Os exemplos incluem, mas ndo limitam-
se ao rotulo de hexa-histidina, o rotulo de hemaglutinina (HA), o rétulo myc
ou o rétulo flag. Alternativamente, um anticorpo pode ser conjugado a um
segundo anticorpo para formar um heteroconjugado de anticorpo. Em um
outro aspecto, as moléculas de ligacdo da invengdo podem ser
conjugadas/ligadas a um ou mais antigenos. Preferivelmente, estes antigenos
sdo antigenos que s@o reconhecidos pelo sistema imune de um paciente ao
qual o conjugado de molécula de ligacdo-antigeno ¢ administrado. Os
antigenos podem ser idénticos, mas também podem diferir um do outro. Os
métodos de conjugacdo para a ligacdo de antigenos e moléculas de ligagdo séo
bem conhecidos na técnica e incluem, mas ndo sdo limitados ao uso de
agentes de reticulacdo. As moléculas de ligagdo da invengdo ligar-se-do ao
virus influenza H3N2 e os antigenos ligados as moléculas de ligagio iniciardo
um ataque de célula T poderoso no conjugado, que eventualmente levara a
destrui¢do do virus influenza H3N2.

A seguir, para produzir imunoconjugados quimicamente por
conjugacao, direta ou indiretamente, por intermédio, por exemplo, um ligador,
os imunoconjugados podem ser produzidos como proteinas de fusdo que
compreendem as moléculas de ligacdo da inveng@o e um rétulo adequado. As
proteinas de fusdo podem ser produzidas pelos métodos conhecidos na

técnica, tais como, por exemplo, de maneira recombinante pela construgfo
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das moléculas de 4cido nucléico que compreendem sequéncias de nucleotideo
que codificam as moléculas de ligacdo em estrutura com as sequéncias de
nucleotideo que codificam os rotulos adequados e entdo que expressam as
moléculas de acido nucléico.

E um outro aspecto da presente invengdio para fornecer a
molécula de acido nucléico que codifica pelo menos a molécula de ligacéo,
variante funcional ou imunoconjugado de acordo com a inveng¢do. Tais
moléculas de acido nucléico podem ser usadas como intermediarios para os
propdsitos de clonagem, por exemplo, no processo de maturagdo por
afinidade como descrito acima. Em uma forma de realizacdo preferida, as
moléculas de 4cido nucléicos sdo isoladas ou purificadas.

A pessoa habilitada estimara que as variantes funcionais destas
moléculas de 4cido nucléico também sdo pretendidas serem uma parte da
presente invengdo. As variantes funcionais sdo sequéncias de acido nucléico
que podem ser diretamente traduzidas, usando-se o cédigo genético padrio,
para fornecer uma sequéncia de aminoacido idéntica aquela traduzida a partir
das moléculas de 4cido nucléico precursoras.

Preferivelmente, as moléculas de acido nucléico codificam
moléculas de ligacdo que compreende as regides de CDR como descrito
acima. Em uma forma de realizag¢do adicional, as moléculas de 4cido nucléico
codificam moléculas de ligagdo que compreendem duas, trés, quatro, cinco ou
ainda todas as seis regides de CDR das moléculas de liga¢do da invencio.

Em uma outra forma de realizagdo, as moléculas de acido
nucléico codificam moléculas de ligacdo que compreendem uma cadeia
pesada que compreende as sequéncias de cadeia pesada varidvel como
descrito acima. Em uma outra forma de realiza¢do, as moléculas de acido
nucléico codificam moléculas de ligacdo que compreendem uma cadeia leve
que compreende as sequéncias de cadeia leve varidveis como descrito acima.

As sequéncias de nucleotideo e as sequéncias de aminodcido das regides
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varidveis de cadeia pesada e leve das moléculas de liga¢do da invengdo sdo
dadas abaixo.

E um outro aspecto da invengdo fornecer vetores, isto &,
construgdes de acido nucléico, que compreendem uma ou mais moléculas de
acido nucléico de acordo com a presente invengdo. Os vetores podem ser
derivados de plasmideos, tais como inter alia F, R1, RP1, Col, pBR322, TOL,
Ti, etc; cosmideos; fagos, tais como lambda, lambdéide, M13, Mu, P1, P22,
QPB, T-par, T-impar, T2, T4, T7, etc; virus vegetais. Os vetores podem ser
usados para a clonagem e/ou para a expressdo das moléculas de ligag¢do da
invengdo e ainda devem ser usados para os propositos de terapia genética. Os
vetores que compreendem uma ou mais moléculas de acido nucléico de
acordo com a inven¢do operacionalmente ligada a uma ou mais moléculas de
acido nucléico reguladoras de expressdo também sfo consideradas pela
presente invengdo. A escolha do vetor ¢ dependente dos procedimentos
recombinantes seguidos e do hospedeiro usado. A introdu¢do de vetores nas
células hospedeiras pode ser afetadas, infer alia, pela transfec¢do de fosfato
de célcio, infec¢do viral, transfeccdo mediada por DEAE-dextrano,
transfecg¢do de lipofectamina ou eletroporagdo. Os vetores podem replicar-se
de maneira autbnoma ou podem replicar-se junto com o cromossomo em que
estes foram integrados. Preferivelmente, os vetores contém um ou mais
marcadores de selegdo. A escolha dos marcadores pode depender das células
hospedeiras de escolha, embora isto ndo seja critico para a invengdo como €
bem conhecido pelas pessoas habilitadas na técnica. Estes incluem mas nio
limitam-se a, canamicina, neomicina, puromicina, higromicina, zeocina, gene
de timidina cinase do virus de hérpes simples (HSV-TK), gene de diidrofolato
redutase de camundongo (dhfr). Os vetores que compreendem uma ou mais
moléculas de acido nucléico que codificam as moléculas de ligagdo humanas
como descrito acima operacionalmente ligado a uma ou mais moléculas de

acido nucléico que codificam proteinas ou peptideos que podem ser usados
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para isolar as moléculas de ligacdo humanas também sfo cobertas pela
inven¢do. Estas proteinas ou peptideos incluem, mas ndo limitam-se a,
glutationa-S-transferase, proteina de ligacdo de maltose, poliistidina de
ligacdo metalico, proteina fluroescente verde, luciferase e beta-galactosidase.
Os hospedeiros contendo uma ou mais copias dos vetores
mencionados acima sdo um objetivo adicional da presente invencdo.
Preferivelmente, os hospedeiros s8o as células hospedeiras. As células
hospedeiras incluem, mas ndo limitam-se a, células de origem de mamifero,
vegetal, inseto, fungica e bacteriana. As células bacterianas incluem, mas ndo
limitam-se a, células de bactérias de Gram-positivo ou bactérias de Gram-
negativo, tais como diversas espécies do género Escherichia, tal como E. Coli
e Pseudomonas. No grupo de células fingicas, preferivelmente, células de
levedura sdo usadas. A expressdo na levedura pode ser atingida usando-se
cepas de levedura, tais como infer alia Pichia pastoris, Saccharomyces
cerevisiae e Hansenula polymorpha. Além disso, as células de inseto, tais
como as células de Drosophila e Sf9 podem ser usadas como células
hospedeiras. Além disso, as células hospedeiras podem ser células, tais como
inter alia, células de lavouras vegetais, tais como plantas de floresta ou
células de plantas que fornecem alimento e materiais brutos, tais como
materiais brutos, tais como plantas de cereal ou plantas medicinais ou células
de ornamentais de lavouras de bulbo de flor. As plantas transformadas
(transgénicas) ou células vegetais sdo produzidas por métodos, por exemplo,
transferéncia de gene mediada por Agrobacterium, transformacéo de discos de
folha, transformacdo de protoplasto pela transferéncia de DNA induzida por
polietileno glicol, eletroporagdo, sonificagdo, microinje¢do ou transferéncia
genética bolistica. adicionalmente, um sistema de expressdo adequado pode
ser um sistema de baculovirus. Os sistemas de expressdo que usam as células
de mamifero tais como células de ovario de hamster chinés (CHO), células

COS, células BHK, células NSO ou células de melanoma de Bowes sio
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preferidos na presente invenc¢do. As células de mamifero fornecem proteinas
expressadas com as modificagdes pods-tradugdo que sdo mas similares as
moléculas naturais de origem de mamifero. Visto que a presente invengdo lida
com moléculas que foram administradas a seres humanos, um sistema de
expressdo completamente humano deve ser particularmente preferido.
Portanto, ainda mais preferivelmente, as células hospedeiras s@o células
humanas. Os exemplos de células humanas sdo, infer alia, células HelLa, 911,
AT1080, A549, 293 e HEK293T. Nas formas de realizacdo preferidas, as
células produtoras humanas compreendem pelo menos uma parte funcional de
uma sequéncia de acido nucléico que codifica uma regido de adenovirus El
no formato expressivel. ainda em formas de realizagdo mais preferidas, as
ditas células hospedeiras sdo derivadas de uma retina humana e imortalizadas
com acidos nucléicos que compreendem sequéncias E1 adenovirais El, tais
células 911 ou a linha celular depositada na European Collection of Cell
Cultures (ECACC), CAMR, Salisbury, Wiltshire SP4 OJG, Great Britain em
29 de fevereiro de 1996 sob o numero 96022940 e comercializado sob a
marca PER.C6® (PER.C6 é uma marca registrada da Crucell Holland B.V.).
para os propésitos deste pedido “células PER.C6” referem-se a células
depositadas sob o numero 96022940 ou predecessor, passagens a montante ou
a jusante bem como descentes dos predecessores de células depositadas, bem
como derivados de qualquer um dos precedentes. A producdo de proteinas
recombinantes nas células hospedeiras pode ser realizada de acordo com os
métodos bem conhecidos na técnica. O uso das células comercializadas sob a
marca PER.C6® como uma plataforma de produgfo para proteinas de foram
descritas no WO 00/63403 cuja divulgagdo é incorporada neste por referéncia.

As moléculas de ligagdo podem ser preparadas por vérios
meios. Um método de produzir a molécula de ligagdo de acordo com a
invengdo ¢ uma parte adicional da inven¢do. O método compreende as etapas

de a) cultivar um hospedeiro de acordo com a invencdo sob as condigdes



10

15

20

25

53

condutoras para a expressdo da molécula de ligacdo e b) opcionalmente,
recuperar a molécula de ligacdo expressada. As moléculas de ligagdo
expressadas podem ser recuperadas do extrato isento de célula, mas
preferivelmente estes sfo recuperados a partir do meio de cultura. O método
acima de produgdo também pode ser usado para fabricar variantes funcionais
das moléculas de ligacdo e/ou imunoconjugados da presente invengdo. Os
métodos para a recuperagdo de proteinas, tais como moléculas de ligacdo, dos
extratos isentos de células ou meio de cultura sdo bem conhecidos pela pessoa
habilitada na técnica. As moléculas de ligag¢do, variantes funcionais e/ou

imunoconjugados como obtenivel pelo método descrito acima também sdo

uma parte da presente invengao.

Alternativamente, seguindo a expressdo nos hospedeiros, tal
como células hospedeiras, as moléculas de liga¢do e os imunoconjugados da
inven¢do podem ser produzidos sinteticamente pelos sensibilizadores de
peptideo convencionais ou em sistemas de tradugfo isentos de célula usando-
se acido nucléico de RNA derivado de moléculas de DNA de acordo com a
invencdo. As moléculas de ligagdo e os imunoconjugados quando obtenivel
pelos métodos de produgdo sintéticos descritos acima ou sistemas de tradugio
isentos de célula também sdo uma parte da presente invengio.

Ainda, em uma outra forma de realizagdo, moléculas de
ligacdo da presente inveng@o também podem ser produzidas em mamiferos
ndo humanos transgénicos, tais como inter alia coelhos, cabras ou vacas e
secretado , por exemplo, no seu leite.

Ainda, em uma outra forma de realiza¢io alternativa, as
moléculas de liga¢do de acordo com a presente invengio, preferivelmente as
moléculas de ligagde humanas ligam-se especificamente ao virus influenza
H3N2 ou um fragmento deste, pode ser gerado por mamiferos ndo humanos
transgénicos, tais como, por exemplo, camundongos ou coelhos transgénicos,

que expressam os genes de imunoglobulina humana. Preferivelmente, os
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mamiferos ndo humanos transgénicos t€m um genoma que compreende um
transgene de cadeia pesada humano e um transgene de cadeia leve humano
que codifica todos ou uma por¢do das moléculas de ligagdo humanas como
descrito acima. Os mamiferos ndo humanos transgénicos podem ser
imunizados com uma preparagdo purificada ou enriquecida de virus influenza
H3N2 ou um fragmento deste. Os protocolos para a imuniza¢do de mamiferos
ndo humanos s@o bem estabelecidos na técnica. Ver Using Antibodies: A
Laboratory Manual, Editado por: E. Harlow, D. Lane (1998), Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York and Current Protocols in
Immunology, Editado por: .E. Coligan, A.M. Kruisbeek, D.H. Margulies,
E.M. Shevach, W. Strober (2001), John Wiley & Sons Inc., New York, cujas
divulgagdes sdo incorporadas neste por referéncia. Os protocolos de
imunizacdo incluem imuniza¢des multiplas, com ou sem adjuvantes, tais
como adjuvante completo de Freund e adjuvante incompleto de Freund, mas
também pode incluir imuniza¢gdes de DNA nu. Em uma outra forma de
realizag@o, as moléculas de ligagdo humanas sdo produzidas por células B,
plasma e/ou células de memoria derivadas dos animais transgénicos. Ainda,
em uma outra forma de realizagdo, as moléculas de ligacdo humanas sfo
produzidas por hibridomas, que sdo preparados pela fusdo de células B
obtidas a partir de mamiferos ndo humanos transgénicos descritos acima para
as células imortalizadas. As células B, células de plasma e hibridomas como
obtenivel a partir dos mamiferos ndo humanos transgénicos descritos acima e
as moléculas de ligagdo humanas como obtenivel a partir dos mamiferos ndo
humanos transgénicos descritos acima, células B, plasma e/ou células de
memoria e hibridomas também sdo uma parte da presente invencgao.

Em um aspecto adicional, a invencdo fornece um método de
identificagdo da molécula de ligagdo, tal como uma molécula de ligagdo
humana, por exemplo, um anticorpo monoclonal humano ou fragmento deste,

especificamente ligagdo ao virus influenza H3N2 ou moléculas de acido
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nucléico que codifica tais moléculas de ligacdo e compreendem as etapas de:
(a) contactar uma colegdo de moléculas de ligagdo na superficie das
embalagens genéticas aplicaveis com virus influenza H3N2 ou um fragmento
deste sob condic¢des uteis a ligacdo, (b) selecdo de pelo menos uma vez para
uma ligacdo de embalagem genética replicavel ao virus influenza H3N2 ou
um fragmento deste, (c) separagdo e recuperacdo da ligacdo de embalagem
genética replicavel ao virus influenza H3N2 ou um fragmento deste a partir
das embalagens genéticas aplicdveis que ndo ligam-se ao virus influenza
H3N2 ou um fragmento deste. Uma embalagem genética replicavel como
usado neste pode ser procaridtico ou eucariotico e incluem células, esporos,
leveduras, bactéria, virus, (bacterio)fago, ribossomos e polissomos. Uma
embalagem genética replicavel preferida € um fago. As moléculas de ligacéo,
tal como, por exemplo, Fvs de cadeia simples, sfo apresentados na
embalagem genética replicavel, isto € estes sdo ligados a um grupo ou
molécula localizada em uma superficie exterior da embalagem genética
replicavel. A embalagem genética replicavel ¢ uma unidade avaliavel que
compreende a molécula de ligacdo a ser avaliada ligada a uma molécula de
acido nucléico que codifica uma molécula de ligagdo. A molécula de acido
nucléico deve ser replicavel in vivo (por exemplo, como um vetor) ou in vitro
(por exemplo, por PCR, transcri¢éo e tradugdo). A replicagdo in vivo pode ser
auténoma (como para uma célula), com a assisténcia de fatores hospedeiros
(como para um virus) ou com a assisténcia de tanto o virus hospedeiro quanto
o auxiliar (como para um fagomideo). As embalagens genéticas aplicaveis
apresentam uma colecdo de moléculas de ligagdo que s@o formadas pela
introdugdo das moléculas de 4acidos nucléicos que codifica as moléculas de
ligagdo exdgenas a serem apresentadas nos genomas das embalagens
genéticas aplicaveis para formar as proteinas de fusdo com proteinas
endogenas que sdo normalmente expressadas a partir da superficie exterior

das embalagens genéticas aplicaveis. A expressdo das proteinas de fusédo,
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transporte a superficie externa e resulta a montagem na apresentagdo das
moléculas de ligagdo exdgenas a partir da superficie exterior das embalagens
genéticas aplicaveis.

As etapas de sele¢do nos métodos de acordo com a presente
invencdo podem ser realizadas com virus H3N2 de influenza que estdo vivos
e ainda infectivos ou inativados. A inativacgdo de virus influenza H3N2 pode
ser realizada pelos métodos de inativag@o viral bem conhecido ao técnico
habilitado tal como tratamento inter alia com formalina, B-propiolactona
(BPL), mertiolato, e/ou luz ultravioleta. Os métodos para testar, se os virus
influenza H3N2 ainda estdo vivos, infectivos e/ou viaveis ou parcialmente ou
completamente inativados sdo bem conhecidos a pessoa habilitada na técnica.
Os virus influenza H3N2 usados no método acima ndo necessita estar na
forma purificada, por exemplo, pode estar presente no soro e/ou sangue de um
individuo infectado. Os virus influenza H3N2 usados também podem ser
isolados de cultura celular em um meio adequado.

Em uma forma de realiza¢do os virus influenza H3N2 é uma
suspensdo quando contactado com as embalagens genéticas aplicaveis.
Alternativamente, estes também podem ser ligados a um carregador quando o
contato acontece. Em uma forma de realizagdo uma primeira selegio
adicional pode acontecer contra uma cepa do virus influenza H3N2.
Alternativamente, o primeiro e ciclos de sele¢do adicional podem ser
realizados contra as cepas do virus influenza H3N2 diferentes.
Alternativamente, as etapas de selecdo podem ser realizadas na presenca de
um fragmento de virus influenza H3N2 tal como, por exemplo, preparacdes
da membrana celular, proteinas H3N2 recombinantes ou polipeptideos,
proteinas de fusdo que compreendem as proteinas H3N2 ou polipeptideos,
células que expressam as proteinas H3N2 recombinantes ou polipeptideos e
outros. Partes extracelularmente expostas destas proteinas ou polipeptideos

também podem ser usadas como material de sele¢do. Os fragmentos de virus
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influenza H3N2 podem ser imobilizado a um material adequado antes do uso
ou pode ser usado na suspensdo. Em uma forma de realizagdo a sele¢@o pode
ser realizada nos fragmentos diferentes de virus influenza H3N2 ou
fragmentos de cepas de virus influenza H3N2 diferentes. Observando as
combinagdes de selecdo adequadas sdo bem dentro da capacidade do técnico
habilitado. As sele¢Ges podem ser realizadas pelos ELISA ou FACS.

Ainda em um aspecto adicional, a inven¢do fornece um
método de obter uma molécula de ligacdo especificamente ligacdo a uma cepa
do virus influenza H3N2 ou fragmento deste ou uma molécula de &cido
nucléico que codifica uma tal molécula de ligacdo, em que o método
compreende as etapas de a) realizacdo dos métodos descritos acima da
identificagdo das moléculas de ligacdo e b) isolamento da embalagem
genética recuperada replicavel da molécula de ligacdo e/ou a molécula de
acido nucléico que codifica uma molécula de ligacdo. A colegdo das
moléculas de ligag@o na superficie das embalagens genéticas aplicaveis pode
ser uma cole¢do de scFvs ou Fabs. Uma vez um novo scFv ou Fab foi
estabelecido ou identificado com o método de identificacdo mencionado
acima das moléculas de ligacdo ou moléculas de acido nucléico que codificam
uma moléculas de ligacdo, o DNA que codifica o scFv ou Fab pode ser
isolado a partir da bactéria ou fago e combinado com as técnicas bioldgicas
moleculares padréio para fabricar as construgdes que codificam scFvs, scFvs
bivalentes, Fabs ou imunoglobulinas humanas completas de uma
especificidade desejada (por exemplo, IgG, IgA ou IgM). Estas construgdes
podem ser transfectadas nas linhas celulares adequadas e anticorpos
monoclonais humanos completos podem ser eventualmente produzidos (ver
Huls et al., 1999; Boel et al., 2000).

Como mencionado antes a embalagem genética replicavel
preferida é um fago. Os métodos de apresentacdo de fago para a identificagéo

e obtencdo das moléculas de ligagdo (humano), por exemplo, anticorpos
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monoclonais (humano), sdo métodos bem estabelecidos conhecidos aquela
pessoa habilitada na técnica. Estes sdo, por exemplo, descritos no Nmero de
Patente U.S. 5.696.108; Burton and Barbas, 1994; de Kruif éz‘ al., 1995b; and
Apresentagdo de fago: A Laboratory Manual. Edited by: CF Barbas, DR
Burton, JK Scott and GJ Silverman (2001), Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, New York. Todas estas referéncias so com isso
incorporado neste em sua totalidade. Para a constru¢do das bibliotecas de
apresentacdo de fago, colegdes de genes de regido varidvel de cadeia leve e
pesada de anticorpo monoclonal humano s@o expressadas na superficie de
bacteriofago, preferivelmente bacteriofago filamentoso, particulas, em, por
exemplo, Fv de cadeia simples (scFv) ou no formato Fab (ver de Kruif et al.,
1995b). Amplas bibliotecas de fagos que expressam o fragmento de anticorpo
tipicamente contém mais do que 1,0 x 10° de especificidades de anticorpo e
pode ser montados das regides V de imunoglobulina expressadas nos
linfocitos B de individuos imunizados ou néo imunizados. Em uma forma de
realizacdo especifica da invengdo a biblioteca de fago das moléculas de
ligacdo, preferivelmente biblioteca de fago scFv, é preparada de RNA
isolados de células obtidas a partir do paciente que foram vacinados contra o
virus influenza, recentemente vacinado contra um patogénio néo relacionado,
recentemente sofrem de uma infec¢do do virus influenza H3N2 ou de um
individuo saudavel. O RNA pode ser isolado da medula éssea inter alia ou
sangue periférico, preferivelmente linfécitos do sangue periférico ou células B
isoladas ou ainda as subpopulacdes das células B tal como células B de
memoria, identificadas como células B CD24+/CD27+. O paciente pode ser
um animal, preferivelmente um humano. Em uma forma de realizacdo
preferida as bibliotecas podem ser reunidas a partir das regides V de
imunoglobulina expressadas por células B de memoéria IgG, identificadas
como células [gM+/CD24+/CD27+.

Alternativamente, as bibliotecas de apresentacdo de fago
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podem ser construidas de regides varidveis de imunoglobulina que foram
parcialmente reunidos in vifro para introduzir a diversidade de anticorpo
adicional na biblioteca (bibliotecas semi-sintéticas). Por exemplo, as regides
variaveis reunidas in vitro contém extensdes de DNA sinteticamente
produzidos, aleatorios ou parcialmente aleatérios nas regides das moléculas
que sdo importantes para a especificidade de anticorpos, por exemplo, regides
CDR. Os anticorpos de fago especificos para os virus influenza H3N2 podem
ser selecionados da biblioteca pela exposi¢do do virus ou fragmento deste a
uma biblioteca de fago para permitir a ligagdo dos fagos que expressam os
fragmentos de anticorpo especificos para o virus ou fragmento deste. Os fagos
ndo ligados sdo removidos pela lavagem e fagos de ligacdo eluidos para a
infec¢@o da bactéria E.coli e propagagdo subsequente. Os ciclos miltiplos de
selegdo e propagagdo sdo usualmente requeridos para enriquecer
suficientemente para a ligacdo dos fagos especificamente ao virus ou
fragmento deste. Se desejado, antes da exposicdo da biblioteca de fago ao
virus ou fragmento deste da biblioteca de fago primeiro pode ser subtraido
pela exposi¢do da biblioteca de fago ao material ndo alvo tal como virus ou
fragmentos deste da cepa diferente, isto € ndo virus influenza H3N2. Este
virus subtrator ou fragmentos destes podem ser ligados a uma fase sélida ou
podem ser na suspensdo. Os fagos também podem ser selecionados para a
ligagdo aos antigenos do complexo tal como misturas de complexo de
proteinas H3N2 ou (poli)peptideos opcionalmente suplementados com outro
material. As células hospedeiras que expressam uma ou mais proteinas ou
(poli)peptideos de virus influenza H3N2 também podem ser usados para os
propositos de selegdo. Um método de apresentagdo de fago usando estas
células hospedeiras podem ser estendidas e melhoradas pela substra¢do dos
ligadores ndo relevantes durante a avaliagdo da adigdo de um excesso das
células hospedeiras que ndo compreendem as moléculas alvos ou moléculas

ndo alvos que sfo similares, mas ndo idéntica, ao alvo e portanto fortemente
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intensificando a oportunidade de observar as moléculas de ligagdo relevante.
E claro, a substraciio pode ser realizada antes, durante ou apés a avaliagdo
com o virus ou fragmentos destes. O processo ¢é referido como o processo
MABSTRACT® (MABSTRACT® é uma marca comercial registrada de
Crucell Holland B.V., ver também Numero de Patente U.S. 6.265.150 que é
incorporado neste por referéncia).

Ja em outro aspecto a invengdo fornece um método de obter
uma molécula de ligagdo potencialmente tendo atividade neutralizadora
contra o virus influenza H3N2, em que o método compreende as etapas de (a)
realizar o método de obter uma molécula de ligagdo especificamente ligagdo
ao virus influenza H3N2 ou um fragmento deste ou uma molécula de acido
nucléico que codifica tal a molécula de ligagdo como descrito acima e (b)
verificar se uma molécula de ligagdo isolada tem atividade neutralizadora
contra o virus, preferivelmente contra pelo menos uma ou mais cepas do virus
influenza H3N2 selecionadas do grupo que consiste de A/Hong Kong/1/68,
A/Johannesburg/33/94,  A/Panama/2007/99,  A/Wisconsin/67/2005 ¢
A/Hiroshima/52/2005, preferivelmente todas as cepas de H3N2, em particular
todas as cepas H3N2 conhecidas e futuras. Os ensaios para a verifica¢do se
uma molécula de ligacdo tem atividade neutralizadora sdo bem conhecidas na
técnica (ver WHO Manual on Animal Influenza Diagnosis and Surveillance,
Geneva: World Health Organisation, 2005 version 2002.5).

Em um aspecto adicional a inven¢do pertence a uma molécula
de ligagdo humana tendo atividade neutralizadora contra pelo menos virus
influenza A que compreende HA do subtipo H3, obtido por um dos métodos
como descrito acima.

Ainda em um aspecto adicional, a inven¢do fornece as
composi¢des que compreendem pelo menos a molécula de ligagdo
preferivelmente um anticorpo monoclonal humano de acordo com a invencgéo,

pelo menos uma variante funcional deste, pelo menos um imunoconjugado de
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acordo com a invengdo e/ou uma combina¢do deste. Além disso, as
composi¢des podem compreender moléculas de estabilizacdo inter alia, tal
como albumina ou polietileno glicol, ou sais. Preferivelmente, os sais usados
sdo sais que retém a atividade bioldgica desejada das moléculas de ligagdo e
ndo prejudicam quaisquer efeitos toxicoldgico indesejado. Se necessério, as
moléculas de ligagdo humanas da invengdo podem ser revestidas em ou em
um material para proteger estes da acdo dos 4cidos ou outras naturais ou nfo
naturais que podem inativar as moléculas de ligagdo.

Ainda em um aspecto adicional, a inven¢do fornece as
composi¢cdes que compreendem pelo menos a molécula de 4cido nucléico
como definido na presente invengdo. As composi¢des podem compreender
solugdes aquosas tal como solugdes aquosas contendo sais (por exemplo,
NaCl ou sais como descrito acima), detergentes (por exemplo, SDS) e/ou
outros componentes adequados.

Além disso, a presente inven¢do diz respeito as composi¢des
farmacéuticas que compreende pelo menos a molécula de ligagdo tal como
um anticorpo monoclonal humano da invengdo (ou fragmento funcional ou
variante deste), pelo menos um imunoconjugado de acordo com a invengio,
pelo menos uma composi¢do de acordo com a inveng¢do, ou combinagdes
destes. A composi¢do farmacéutica da invengdo ainda compreende pelo
menos um excipiente farmaceuticamente aceitavel. Os excipientes
farmaceuticamente aceitdveis sdo bem conhecidos a pessoa habilitada. A
composi¢do farmacéutica de acordo com a invengéo ainda pode compreender
pelo menos um outro agente terapéutico. Os agentes adequados também sdo
bem conhecidos ao técnico habilitado.

Em uma forma de realizagdio preferida a composi¢do
farmacéutica de acordo com a invengdo compreende pelo menos uma
molécula de ligagdo adicional, isto € a composi¢do farmacéutica pode ser um

coquetel ou mistura das moléculas de ligagdo. A composi¢do farmacéutica
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pode compreender pelo menos duas moléculas de ligagdo de acordo com a
invengdo, ou pelo menos uma molécula de ligagdo de acordo com a inven¢éo
e pelo menos ainda uma ligagdo de virus influenza e/ou neutralizagdo da
molécula. Em outra forma de realizagdo a molécula de ligagdo adicional pode
ser formulada pela administra¢@o sequencial ou separado simultineo.

Em uma forma de realiza¢do as composi¢des farmacéuticas
podem compreender duas ou mais moléculas de ligagdo que tem neutraliza¢o
da atividade contra virus influenza A que compreende HA do subtipo H3, tal
como H3N2. Em uma forma de realizacdo, as moléculas de ligagdo exibem
atividade de neutralizacdo sinergistica, quando usado em combinac¢io. Em
outras palavras, as composi¢des podem compreender pelo menos duas
moléculas de ligagio tendo atividade neutralizadora, caracterizada em que as
moléculas de ligacdo atuam sinergisticamente na neutralizacdo dos virus
influenza H3N2. Como usado neste, o termo “sinergistico” significa que o
efeito combinado das moléculas de ligagdo quando usado em combina¢éo é
maior do que seus efeitos aditivos quando usado individualmente. As
moléculas de ligac¢@o sinergisticamente atuam e pode ligar as estruturas
diferentes no mesmo ou fragmentos distintos de virus influenza H3N2. Uma
maneira de calcular a sinergia € por significar o indice de combinac¢do. O
conceito do indice de combinagdo (CI) foi descrito por Chou and Talalay
(1984). As composigdes pode, por exemplo, compreender uma molécula de
ligagdo tendo atividade neutralizadora e um ndo neutraliza a molécula de
ligacdo especifica por H3N2. A neutralizagdo e ndo neutralizacdo das
moléculas de ligagdo especificas para H3N2 também podem atuar
sinergisticamente na neutraliza¢&o do virus influenza H3N2. |

Em uma forma de realizagdo, a composigdo farmacéutica pode
compreender pelo menos dois virus influenza neutralizando as moléculas de
ligagdo, em que pelo menos uma molécula de ligag8o € capaz de neutralizar

um ou mais subtipos de virus influenza do grupo filogenético 1 e em que pelo
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menos uma molécula de ligacdo € capaz de neutralizar um ou mais subtipos
do virus influenza do grupo filogenético 2.

Em uma forma de realizagdo, a composi¢do farmacéutica pode
compreender pelo menos uma molécula de ligagdo de acordo com a invengdo
e pelo menos um virus influenza adicional neutralizando a molécula de
ligacdo.

Em outra forma de realizacdo, os virus influenza adicionais
neutralizando a molécula de ligagdo preferivelmente é capaz da ligacdo e
neutraliza um virus influenza de um subtipo diferente, preferivelmente um
virus influenza que compreende HA de HI, tal como HINI1, e/ou HA do
subtipo HS5, tal como HS5NI, tal como as moléculas de ligagdo como
divulgado em WO 2008/028946. Ainda mais preferivelmente a dita molécula
de ligacdo adicional é uma molécula de ligagdo de neutralizagdo cruzada
contra (todas) os subtipos de virus influenza do grupo filogenético 1,
incluindo H1, H2, H5, H9. Em uma forma de realizago preferida, a molécula
de ligacdo adicional é uma molécula de ligagdo identificada como CR6261
em WO 2008/028946, que compreende uma regido variavel de cadeia pesada
que compreende aminoacidos 1-121 da sequéncia de aminoacido da SEQ ID
N°: 186, ou uma variante funcional deste, e/ou uma regido variavel de cadeia
leve que compreende aminodcidos 1-112 da SEQ ID N°: 188. J4 em outra
forma de realizagdo a molécula de ligacdo compreende uma cadeia leve e
pesada que compreende as sequéncias de aminoacidos da SEQ ID N°: 186 e
SEQ ID N°: 188, respectivamente. As moléculas de ligacdo na composi¢io
farmacéutica deste modo preferivelmente sdo capazes de reagir com virus
influenza dos subtipos diferentes. As moléculas de ligagdo devem ser de
afinidade alta e deve ter uma especificidade ampla. Preferivelmente, ambas
moléculas de ligacdo sdo moléculas de neutralizacdo cruzada em que cada
virus influenza neutraliza os subtipos diferentes. Além disso, preferivelmente

estes neutralizam como muitas cepas de cada um do subtipo de virus
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influenza diferente como possivel.

Uma composi¢do farmacéutica de acordo com a invengido
ainda pode compreender pelo menos um outro agente terapéutico, profilatico
e/ou diagndstico. Preferivelmente, a composi¢do farmacéutica compreende
pelo menos um outro agente profilatico e/ou terapéutico. Preferivelmente, os
ditos agentes terapéuticos adicionais e/ou profilaticos sdo agentes capazes de
prevenir e/ou tratar uma infec¢do do virus influenza H3N2 e/ou uma condigdo
resultando de uma tal infecgdo. Os agentes terap€uticos e/ou profilaticos
incluem, mas ndo so limitados a, agentes anti-virais. Tais agentes podem ser
moléculas de ligagdo, moléculas menores, compostos orgénicos‘ ou
inorganicos, enzimas, sequéncias de polinucleotideos, peptideos anti-virais,
etc. Outros agentes que s@o correntemente usados para tratar os pacientes
infectados com virus influenza H3N2 sdo inibidores M2 (por exemplo,
inibidores de amantidina, rimantadina) e/ou neuraminidase (por exemplo,
zanamivir, oseltamivir). Estes podem ser usados em combina¢do com uma
molécula de ligagdo da invencdo. “Em combinagdo” neste significa
simultaneamente, como formulagdes separadas, ou como uma formulagdo
combinada simples, ou de acordo com um regime de administragdo
sequencial como as formulag¢des separadas, em qualquer ordem. Os agentes
capazes de evitar e/ou tratar uma infeccdo com virus influenza H3N2 e/ou
uma condic¢do resultante de uma tal infec¢do que s@o na fase experimental
também deve ser usado como outros agentes terapéuticos e/ou profilaticos
teis na presente invengao.

As moléculas de ligacdo ou composi¢des farmacéuticas da
inveng@o podem ser testadas nos sistemas de modelo animal adequado antes
do uso em humanos. Tais sistemas de modelo animal incluem, mas nio sdo
limitados a, camundongo, furdo e macaco.

Tipicamente, as composi¢des farmacéuticas devem ser estéreis

e estaveis sob as condigdes de fabricagdo e armazenagem. As moléculas de
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ligag¢do, imunoconjugados, moléculas de acidos nucléicos ou composigbes da
presente invengdo podem ser na forma em pd para a reconstituicio no
excipiente farmaceuticamente aceitdvel apropriado antes ou no tempo de
liberagc@o. No caso de pods estéreis para a preparacdo de solugdes injetaveis
estéreis, os métodos preferidos de preparagdo sdo secagem a vacuo e secagem
por congelamento (liofilizagdo) que produziu um pé do ingrediente ativo mais
qualquer ingrediente desejado adicional de uma solugédo filtrada previamente
estéril deste.

Alternativamente, as moléculas de ligacdo,
imunoconjugadostes, moléculas de 4cidos nucléicos ou composi¢cdes da
presente inven¢do pode ser na solugdo e o excipiente farmaceuticamente
aceitavel apropriado pode ser adicionado e/ou misturado antes ou no tempo de
liberagdo para fornecer uma forma injetavel de dosagem unitaria.
Preferivelmente, o excipiente farmaceuticamente aceitdvel usado na presente
invencdo ¢ adequado a concentracdo de medicamento alto, pode manter a
fluidez prépria e, se necessario, pode atrasar a absorgdo.

A escolha da via 6tima de administragdo das composi¢des
farmacéuticas serdo influenciada por diversos fatores incluindo as
propriedades fisico-quimico das moléculas ativas dentro das composiges, a
urgéncia da situagdo clinica e a conex@o das concentragdes de plasma das
moléculas ativas ao efeito terapéutico desejado. Por exemplo, se necessario,
as moléculas de ligacdo da invencdo podem ser preparadas com os
carregadores que evitara contra a liberagdo rapida, tal como uma formulagio
de liberagdo controlada, incluindo implantes, emplastros transdérmicos e
sistemas de liberagdo microencapsulados. Os polimeros biodegradaveis,
biocompativeis podem ser usados inter alia, tal como acetato de etileno vinil,
polianidretos, dacidos poliglicolico, colageno, poliortoésteres e acido
polilactico. Além disso, este pode ser necessario para revestir uma molécula

de ligagdo com ou co-administrar as moléculas de ligacdo com, um material
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ou composto que evita a inativagdo das moléculas de ligagdo humanas. Por
exemplo, as moléculas de ligagdo podem ser administradas a um paciente em
um carregador apropriado, por exemplo, lipossomos ou um diluente.

As vias de administragdo podem ser divididas em duas
categorias principais, administragdo oral e parenteral. A via de administragéo
preferida ¢ intravenosa ou por inalagdo.

As formas de dosagem orais podem ser formuladas infer alia

como tabletes, pastilhas, pastilhas expectorantes, suspensdes aquosas ou

‘oleosas, pos dispersiveis ou granulos, emulsdes, capsulas duras, capsulas de

gelatina macias, xaropes ou elixirs, pilulas, drageas, liquidos, géis, ou pastas.
Estas formula¢des podem conter os excipientes farmacéuticos incluindo, mas
ndo limitado a, diluentes inertes, agentes de granula¢do e desintegrantes,
agentes de ligagdo, agentes lubrificantes, conservantes, agentes de coloragéo,
flavorizantes ou adogantes, 6leos vegetais ou minerais, agentes umectantes e
agentes espessantes.

As composigdes farmacéuticas da presente invenc¢do também
podem ser formuladas pela administracdo parenteral. As formulagdes para a
administragdo parenteral pode ser inter alia na forma de injecio ndo tdxica
estéril isotdnica ndo aquosa ou aquosa ou solugdes de infusdo ou suspensoes.
As solugdes ou suspensdes podem compreender agentes que sdo ndo toXicos
aos recipientes nas dosagens e concentragcdes utilizadas tal como 1,3-
butanodiol, solu¢do de Ringer, solugdo de Hank, solugdo de cloreto de so6dio
isotdonico, Oleos, acidos graxos, agentes anestésicos locais, conservantes,
tampdes, viscosidade ou agentes que aumentam a solubilidade, antioxidantes
soliveis em 4gua, antioxidantes soliiveis em Oleo e agentes quelantes
metalicos.

Em um aspecto adicional, as moléculas de ligacdo tal como
anticorpos monoclonais humanos (fragmentos funcionais e variantes destes),

imunoconjugados, composigdes, ou composi¢cdes farmacéuticas da invengao
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podem ser usados como um medicamento. Deste modo, um método de
diagnostico, tratamento e/ou prevenc¢do de uma infec¢do do virus influenza
H3N2 usando uma molécula de ligagdo, imunoconjugados, composi¢des, ou
composi¢des farmacéuticas da invencdo € outra parte da presente invengéo.
As moléculas mencionadas acima podem ser usadas inter alia no diagndstico,
profilaxia, tratamento ou combinag¢@o deste, de uma infec¢do do virus
influenza H3N2. Estes s3o adequados para o tratamento de ainda pacientes
ndo tratados que sofrem de uma infec¢do do virus influenza H3N2 e pacientes
que foram ou ndo sdo tratados por uma infecgdo do virus influenza H3N2.

As moléculas ou composi¢des mencionadas acima pode ser
utilizado em conjun¢do com outras moléculas uteis no diagnostico, profilaxia
e/ou tratamento. Estes podem ser usados in vifro, ex vivo ou in vivo. Por
exemplo, as moléculas de ligacdo tal como anticorpos monoclonais humanos
(ou variantes funcionais destes), imunoconjugados, composi¢des ou
composi¢des farmacéuticas da invengdo podem ser co-administradas com
uma vacina contra o virus influenza H3N2 (se disponivel). Alternativamente,
a vacina também pode ser administrado antes ou apds a administragdo das
moléculas da invengdo. Em vez da vacina, os agentes anti-virais também
podem ser utilizados em conjung¢do com as moléculas de ligacdo da presente
invengdo. Os agentes anti-virais adequados sdo mencionados acima.

As moléculas sdo tipicamente formuladas nas composi¢des e
composi¢des farmacéuticas da inveng@o em uma quantidade terapeuticamente
ou diagnosticamente efetiva. Alternativamente, este pode ser formulado e
administrado separadamente. Por exemplo as outras moléculas tal como os
agentes anti-virais podem ser aplicados sistemicamente, enquanto uma
molécula de ligacdo da invengdo pode ser aplicada intravenosamente.

O tratamento pode ser alvejado nos grupos de pacientes que
sdo susceptiveis a infecgdo H3N2. Tais grupos de paciente incluem, mas ndo

sdo limitados a, por exemplo, a idade avangada (por exemplo, > 50 anos de
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idade, > 60 anos de i1dade e preferivelmente > 65 anos de idade), a juventude
(por exemplo, < 5 anos de idade, < 1 ano de idade), pacientes hospitalizados
e pacientes que foram tratados com um composto anti-viral mas tem mostrado
uma resposta anti-viral inadequada.

Os regimes de dosagens podem ser ajustados para fornecer a
6tima resposta desejada (por exemplo, uma resposta terapéutica). Uma faixa
de dosagem adequada pode ser, por exemplo, 0,1-100 mg/kg de peso
corporal, preferivelmente 1-50 mg/kg de peso corporal, preferivelmente 0,5-
15 mg/kg de peso corporal. Além disso, por exemplo, um bolo simples pode
ser administrado, diversas dosagens divididas podem ser administradas em
tempo ou a dosagem pode ser proporcionalmente reduzida ou aumentada
como indicado pelas exigéncias da situa¢do terapéutica. As moléculas e
composicoes de acordo com a presente invengdo sdo preferivelmente estéreis.
Os métodos para retribuir esta molécula e composi¢les estéreis sdo bem
conhecidos na técnica. As outras moléculas uteis no diagnoéstico, profilaxia
e/ou tratamento podem ser administrados em um regime de dosagem similar
como proposto para as moléculas de ligagdo da invengdo. Se as outras
moléculas sdo administradas separadamente, estas podem ser administradas a
um paciente antes de (por exemplo, 2 minutos, 5 minutos, 10 minutos, 15
minutos, 30 minutos, 45 minutos, 60 minutos, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8
horas, 10 horas, 12 horas, 14 horas, 16 horas, 18 horas, 20 horas, 22 horas, 24
horas, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 7 dias, 2 semanas, 4 semanas ou 6 semanas
anteriores), concomitantemente com, ou subsequente a (por exemplo, 2
minutos, 5 minutos, 10 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 60
minutos, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 10 horas, 12 horas, 14 horas, 16
horas, 18 horas, 20 horas, 22 horas, 24 horas, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 7
dias, 2 semanas, 4 semanas ou 6 semanas posteriores) a administracdo de uma
ou mais das moléculas de ligagdo humanas ou composi¢bes farmacéuticas da

invencdo. O regime de dosagem exato é usualmente curto ou durante os
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ter uma porte de acesso estéril (por exemplo, o recipiente pode ser uma bolsa
de solugdo intravenosa ou um frasco tendo um tampa perfurada pela agulha de
inje¢do hipodérmica). O kit ainda pode compreender mais recipientes que
compreendem um tampdo farmaceuticamente aceitavel. Ainda pode incluir
outros materiais desejados a partir do comercial e ponto de vista do usuario,
incluindo outros tampdes, diluentes, filtros, agulhas, seringas, meio de cultura
por um ou mais dos hospedeiros adequados e, possivelmente, ainda pelo
menos um outro agente terapéutico, profildtico ou diagnéstico. Associado
com os kits podem ser instrugdes habitualmente incluido nas embalagens
comerciais de produtos terapéuticos, profilaticos ou diagndsticos, que contém
informag¢do de cerca de, por exemplo, as indicagdes, uso, dosagem,
fabricagdo, administragdo, contra-indicagdes e/ou adverténcias que diz
respeito ao uso de tais produtos terapéuticos, profilaticos ou diagnosticos.

As moléculas de ligagdo de acordo com a presente invengdo
também podem ser vantajosamente usadas como um agente diagndstico em
um método in vitro para a detec¢do do virus influenza de subtipo 2 do grupo
filogenético. A inveng¢do deste modo ainda pertence ao método de detecgdo do
virus influenza de subtipo 2 do grupo filogenético em uma amostra, em que o
método compreende as etapas de (a) contactar uma amostra com uma
quantidade diagnosticamente efetiva da molécula de ligacdo (fragmentos
funcionais e variantes destes) ou um imunoconjugado de acordo com a
invengdo e (b) determinar se a molécula de ligagdo ou imunoconjugado
especificamente liga-se a molécula da amostra. A amostra pode ser uma
amostra biolégica incluindo, mas ndo limitado um sangue, soro, fezes,
expectoragdo, aspirados nasofargial, lavagens bronquiais, urina, tecido ou
outro material bioldgico de pacientes infectados (potencialmente), ou uma
amostra ndo bioldgica tal como agua, bebida, etc. Os pacientes infectados
(potencialmente) podem ser pacientes humanos, mas também animais que séo

suspeitos como carregadores de virus influenza de subtipo 2 do grupo
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filogenético 2 e deve ser testado pela presenca do virus usando as moléculas
de ligagdo humana ou imunoconjugados da inveng@o. A amostra primeiro
pode ser manipulada para fabricar mais adequados para o método de detecgio.
A manipulagdo significa o tratamento inter alia da amostra suspeita por
conter e/ou contendo o virus em uma tal maneira que o virus desintegrara nos
componentes antigénicos tal como proteinas, (poli)peptideos ou outros
fragmentos antigénicos. Preferivelmente, as moléculas de ligagdo humanas ou
imunoconjugados da invenc¢do sdo contactados com uma amostra sob
condigdes que permite a formagdo de um complexo imunoldgico entre as
moléculas de ligagdo humanas e o virus ou componentes antigénicos destes
que podem estar presentes em uma amostra. A formag¢fo de um complexo
imunolodgico, se qualquer, indicando a presen¢a do virus em uma amostra, é
entdo detectado e medido por meios adequados. Tais métodos incluem, inter
alia, imunoensaios de ligacdo heterogéneos e homogéneos, tal como radio-
imunoensaios (RIA), ELISA, imunofluorescéncia, imunoistoquimica, FACS,
BIACORE e analise Western blot.

As técnicas de ensaio preferidas, especialmente para a
avaliagdo clinica de ampla escala do soro de paciente e sangue e produtos
derivados de sangue sdo as técnicas ELISA e Western blot. Os testes ELISA
séo particularmente preferidos. Para uso como reagentes nestes ensaios, as
moléculas de ligacdo ou imunoconjugados da inveng¢do sdo convenientemente
ligados a superficie interna dos reservatérios microtituladores. As moléculas
de ligagdo ou imunoconjugados da invenc¢do podem ser diretamente ligados
ao reservatério microtitulador. Entretanto, a ligacdo maxima das moléculas de
ligacdo ou imunoconjugados da invencdo aos reservatorios devem ser
acompanhados pelo pré-tratamento dos reservatorios com polilisina antes da
adi¢do das moléculas de ligagdo ou imunoconjugados da inven¢do. Além
disso, as moléculas de ligagdo ou imunoconjugados da inven¢do podem ser

covalentemente ligados por meios conhecidos aos reservatérios. Geralmente,
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as moléculas de ligagdo ou imunoconjugados sdo usados entre 0,01 a 100
pg/ml por revestimento, embora as quantidades maiores bem como menores
também podem ser usadas. As amostras s3o entdo adicionadas aos
reservatorios revestidas com as moléculas de ligagdo ou imunoconjugados da
invencao. |

Além disso, as moléculas de ligagdo da inven¢do podem ser
usadas para identificar as estruturas de ligacdo especificas de virus influenza
H3N2. As estruturas de ligacdo podem ser epitopos nas proteinas e/ou
polipeptideos. Estes podem ser lineares, mas também estruturais e/ou
conformacionais. Em uma forma de realizagdo, as estruturas de ligagdo
podem ser analisadas por meio da andlise PEPSCAN (ver inter alia WO
84/03564, WO 93/09872, Slootstra et al., 1996). Alternativamente, uma
biblioteca de peptideo aleatério que compreende os peptideos de uma proteina
de virus influenza H3N2 pode ser avaliado pelos peptideos capazes da ligagdo
as moléculas de ligagdo da invengdo. As  estruturas de
ligagdo/peptideos/epitopos observados podem ser usados como vacinas e para
o diagnostico das infecgdes do virus influenza H3N2. nos caso de fragmentos
outros do que proteinas e/ou polipeptideos sdo ligados pelas moléculas de
ligagdo, estruturas de ligagdo podem ser identificados por meio de
espectrometria de massa, cromatografia liquida de desempenho alto e
ressonancia magnética nuclear.

Em um aspecto adicional, a inven¢do fornece um método de
avaliacdo da molécula de ligagdo (ou um fragmento funcional ou variante
deste) para a ligagdo especifica a0 mesmo epitopo de virus influenza H3N2,
como o epitopo ligado por uma molécula de ligagdo humana da inven¢do, em
que o método compreende as etapas de (a) contactar uma molécula de ligacdo
a ser avaliada, a molécula de ligagdo da invenc¢do e virus influenza H3N2 ou
um fragmento deste, (b) medir se a molécula de ligagéo a ser avaliada é capaz

de competir para a especificamente ligagdo ao virus influenza H3N2 ou um
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fragmento deste com a molécula de ligacdo da inveng@o. Em uma etapa
adicional pode ser determinada, se as moléculas de ligagdo avaliadas que séo
capazes de competir para a ligagdo especificamente ao virus influenza H3N2
ou um fragmento deste tem a neutralizagdo da atividade. A molécula de
ligagdo que € capaz de competir para a ligacdo especificamente ao virus
influenza H3N2 ou um fragmento deste com a molécula de ligacdo da
invengdo € outra parte da presente inven¢do. No método de avaliagdo descrito
acirha, “ligacdo especificamente a0 mesmo epitopo” também considera a
ligagdo especifica a0 mesmo epitopo substancialmente ou essencialmente
como o epitopo ligado pela molécula de ligagdo da invengdo. A capacidade de
bloquear, ou competir com, a ligacdo das moléculas de ligacdo da invengéo ao
virus influenza H3N2 tipicamente indicam que a molécula de ligag¢do a ser
avaliado liga-se a um epitopo ou local de ligacdo no virus influenza H3N2
que estruturalmente sobrepde com o local de liga¢do no virus influenza H3N2
que ¢é imunoespecificamente reconhecido pelas moléculas de ligagdo da
invencdo. Alternativamente, este pode indicar que a molécula de ligacéo a ser
avaliada liga-se a um epitopo ou local de ligacdo que é suficientemente
proximo ao local de ligagdo imunoespecificamente reconhecido pelas
moléculas de ligagdo da invencd@o para inibir estericamente ou de outra
maneira a ligagdo das moléculas de ligacdo da invengdo ao virus influenza
H3N2.

Em geral, a inibicdo competitiva é medida por meios de um
ensaio, em que uma composi¢cdo de antigeno, isto é uma composi¢cdo que
compreende virus influenza H3N2 ou fragmentos destes, ¢ misturado com
referéncias das moléculas de ligacdo, isto € as moléculas de ligagdo da
invencio e moléculas de ligacdo a serem avaliadas. Usualmente, as moléculas
de ligacdo a serem avaliadas estdo presentes em excesso. Os protocolos com
base em ELISAs e Western blotting s@o adequados para uso em tais estudos

de competicdo simples. Pelo uso de espécies ou anticorpos secundarios de
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isotipo uma pessoa serd capaz de detectar a referéncia da ligacdo das
moléculas de ligacdo, a ligagdo de que serd reduzida pela presenga da
molécula de ligagdo a ser avaliada que reconhece substancialmente o mesmo
epitopo. Em conduta, o estudo de competigdo da molécula de liga¢do entre a
referéncia da molécula de ligacdo e qualquer molécula de ligagdo a ser
avaliada (sem restrigdo das espécies ou isotipo), um pode primeiro rotular a
referéncia da molécula de ligacdo com um rétulo detectavel, tal como, por
exemplo, biotina, um enzimatico, um radioativo ou outro rétulo para capacitar
a identificagdo subsequente. As moléculas de liga¢do identificadas pelos .
ensaios de bdmpeti{;éo (“moléculas de ligégﬁo competitivas” ou “moléculas
de ligacdo reativas cruzadas”) incluem, mas ndo sfo limitados a, anticorpos,
fragmentos de anticorpo e outros agentes de ligacdo que ligam-se a um
epitopo ou local de ligagdo ligado por referéncia da molécula de ligagdo, isto
¢ a molécula de ligacdo da invengdo, bem como anticorpos, fragmentos de
anticorpos e outros agentes de ligacdo que ligam-se a um epitopo ou local de
ligagdo suficientemente proximo a um epitopo ligado pela referéncia da
molécula de ligacdo para a ligacdo competitiva entre as moléculas de ligacio
a serem avaliadas e a referéncia da molécula de ligagdo ocorrem.
Preferivelmente, as moléculas de ligagdo competitivas da inven¢do, quando
presente em excesso, inibird a ligagdo especifica da referéncia da molécula de
ligacdo as espécies alvos selecionados por pelo menos 10 %, preferivelmente
por pelo menos 25 %, mais preferivelmente por pelo menos 50 % e mais
preferivelmente por pelo menos 75 % a 90 % ou ainda mais. A identificagéo
de uma ou mais moléculas de ligagdo competitivas que ligam-se a cerca de,
substancialmente, essencialmente ou no mesmo epitopo das moléculas de
ligacdo da inven¢do € um assunto técnico direto. Como a identificacdo das
moléculas de ligacdo competitivas € determinada em comparagcdo a uma
referéncia da molécula de ligagdo, isto é a molécula de ligagdo da invengao,

sera entendido que atualmente determina o epitopo no qual a referéncia da
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molécula de ligagdo e a molécula de ligacdo competitiva ndo liga-se em
qualquer maneira requerido a fim de identificar uma molécula de ligagdo
competitiva que ligam-se a0 mesmo ou substancialmente o mesmo epitopo
como a referéncia da molécula de liga¢do. A invencdo ainda ¢ ilustrada nos
seguintes exemplos e figuras. Os exemplos ndo sdo pretendidos limitar dentro

do escopo da invengdo em qualquer maneira.

EXEMPLOS

Exemplo 1 Construg@o de bibliotecas de apresentagdo de fago
scFv usando RNA extraido de células B de meméria ,

O sangue periférico foi coletadd a partir dos doadores
saudaveis normais por venopungédo nos tubos de amostras de anti-coagulacéo
EDTA. As bibliotecas de apresentacdo de fago scFv foram obtidas como
descritos no WO 2008/028946, que é incorporado por referéncia neste. As
células B de memoria (CD24+/CD27+) foram separadas a partir de células B
simples (CD24+/CD27-) e células T de memoria (CD24-/CD27+) e na
proxima etapa, células B de memoria IgM (IgM+) foram separadas da
mudanca das células B de memoria (IgM-) usando a expressdo IgM. O RNA
foi isolado das células B de memoéria IgM e cDNA preparado.

Um método de amplificagdo de PCR de dois ciclos foi
aplicado usando o iniciador apresentado, mostrado nas Tabelas 1 e 2 para
isolar a imunoglobulina VH e regides VL a partir do repertorio doador
respectivo.

A amplificag@o do primeiro ciclo no cDNA respectivo usando
o iniciador apresentado mencionado na Tabela 1 produziu 7, 6 e 9 produtos de
cerca de 650 pares de base para respectivamente regides VH, Vcapa e
Vlambda. Para a amplificag@o da regido VH de célula B de memoaria IgM do
iniciador constante OCM foi usado em combinagdo com OHI a OH7. o
programa de ciclo térmico para as amplifica¢cdes de primeiro ciclo foi: 2

minutos 96°C (etapa de desnaturagdo), 30 ciclos de 30 segundos 96°C/ 30
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segundos 55°C/ 60 segundos 72°C, 10 minutos 72°C alongamento final e
refrigeracdo a 4°C. Os produtos foram carregados e isolados de um gel de
agarose 1 % usando as colunas de extragdo em gel (Qiagen) e eluido em 50 pl
de 1 mM de Tris-HCI pH 8,0. Dez por cento dos produtos de primeiro ciclo (5
pl) foi submetido a amplificagdo de segundo ciclo usando os iniciadores
mencionados na Tabela 2. Estes inibidores foram estendidos com locais de
restri¢do capazes da clonagem direcional das regides VL e VH respectivas no
vetor de apresentagdo de fago PDV-C06. O programa PCR para as
amplificagdes de segundo ciclo foi como seguem: 2 minutos 96°C (etapa de
desnaturacdo), 30 ciclos de 30 segundos 96°C/ 30 segundos 60°C/ 60
segundos 72°C, 10 minutos 72°C alongamento final e refrigeracdo 4°C. Os
produtos de segundo ciclo (~350 pares de base) foram primeiro unidos de
acordo com a ocorréncia natural de segmentos J observados nos produtos do
gene de imunoglobulina, resultando em 7, 6 e 9 grupos para respectivamente
as regides variaveis VH, Vcapa e Vlambda (ver Tabelas 3 e 4). Para obter
uma distribui¢do normalizada das sequéncias de imunoglobulina na biblioteca
imune os grupos de cadeias leves 6 Vcapa e 9 Vlambda foram misturados de
acordo com as porcentagem mencionadas na Tabela 3. Este grupo VL final
simples (3 pg) foi digerido durante a noite com enzimas de restri¢do Sall e
Notl, carregado e isolado de um gel de agarose a 1,5 % (~350 pares de base)
usando colunas de extragdo em gel Qiagen e ligado em vetor Sall-Notl cut
PDV-C06 (~5000 pares de base) como seguem: 10 pl de vetor PDV-C06 (50
ng/ul), 7 ul de inser¢do VL (10 ng/ul), 5 ul de tampao de ligagdo 10X (NEB),
2,5 de T4 DNA Ligase (400 U/ul) (NEB), 25,5 pl de agua ultrapura (vetor
para inserir a razdo foi 1:2). A ligacdo foi realizada durante a noite em um
banho de agua de 16°C. Proximo, o volume foi duplicado com agua, extraido
com um volume igual de fenol-clorofémio-isoamildlcool (75:24:1)
(Invitrogen) seguido pela extracdo de clorofémio (Merck) e precipitado com 1

ul de Pellet Paint (Novogen), 10 pl de acetato de sédio (3 M de pH 5,0) e 100
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pul  de isopropanbl por 2 horas a -20°C. A amostra obtida foi
subsequentemente centrifugada a 20,000 xg por 30 minutos a 4°C. O
precipitado obtido foi lavado com 70 % de etanol e centrifugado por 10
minutos a 20,000 xg em temperatura ambiente. O etanol foi removido pela
aspiracdo a vacuo e o granulo foi secado em ar por diversos minutos e ento
dissolvido em 50 pl de tampdo contendo 10 mM de Tris-HCI, pH 8,0. 1 ul de
mistura de ligagdo foi usada pela transformacg@o de 40 ul de TG-1 células
eletro-competentes (Stratagene) em um cadinho de eletroporagdo de 0,1 cm
resfriado (Biorad) usando um aparelho Genepulser II (Biorad) apresentado a
1,7 kV, 200 Ohim, 25 uF‘(temp-o constante ~4,5 msec). Diretamente apds o
pulso, as bactérias foram retiradas a partir do cadinho com 1000 ul do meio
SOC (Invitrogen) contendo 5 % de glicose (p/v) (Sigma) a 37°C e transferido
a um tubo de cultura de fundo redondo de 15 ml. Outro 500 pl de
glicose/SOC foi usado para retirar a bactéria residual a partir do cadinho e foi
adicionado ao tubo de cultura. As bactérias foram recuperadas pela cultura
exatamente por uma hora a 37°C em uma incubadora agitadora a 220 rpm. As
bactérias transformadas foram colocadas em amplos discos de petri quadrados
de 240 mm (NUNC) contendo 200 ml de agar 2TY (16 g/l bacto-triptona, 10
g/l de extrato de bacto-levedura, 5 g/l de NaCl, 15 g/l de agar, pH 7,0)
suplementado com 50 pg/ml de ampicilina e 5 % de glicose (p/v) (Sigma). A
diluigdo 1 a 1000 foi colocada para a contagem de propdsitos em 15 cm
discos de petri contendo o mesmo meio. Este procedimento de transformacio
foi repetido sequencialmente vinte vezes e a biblioteca completa foi colocada
em um total de trinta discos de petri quadrados amplos e desenvolvidos
durante a noite em um forno de cultura de 37°C. Tipicamente, cerca de 1x10’
cfu foram obtidos usando o protocolo acima. A biblioteca de cadeia leve VL
de intermediario foi coletado a partir das placas pela raspagem branda na
bactéria no meio 10 ml 2TY por placa. A massa celular foi determinada pela

medigdo OD600 e duas vezes 500 OD da bactéria foi usada para a preparacéo
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de DNA de plasmideo maxi usando duas colunas P500 maxiprep (Qiagen) de
acordo com as instruc¢des do fabricante.

Andlogos as regides varidveis VL, os produtos VH-JH de
segundo ciclo foram primeiro misturados juntos para obter a distribui¢do de
uso de segmento J normal (ver Tabela 4), resultando em 7 subgrupos VH
denominados PH1 a PH7. Os grupos foram misturados para adquirir uma
distribuicdo da sequéncia normalizada usando as porcentagens descritas na
Tabela 4, obtendo uma fragdo VH que foi digerida com enzimas de restrigdo
Sfil e Xhol e ligadas na biblioteca intermedidria Sfil-Xhol cut PDV-VL
obtida como descrito acima. A apresentacdo da ligagdo, método de
purificacdo, transformacdo subsequente de TGl e coleta de bactéria foi
exatamente como descrito pela biblioteca intermediaria VL (ver acima). A
biblioteca final (aproximadamente 5 x 10° cfu) foi checada pela frequéncia de
insercdo com uma coldnia PCR usando uma série iniciadora flanqueando as
regides VH-VL inseridas. Mais do que 95 % das col6nias mostrou uma
inser¢do de comprimento correto (ver Tabela 5). Os produtos PCR de coldnia
foram usados para a andlise de sequéncia de DNA subsequente para checar a
variacdo da sequéncia e para avaliar a porcentagem das colOnias que mostram
um ORF completo. Este foi tipicamente acima 70 % (ver Tabela 5). A
frequéncia das mutagdes nos genes V também foi analisada. Fora das 50
sequéncias, 47 (94 %) ndo foram configuracdo da linha de germinativa
indicativa de um processo de maturagdo e consiste com o fendtipo de
memoria das células B usadas como uma fonte RNA para a biblioteca.
Finalmente, a biblioteca foi resgatada e amplificada pelo uso de fagos
auxiliares CT (ver WO 02/103012) e foi usado pela selecdo de anticorpo de
fago} pelos métodos de panning como descrito abaixo.

Exemplo 2

Selecdo de fagos que realizam os fragmentos Fv de cadeia

simples contra subtipos de H3 e H7 de Influenza A e Influenza B.
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Os fragmentos de anticorpo foram selecionados usando
bibliotecas de anticorpo de apresentagdo de fago construido essencialmente
como descrito acima e tecnologia de apresentagdo de fago geral e tecnologia
MABSTRACT® essencialmente como descrito no Ntmero de Patente U.S.
6.265.150 e no WO 98/15833 (ambos os quais sdo incorporados por
referéncia neste). Além disso, os métodos e fagos auxiliares como descritos
no WO 02/103012 (que € incorporado por referéncia neste) foram usados na
presente invengao.

A selegdo foi realizada contra hemaglutinina recombinante
(HA) de subtipo H3 e H7 de influenza A (A/Wisconsin/67/2005)
(A/Netherlands/219/2003) ou influenza B (B/Ohio/01/2005). Os antigenos
HA foram diluidos em PBS (5,0 ug/ml), adicionado aos tubos MaxiSorp ™
Nunc-Immuno (Nunc) e incubados durante a noite a 4°C em uma roda de
rotagdo. Os imunotubos foram esvaziados e lavados trés vezes no tampao de
bloco (2 % de leite em po6 desnatado (ELK) em PBS). Subsequentemente, os
imunotubos foram enchidos completamente com o tampdo de bloco e
incubados por 1 a 2 horas em temperatura ambiente. As aliquotas de
biblioteca de apresentag¢do de fago (500-1000 pl, 0,5 x 10” — 1 x 10" cfu,
amplificado usando o fago auxiliar CT (ver WO 02/103012)) foram
bloqueados no tampdo de bloqueamento suplementado com 10 % de soro
bovino fetal ndo inativado por calor e 2 % de soro de camundongo por 1-2
horas em temperatura ambiente. A biblioteca de fago bloqueada foi
adicionada aos imunotubos, incubado por 2 horas em temperatura ambiente e
lavado com tampdo de lavagem (0,05 % (v/v) Tween-20 em PBS) para
remover os fagos ndo ligados. Os fagos ligados foram eluidos a partir do
antigeno respectivo pela incubagdo com 1 ml de 100 mM de trietilamina
(TEA) por 10 minutos em temperatura ambiente. Subsequentemente, os fagos
eluidos foram misturados com 0,5 ml de 1 M de Tris-HCI pH 7,5 para

neutralizar o pH. Esta mistura foi usada pra infectar 5 ml de uma cultura XL1-
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Blue E.coli que foi desenvolvido a 37°C a um OD 600 nm de
aproximadamente 0,3. Os fagos foram deixados infectar a bactéria XL.1-Blue
por 30 minutos a 37°C. Entfo, a mistura foi centrifugada por 10 minutos a
3000 xg em temperatura ambiente e o granulo bacteriano foi recolocado em
suspensdo em 0,5 ml de meio de extrato de levedura 2-trypton (2TY). A
suspensdo bacteriana obtida foi dividida em duas placas de 4gar 2TY
suplementado com tetraciclina, ampicilina e glicose. Apds a incubagio
durante a noite das placas a 37° C, as col6nias foram sucateado a partir das
placas e wusadas para preparar uma biblioteca de fago enriquecida,
essencialmente como descrito por De Kruif ef al. (1995a) e WO 02/103012.
Brevemente, as bactérias raspadas foram usadas para inocular o meio 2TY
contendo ampicilina, tetraciclina e glicose e desenvolvimento em uma
temperatura de 37° C a um OD 600 nm de ~0,3. Os fagos auxiliares CT foram
adicionados e deixados infectar pela bactéria apds no qual o meio foi mudado
ao 2TY contendo ampicilina, tetraciclina e canamicina. A incubagdo foi

continuada durante a noite a 30° C. O proximo dia, as bactérias foram

-removidas a partir do meio 2TY pela centrifugacdo ap6s no qual os fagos no

meio foram precipitados usando o polietileno glicol (PEG) 6000/NaCl.
Finalmente, os fagos foram dissolvidos em 2 ml de PBS com 1 % de
albumina de soro bovino (BSA), esterilizado por filtro e usado para o proximo
ciclo de selecdo. O segundo ciclo de selegdo € realizado no mesmo subtipo
HA ou em HA do subtipo diferente.

Os dois ciclos consecutivos de selegdes foram realizados antes
do isolamento dos anticorpos de fago de cadeia simples individual. Apds o
segundo ciclo de seleg@o, as coldnias E.coli individuais foram usadas para
preparar os anticorpos de fagos monoclonais. Essencialmente, as col6nias
individuais foram desenvolvidas na fase log no formato de placa de 96
reservatorio e infectado com os fagos auxiliares VCS-M13 apds o qual a

producdo de anticorpo de fago foi deixada proceder durante a noite. Os
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sobrenadantes contendo os anticorpos de fago foram usados diretamente em
ELISA para a ligagdo aos antigenos HA. Alternativamente, os anticorpos de
fago foram precipitados por PEG/NaCl e esterilizados por filtro tanto para a
analise elisa quanto citometria de fluxo.

Exemplo 3 |

Validag@o dos anticorpos de fago de cadeia simples especifica
por HA

Os sobrenadantes selecionados contendo anticorpos de fago de
cadeia simples que foram obtidos nas avaliagdes descritas acima foram
avalidadas em ELISA para a especificidade, isto € a ligagdo aos antigenos HA
diferentes. Para este proposito, o baculovirus expressado recombinante H3
(A/Wisconsin/67/2005), H7 (A/Netherlands/219/2003) e B (B/Ohio/01/2005)
HA’s (Protein Sciences, CT, USA) foram revestidos as placas MaxisorpTM
ELISA. Apoés revestimento, as placas foram lavadas trés vezes com PBS
contendo 0,1 % de v/v Tween-20 e bloqueada em PBS contendo 3 % de BSA
ou 2 % de ELK por 1 hora em temperatura ambiente. Os anticorpos de fago
de cadeia simples selecionado foram incubados por 1 hora em um volume
igual de PBS contendo 4 % de ELK para obter os anticorpos de fagos
bloqueados. As placas foram esvaziadas, lavadas trés vezes com PBS/0,1 %
de Tween-20 e os anticorpos de fago de cadeia simples bloqueados foram
adicionados aos reservatorios. A incubag@o foi deixada proceder por uma
hora, as placas foram lavadas com PBS/0,1 % de Tween-20 e anticorpos de
fagos ligados foram detectados (usando a medi¢do OD 492 nm) usando um
anticorpo anti-M13 conjugado a peroxidase. Como um controle, o
procedimento foi realizado simultaneamente sem o anticorpo de fago de
cadeia simples e com um anticorpo de fago de cadeia simples de controle
negativo ndo relacionado. A partir das sele¢des nos antigenos HA diferentes
com as bibliotecas de célula B de memoria IgM, 6 anticorpos de fago de

cadeia simples tnicos especificos tanto para o H3 HA recombinante quanto
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H7 HA foram obtidos (SC08-001, SC08-003, SC08-006, SC08-014, SC08-
017 e SC08-018). Além disso, 2 anticorpos de fago de cadeia simples tnicos
especificos para o H3 HA recombinante (SC08-015 e SC08-016) e 5 para o
H7 HA recombinante (SC08-007, SC08-009, SC08-010, SC08-011 e SC08-
013) foram isolados. Ver tabela 6.

Alternativamente, o precipitado PEG/NaCl- e anticorpos de
fago esterilizados por filtro foram usados para validar a ligagdo elisa e
especificidade. Para este proposito, a influenza A HI recombinante de
bacilovirus expressado (A/New Caledonia/20/1999), H3
(A/Wisconsin/67/2005), H5 (A/Vietnam/1203/2004), H7
(A/Netherlands/219/2003) e influenza B (B/Ohio/01/2005,
B/Malaysia/2506/2004, B/Jilin/219/2003) HA’s (Protein Sciences, CT, USA)
foram revestidas as placas Maxisorp™™ ELISA. Apés revestimento, as placas
foram lavadas trés vezes com PBS contendo 0,1 % v/v Tween-20 e bloqueado
em PBS contendo 3 % de BSA ou 2 % de ELK por 1 hora em temperatura
ambiente. Os anticorpos de fago de cadeia simples selecionados foram
incubados por 1 hora em um volume igual de PBS contendo 4 % de ELK para
obter anticorpos de fago bloqueados. As placas foram esvaziadas, lavadas trés
vezes com PBS/0,1 % de Tween-20 e os anticorpos de fago de cadeia simples
bloqueada foram adicionados aos reservatorios. A incubagdo foi deixada
proceder por uma hora, as placas foram lavadas com PBS/0,1 % de Tween-20
e anticorpos de fago ligados foram detectados (usando mediagdo OD 492 nm)
usando um anticorpo anti-M13 conjugado a peroxidase. Como um controle, o
procedimento foi realizado simultaneamente sem anticorpo de fago de cadeia
simples € com um anticorpo de fago de cadeia simples de controle negativo.
A partir das sele¢des nos antigenos HA diferentes com as bibliotecas de célula
B de memoria IgM, 2 anticorpos de fago de cadeia simples tUnicos especificos
pelo H1, H3 e H7 HA recombinantes foram obtidos (SC08-001 e SC08-014).

Além disso, 6 anticorpos de fago de cadeia simples Unicos especificos para o
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H3 HA recombinante (SC08-003, SC08-006, SC08-015, SC08-016, SCO8-
017 e SC08-018) e 5 para H7 HA recombinante (SC08-007, SC08-009, SC08-
010, SC08-011 e SC08-013) foram isolados. Ver tabela 7.

Alternativamente, anticorpos de fago esterilizados por filtro e
precipitado por PEG/NaCl foram usados para validar a ligagdo e
especificidade pela analise FACS. Para este proposito, subtipos H1 de
influenza A recombinante de comprimento total (A/New Caledonia/20/1999),
H3 (A/Wisonsin/67/2005), HS(TV), H7 (A/Netherlands/219/2003) e influenza
B (B/Ohio/01/2005) HA’s foram expressados na superficie das células
PER.C6. As células foram incubadas com anticorpos de fago cadeia simples
por 1 hora seguido por trés etapas de lavagem com PBS+0,1 % de BSA. Os
fagos ligados foram detectados usando anticorpo M13 conjugado por FITC. A
partir das sele¢Oes nos antigenos HA diferentes com as bibliotecas de célula B
de memoria IgM, um anticorpo de fago de cadeia simples especifico para os
subtipos H1, H3 e H7 HA de influenza A foi isolado (SC08-001). Além disso,
6 anticorpos de fago de cadeia simples unicos especificos para o H3 HA
(SC08-003, SC08-006, SC08-015, SC08-016, SC08-017 e SC08-018), 4
anticorpos de fago de cadeia simples tnicos especificos para o H7 HA (SCO08- |
007, SC08-010, SC08-011 e SC08-013) foram isolados. Ver tabela 8. Destes,
seis anticorpos de fago (SC08-001, SC08-003, SC08-015, SC08-016, SCO08-
017, SC08-018) foram usados para a construgdo de imunogloublinas humanas
totais para a caracterizagdo adicional (ver Exemplo 5).

Exemplo 4

Selecdo e validagdo de clones de células B imortalizados
especificos pela influenza A (H3N2) HA

Além disso, a apresentacdo de fago, as moléculas de ligagdo da
presente invencdo também podem ser isoladas por outros métodos, por
exemplo, usando células B imortalizadas, como descrito no, por exemplo,

WO 2007067046. As células de memoria IgM imortalizadas (CD19+/CD27+,
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IgD+), derivadas de doadores vacinados, foram tingidos com APC rotulado
por H3 HA e célula simples sortida na cultura de dilui¢do limitante. Apos a
recuperagdo e expansdo celular os sobrenadantes das células sortidas H3 HA
foram medidas pela fase solida ELISA pela imunoreatividade H1, H3 e H7.
Subsequentemente, as células B especificas alvos foram
caracterizadas pela atividade de ligagdo e neutralizacdo. As células B foram
clonadas pela dilui¢do limitante para produzir clones simples. Os clones
foram semeados nas placas de cultura e as células cultivadas por 14 dias. Os
sobrenadantes dos clones foram avaliados pela produg@o de anticorpos
monoclonais anti-HA que ligam-se as 293 células transfectadas por HA que
expressam H1, H3, H5 e H7 derivado de HA. Como um controle para um
tingimento especifico ou basico, as 293 células néo transferidas foram usadas.
A fim de determinar se os sobrenantes de clone celular de
célula B selecionado contendo os anticorpos IgM ou IgG que foram obtidos
nas avalia¢des descritas acima foram capazes de bloquear a infecgcdo da
influenza A (H3N2), um ensaio de neutralizacdo do virus in vitro (VNA) foi
realizado. O VNA foi realizado nas células MDCK (ATCC CCL-34). As
células MDCK foram cultivadas no meio celular de cultura MDCK (meio
MEM suplementado com antibidticos, 20 mM de Hepes e 0,15 % de
bicarbonato de sédio (p/v) (meio MEM completo), suplementado com 10 %
de soro bovino fetal (v/v)). A cepa H3N2 (A/Wisconsin/67/2005), que foi
usada no ensaio foi diluido a um titulador de 5,7 x 10° de TCID50/ml (50 %
de dosagem infectiva de cultura de tecido por ml), com o titulador calculado
de acordo com um método de Spearman e Karber. As preparagdes IgG ou
IgM foram seriamente 2 vezes diluidas (1:2 - 1:64) no meio MEM completo
nos recipientes quadruplicados. 25 pl da diluigdo IgG respectiva foi misturada
com 25 pl da suspensdo do virus (100 TCID50/25 pl) e incubado por uma
hora a 37°C. A suspensdo foi entdo transferida na quadruplicagdo nas placas

de 96 reservatdrios contendo culturas MDCK confluentes em 50 pl de meio
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MEM completo. Antes do uso, as células MDCK foram semeadas nas células
3 x 10* por reservatério no meio da cultura celular MDCK, desenvolvimento
até as células serem atingidas por confluéncia, lavadas com 300-350 pl de
PBS, pH 7,4 e finalmente 50 pl do meio MEM completo foi adicionado a
cada reservatorio. As células inoculadas foram cultivadas por 3-4 dias a 37°C
e diariamente observada para o desenvolvimento do efeito citopatogénico
(CPE). O CPE foi comparado ao controle positivo.
| Dos sobrenadantes 187 IgG testados, 43 foram observados
para neutralizar a cepa H3N2 (A/Wisconsin/67/2005) usada neste ensaio.
Destes, 14 foram usados para as imunoglobulinaé de construgio de humana
IgG como descrito no exemplo 5.

Exemplo 5

Construgdo de moléculas de imunoglobulina totalmente
humana (anticorpos monoclonais humanos) a partir dos Fvs selecionados da
cadeia simples e clones de célula B

A partir do DNA de plasmideo dos clones de anticorpos de
fago (scFv) de cadeia simples especifica selecionada foi obtido e nucleotideo
e as sequéncias de aminodcidos foram determinadas de acordo com as
técnicas padrdo. As regides variaveis de cadeia leve e pesada dos scFvs foram
clonadas diretamente pela digestdo de restri¢do para a expressdo nos vetores
de expressdo IgG plg-C911-HCgamal (ver SEQ ID N°: 189), pIG-C909-
Ccapa (ver SEQ ID N°: 190), ou plg-C910-Clambda (ver SEQ ID N°: 191).
As regides variaveis de cadeia leve e pesada dos clones de célula B foram
amplificados por PCR e clonados diretamente pela digestdo de restrigdo para
a expressdo nos vetores de expressdo IgG plg-C911-HCgamal (ver SEQ ID
N°: 190), pIG-C909-Ccapa (ver SEQ ID N°: 191), ou plg-C910-Clambda (ver
SEQ ID N°: 192). A identidade do gene VH e VL (ver Tomlinson IM et al. V-
BASE Sequence Directory. Cambridge United Kingdom: MRC Centre for

Protein Engineering (1997)) dos scFvs foram determinadas (ver Tabela 9).
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As sequéncias de nucleotideos para todas as construgdes foram
verificadas de acordo com as técnicas padrio conhecidas ao técnico
habilitado. As construgdes de expressdo resultante que codifica a cadeia leve e
pesada IgG1 humana foram transientemente expressadas em combinag¢io nas
células 293T e sobrenadantes contendo anticorpos IgGl humanos foram
obtidos e produzidos usando procedimentos de purificagdo padrio. Os
anticorpos IgG1 humanos foram titulados em uma faixa de concentragio de
entre 10 e 0,003 pg/ml contra antigeno H3, H7 ou B (dados ndo mostrados).
Um anticorpo néo relacionado foi incluido como um anticorpo de controle.

A sequéncia dé aminoacido dos CDRs da cadeia leve e pesada
das moléculas de imunoglobulina selecionadas ¢ dada na Tabela 9. A
sequéncia de nucleotideo e sequéncia de aminoacido das regides variaveis de
cadeia leve e pesada sdo dadas abaixo. As imunoglobulinas compreendem a
regido constante de cadeia leve e pesada de CR6261, como dado abaixo.

Exemplo 6

A neutralizagdo in vitro de virus influenza pelos IgGs de
ligagdo H3N2 (ensaio de neutralizagdo do virus)

A fim de determinar se os IgGs selecionados foram capazes de
bloquear a infec¢do da influenza A (H3N2), um ensaio de neutralizac¢io in
vitro do virus (VNA) foi realizado. O VNA foi realizado nas células MDCK
(ATCC CCL-34). As células MDCK foram cultivadas no meio de cultura
celular MDCK (meio MEM suplementado com antibidticos, 20 mM de Hepes
e 0,15 % de bicarbonato de sédio (p/v) (meio MEM completo), suplementado
com 10 % de soro bovino fetal (v/v)). A cepa H3N2 (A/Wisconsin/67/2005)
que foi usada no ensaio foi diluido a um titulador de 5,7 x 10° de TCID50/ml
(50 % de dosagem infectiva de cultura de tecido por ml), com o titulador
calculado de acordo com a método de Spearman e Karber. As preparagdes
IgG (200 pg/ml) foram seriamente 2 vezes diluidas (1:2 - 1:512) em meio
MEM completo nos recipientes duplicados. 25 pl da diluigdo IgG respectiva
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foi misturada com 25 pl da suspensdo do virus (100 TCIDS50/25 pl) e
incubada por uma hora a 37°C. A suspensdo foi entdo transferida na
quadruplicagdio nas placas de 96 reservatdrios contendo culturas MDCK
confluentes em 50 pl de meio MEM completo. Antes do uso, as células
MDCK foram semeadas nas células 3 x 10* por reservatério em meio de
cultura celular MDCK, desenvolvido até as células foram atingidas a
confluéncia, lavadas com 300-350 pl de PBS, pH 7,4 e finalmente 50 ul de
meio MEM completo foi adicionado a cada reservatério. As células
inoculadas foram cultivadas por 3-4 dias a 37°C e diariamente observada para
o desenvolvimento do efeito citopatogénico (CPE). CPE foi vcompara’do ao
controle positivo.

Os anticorpos anti-H3 HA e/ou anti-H7 HA humanos do
Exemplo 5 foram submetidos ao VNA descrito acima. Destes anticorpos,
todos os anticorpos, exceto CR8040, CR8052 e CR8069, neutralizados a cepa
A/Wisconsin/67/2005 H3N2. As concentragdes (em pg/ml) no qual estes
anticorpos protegem as culturas MDCK contra CPE s2o dados na Tabela 11.

Exemplo 7

Reatividade de ligagfo cruzada de anti-H3N2 IgGs

Os anticorpos IgG que neutralizam H3N2 descritos acima
foram validados em ELISA pela especificidade de ligagdo, isto ¢ ligagcdo aos
antigenos HA diferentes. Para este proposito, o bacilovirus expressado H1
recombinante (A/New Caledonia/20/1999), H3 (A/Wisconsin/67/2005,
A/New York/55/2004, A/Wyoming/3/2003) e H7 (A/Netherlands/219/2003)
HA’s (Protein Sciences, CT, USA) foram revestidas as placas Maxisorp
ELISA. Apoés revestimento, as placas foram lavadas trés vezes com PBS
contendo 0,1 % de v/v Tween-20 e bloqueado em PBS contendo 3 % de BSA
ou 2 % de ELK por 1 hora em temperatura ambiente. As placas foram
esvaziadas, lavadas trés vezes com PBS/0,1 % de Tween-20 e os anticorpos

IgG foram adicionados aos reservatérios. A incubagdo foi deixada proceder
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por uma hora, as placas foram lavadas com PBS/0,1 % de Tween-20 e
anticorpos ligados foram detectados (usando a medi¢do OD 492 nm) usando
um anticorpo anti-humano IgG conjugado a peroxidase. Como um controle,
um IgG n&o relacionado CR4098 foi usado.

A partir dos anticorpos de neutralizagdo H3N2 selecionados,
CR8001 mostra a ligacdo cruzada de heterosubtipico em todos os HA’s
recombinantes testados, CR8020, CR8021, CR8041, CR8043 e CR&057
mostram a ligacdo cruzada heterosubtipica em todos os 3 H3 HA’s testados
bem como o H7 HA. CR8003, CR8015, CR8016, CR8017, CR8018, CR8038,
CR8039, CR8040, CR8049, CR8050, CR8052 e CR8069 mostram a ligacdo
cruzada em todos os 3 H3 HA’s testados. Um anticorpo, CR8019, mostra a
ligagdo apenas 2 de H3 HA’s. Ver tabela 12.

Adicionalmente, os anticorpos de neutralizacgio H3N2
selecionados foram usados para testar ligacdo heterosubtipica pela analise
FACS. Para este propdsito, os subtipos H1 de influenza A recombinante de
comprimento total (A/New Caledonia/20/1999), H3 (A/Wisonsin/67/2005) e
H7 (A/Netherlands/219/2003) HA’s foram expressados na superficie das
células PER.C6. As células foram incubadas com anticorpos IgG por 1 hora
seguido por trés etapas de lavagem com PBS+0,1 % de BSA. Os anticorpos
ligados foram detectados usando anticorpo anti-humano conjugado por PE.
Como um controle, as células PER.C6 nio transfectadas foram usados.

A partir dos anticorpos de neutralizagdo H3N2, CRS8001
mostra a atividade cruzada de ligagdo aos subtipos H1, H3 e H7 HA de
influenza A mas nao células PER.C6 de tipo selvagem. Além disso, CR8020 e
CR8041 mostram a forte ligagdo tanto de H3 quanto H7 HA. CR8043 e
CR8057 mostram a forte ligagdo ao H3 HA e fraca ligacdo ac H7 HA.
CR8055 mostrou niveis inferiores de tingimento basico nas células PER.C6.
Os 13 anticorpos remanescentes mostram a ligacdo as células H3

transfectadas apenas. Ver tabela 12.
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Exemplo 8

Atividade de neutralizagdo cruzada de anti-H3N2 IgGs

A fim de determinar se os IgGs selecionados foram capazes de
bloquear as cepas de influenza A multiplas, ensaios de neutralizag¢do do virus
in vitro adicionais (VNA) foram realizadas. O VNA foi realizado nas células
MDCK (ATCC CCL-34). As células MDCK foram cultivadas no meio de
cultura celular MDCK (meio MEM suplementado com antibioticos, 20 mM
de Hepes e 0,15 % de bicarbonato de soédio (p/v) (meio MEM completo),
suplementado com 10 % de soro bovino fetal (v/v)). As cepas HIN1 (A/New
Caledonia/20/1999 A/Brisbane/59/2007 e A/Solomon Islands/IVR-145),
H3N2 (A/Hong Kong/1/68, A/Johannesburg/33/94, A/Panama/2000/1999,
A/Hiroshima/52/2005 and A/Wisconsin/67/2005), H7N3
(A/Mallard/Netherlands/12/2000) e H10 (A/Chick/Germany/N/49) que foram
usadas no ensaio foram todas diluidas em um titulador de 5,7 x 10° de
TCID50/ml (50 % de dosagem infectiva de cultura de tecido por ml), com o
titulador calculado de acordo com a método de Spearman e Karber. As
preparagdes IgG (80 pg/ml) foram seriamente 2 vezes diluidas (1:2 - 1:512)
em meio MEM completo nos recipientes duplicados. 25 pl da diluigdo IgG
respectiva foi misturada com 25 pl da suspenséo do virus (100 TCID50/25 ul)
e incubada por uma hora a 37°C. A suspensdo foi entdo transferida na
quadruplicagdo nas placas de 96 reservatérios contendo culturas MDCK
confluentes em 50 pl de meio MEM completo. Antes do uso, as células
MDCK foram semeadas nas células 3 x 10* por reservatério em meio de
cultura celular MDCK, desenvolvidas até as células atingiram confluéncia,
lavadas com 300-350 pl de PBS, pH 7,4 e finalmente 50 pl de meio MEM
completo foi adicionado a cada reservatorio. As células inoculadas foram
cultivadas por 3-4 dias a 37°C e diarilamente observada para o
desenvolvimento do efeito citopatogénico (CPE). CPE foi comparado ao

controle positivo.
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A partir do painel de anticorpos de neutraliza¢gdo H3N2,
CR8020 e CR8041 mostram atividade de neutralizagdo cruzada heterotipica
para todos os virus de subtipos H3, H7 e H10 de influenza A testados mas ndo
virus H1. Além disso, CR8043 mostram a neutraliza¢do cruzada em todas as
cepas de virus H3 e H10 testadas. CR8039, CR8041, CR8043 e¢ CR8057
mostram a neutraliza¢do cruzada de todos as cepas de virus H3 testados. Os
13 anticorpos adicionais mostram a neutralizago cruzada a mais do que 1 das
cepas de virus H3 testadas.Ver tabela 13.

Exemplo 9

Anticorpos anti-H3N2 ligam-se a conformacgao de pré-fusdo de
HA

A fim de determinar se os IgGs selecionados foram capazes da
ligacdo da conformacdo pré ou pds fusdo da molécula HA, um experimento
da mudanca de pH in vitro foi realizado.

Para este proposito, o subtipo H3 de influenza A recombinante
de comprimento total (A/Wisonsin/67/2005) HA foi expressado na superficie
das células PER.C6. Para ensaiar para a reatividade especifica nas
conformacdes HA estruturais diferentes, 3 x 10° células foram tratadas com
10 ug/ml de trypsin-EDTA em DMEM por 30 minutos em temperatura
ambiente, lavadas e incubadas por 5 minutos no PBS acidificado (pH 4,9),
lavadas e entdo incubadas por 20 minutos na presenga de 20 mM de DTT em
temperatura ambiente. As células foram unidas em cada etapa e células
aderentes nfo tratadas foram recolocadas em suspensdo em 0,05 % de EDTA.
As fragBes celulares de cada tratamenfo foram incubadas com anti-H3N2
IgGs CR8001, CR8020, CR8041, CR8043 e CR&057 por 30 minutos. As
células foram entdo incubadas por 30 minutos com anti-IgG conjugado por
ficoeritrina (Southern Biotech). As células tingidas foram analisadas usando
um FACS Calibur com software CELLQuest Pro (Becton Dickinson). A
ligagdo FACS de IgG1 a superficie H3 rHA expressada foi medida apds o
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tratamento sequencial com tripsina (barras listradas), pH 4,9 de meio
tamponado (barras brancas sélidas) e DTT (barras cruzadas) e expressadas
como ligag@o de porcentagem ao rHA néo tratado (barras pretas sélidas). Ver
Figura 2.

Os anticorpos CR8001, CR8020, CR8041 e CR8043 todos
mostram uma diminui¢cdo marcada na ligagdo apos a especificidade indicando
a mudanga de pH por um epitopo presente apenas antes do pH inferior
induzido pela mudanga conformacional da molécula HA. O anticorpo
CR8057 mostrou uma diminui¢@o na ligagdo apenas apds o tratamento DTT
indicando a especificidade para um epitopo independente de conformacio
disponivel apenas HA1 ¢ presente.

Exemplo 10

Anticorpo anti-H3N2 CR8041 evita a clivagem de HAO

A fim de determinar se os IgGs selecionados foram capazes de
proteger a molécula HA a partir da clivagem de protease, um ensaio de
susceptibilidade de protease in vitro foi realizado.

Para este proposito, 7,5 pg de subtipo H3 de influenza A
soluvel recombinante (A/Wisonsin/67/2005) HA (Protein Sciences, CT, USA)
foi submetido ao pH diferente (4,9, 5,3 e 8,0) tratamentos por 1 hora a 37°C.
Apds incubagio, as reagdes foram neutralizadas. As amostras foram digeridas
durante a noite com 0,5 pg de tripsina na presenca e auséncia de 7,5 pug de
fragmentos Fab CR8041 ou CR8057. As reagdes foram extinguidas pela
adi¢do de tampdo de carregamento SDS. 3pul de agente de reducdo Nupage
(Invitrogen) foi adicionado a cada amostra. As amostras foram realizadas em
um gel 4-12 % de BisTris em tampdo 1 x MOPS. Os grupos de proteinas
foram visualizados pelo tingimento azul coloidal (ver Figura 3). Na auséncia
de fragmentos Fab, a molécula H3 HA ¢ prontamente convertida a sua forma
de pos-fusdo susceptivel de protease no pH 4,9 ou 5,3, mas ndo em pH 8,0.

Na presenga de fragmento Fab CR8057 a degradacdo de H3 HA e deste modo
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a mudanc¢a conformacional no pH 4,9 ndo ¢ inibidor. Em constrasté, a
presenca de Fab CR8041 nfo apenas evita a mudanga conformacional H3 HA
e degradagdo em pH baixo, mas também a clivagem independente de pH de
HAO em HA1 e HAZ2. estes pontos de resultados em dire¢do a um epitopo
para CR8041 em, ou proximo do local de clivagem. Os experimentos de
competicdo (resultados ndo mostrados) com o painel de anticorpo anti-H3N2
indicam um epitopo de sobreposicdo e um mecanismo de trabalho similar
para os anticorpos CR8001, CR8020 e CR8043.

Exemplo 11

Mecanismo de agdo das moléculas de ligagdo da invengéo

A glicoproteina HA ¢ um trimero em que cada monomero
consiste de dois bissulfetos — glicopolipeptideos ligados (nomeados HA1 e
HA2) que sfo produzidos durante a infec¢do pela clivagem proteolitica de
um precursor (HAO). A clivagem € necesséria pela infectividade de virus visto
que é requerido para iniciar o HA para a fusdo de membrana, para permitir a
mudanca conformacional.

A ativag@o da molécula iniciada ocorre em pH inferior nos
endossomos, entre pHS e pH6 e requer as mudan(;aé extensivas nas estrutura
HA. A estrutura 3-dimensional dos conformacionais de pré-fusdo ndo clivada
(I), pré-fusdo clivada (II) e pos-fusio HA (III) sdo esquematicaente
mostrados na Figura 4.

In vitro, as mudangas conformacionais da molécula HA podem
ser imitados usando as células mamiferas expressadas de superficie HA.
Primeiro, a clivagem proteolitica pode ser disparada pela adigdo de tripsina as
células. Segundo, a mudan¢a conformacional pré- a pos-fusdo pode ser
atingida pela diminui¢do do pH. Adicionalmente, a parte HA1 da molécula
pode ser removida pela adicdo de um agente de reducdo semelhante ao DTT.
Nesta maneira e pela adi¢do dos anticorpos nos estagios especificos € possivel

para investigar em qual estdgio o anticorpo interfere com o processo de
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infeccdo. Até aqui, as células PER.C6® foram transfectadas com uma
constru¢do de expressdo H3 HA que abriga HA de A/Wisonsin/67/2005 e
submetido aos tratamentos diferentes como descrito no exemplo 10.

Para este experimento, as células foram primeiro incubadas
com anti-H3 mAbs antes da clivagem de tripsina e subsequentemente tratado
como descrito acima (ver Figura 5).

A ligacdo de anti-H3 mAbs foi detectado com anticorpo anti-
humano conjugado por PE de acordo com os protocolos padrdes. Os sinais de
fluorescéncia foram medidos pela andlise FACS. As ‘células apenas’ significa
o sinal obtido apds a ligagdo mAb as células ndo tratadas e foi apresentada a
100 %. Como pode ser visto na Figura 5, os mAbs ainda sdo ligados ao HA
seguindo aos tratamentos diferentes. Visto que foi mostrado no exemplo 10
acima que o H3 mAbs CR8020, CR8041 e CR8043 apenas liga-se ao estado
de pré-fusdo (isto € antes da mudanga conformacional devido ao pH inferior),
foi concluido que a ligagc@o do anticorpo de fato inibe a clivagem de tripsina
(ver também exemplo 10), pelo menos in vitro e deste modo também as
etapas subsequentes levando a mudanga conformacional e fusdo. O anticorpo
CR8057 que liga-se a parte HA1 da molécula HA préximo ao local de ligagéo
receptor € capaz da ligacdo ao HA apo6s a mudanga conformacional e, como
esperado, ¢ perdido quando a parte HA1 € removida seguindo o rompimento
das ligagGes de bissulfeto entre os dominios HA1 e HA2 pelo tratamento
DTT.

A inibicdo da clivagem de tripsina foi subsequentemente
confirmado em um experimento in vifro diferente. Primeiro, um experimento
de curso de tempo foi feito para determinar como H3 HA longo deve ser
incubado com tripsina para atingir a propria clivagem de HAO em HAI1 e
HA2. Até aqui, H3 HA soltuvel recombinante (A/Wisconsin/67/2005; Protein
Sciences, CT, USA) foi incubado em 4 mM de tamp&o de Tris.HCl em pH 8,0
contendo 6,7 pg/ml de Tripsina e 1 % de N-dodecil-B-demaltosid. A digestdo



10

15

20

25

94

de tripsina foi interrompido em diversos pontos de tempo pela adi¢cdo de 1 %
de BSA. As amostras foram realizadas no gel de SDS-page (reduzido) e
blotted de acordo com os métodos padrdo. Os grupos HAO, HA1 e HA2
foram detectados usando um anticorpo policlonal anti-H3HA de coelho
(Protein Sciences, CT, USA). Figura 6 mostra que 2 horas de incubagéo ¢
bastante por clivagem proxima completo evidenciado pela aparéncia dos
grupos HA1 e HA2 no gel de redugdo. Proximo, o H3 HA solavel
recombinante foi incubado com CR8020, CR8041, CR8043 ou CR8057 e
subsequentemente submetido a clivagem de tripsina a pH 8,0. A digestdo de
tripsina foi novamente interrompida em diversos pontos de tempo pela adigdo
de 1 % de BSA. As amostras foram realizadas em SDS-page (reduzido) e
blotted. Os grupos HAO, HA1 e HA2 foram detectados usando um anticorpo
policlonal anti-H3. Os resultados mostram que todos os trés mAbs CR8020,
CR8041 e CR8043 evitam a clivagem de tripsina in vifro visto que a
incubagdo da ligagdo H3 HA ao anticorpo com os resultados de tripsina na
proteg¢do da forma HAO de HA no gel (Figura 7). Em contraste, incubagéo de
H3 HA com um mAb de controle (CR8057) nas mesmas condi¢Ges resultam
no desaparecimento do grupo HAO. Este experimento confirma que os dados
debatidos no exemplo 10 por CR8041 e estende-se esta observacdo aos
anticorpos CR8020 e CR8043. As moléculas de ligacdo da invengdo deste
modo evitam pelo menos a clivagem de tripsina da molécula HAO, pelo
menos in vitro. E, entretanto, notado que este ndo exclui os efeitos inibidores
adicionais também sdo mediados pelos CR8020, CR8041 e CR8043 mAbs
que sdo mais a jusante no processo de infec¢do e resulta na interferéncia com
a mudanca conformacional induzido por pH e/ou processo de fuséo.

Para investigar se este deve ser o caso do experimento
debatido acima foi repetido mas agora o anticorpo CR8043, ou o anticorpo
CR8057 como um controle, adicionado as células que expressam H3 HA

apenas apos a clivagem de tripsina. Seguindo a incubagdo das células foram
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subsequentemente incubadas no tampfo inferior de pH como descrito no
exemplo 10 e tratado com DTT como descrito. Se o mecanismo de agio deve
ser restrito a inibi¢do da clivagem de tripsina ¢ esperado que 0 mAb CR8043
perde a ligacdo apds o tratamento de pH visto que temos estabelecidos no
exemplo 10 que os anticorpos ndo ligam-se a conformagdo pds-fusdo de HA.
Em contraste, como pode ser visto da Figura 8, a ligacdo de mAb CR8043
ainda ¢ detectado apds a exposi¢do ao pH inferior e tratamento DTT

subsequente indicando que a mudang¢a conformacional induzida por pH

também ¢ inibido por CR8043, pelo menos in vitro. CR8057 que foi mostrado

ligar-se ‘4 regidio HAl de HA comporta-se como ésperado e ndo mais
detectavel quando a parte HA1 € perdida seguindo o tratamento DTT.

Para investigar se os anticorpos CR8020 ¢ CR8041 também
sdo capazes de bloquear a mudanga conformacional induzida por pH de HA,
os experimentos debatidos acima foram repetidos. Agora os anticorpos
CR8020, CR8041 e CR8043, ou o anticorpo CR8057 como um controle,
foram adicionados as células que expressam o subtipo A/Hong Kong/1/1968,
A/Hong Kong/24/1985 ou A/Wisconsin/67/2005 H3 HA apds todos os
tratamentos descritos acima, antes da incubacdo do pH inferior ou antes da
clivagem de tripsina.

Como mostrado precocemente por A/Wisconsin/67/2005 H3
HA, os anticorpos CR8020, CR8041 e CR8043 reconhecem um epitopo
presente apenas antes do tratamento do pH inferior. Este epitopo é conservado
nos trés HAs usados neste experimento como pode ser visto na fig 9c.

Se o mecanismo de agdo deve ser restrito a inibi¢do da
clivagem de tripsina é esperada que os mAbs CR8020, CR8041 ¢ CR8043
perdem a ligagdo de HA ja clivado apds o tratamento de pH visto que temos
estabelecidos no exemplo 10 que os anticorpos ndo ligam-se a conformagio
pés-fusdo de HA. Em contraste, como pode ser visto da Figura 9b, a liga¢do

mAb ainda ¢ detectada apds a exposi¢do ao pH inferior e tratamento DTT
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subsequente em todos os trés H3 HAs diferentes indicando que a mudanga
conformacional induzida por pH também ¢ inibida por CR8020, CR8041 e
CR8043, pelo menos in vitro. CR8057 que foi mostrado ligar-se a regido HA1
altamente varidvel de HA, ndo mostrou a ligagdo ao A/Hong kong/1/1968 e
A/Hong Kong/24/1985 HAs.

Exemplo 12

Mutantes de fuga gerados in vitro indicam que a posi¢do do
epitopo coincide com uma sequéncia conservada em H3 HA

Para investigar no qual a regido em HA CR8020, CR8041 e
CR8043 ligam-se este ¢ foi expérimentado para gerar os mutantes de fuga nas
culturas in vitro. Os virus A/Hong Kong/1/1968 foram passados nas culturas
celulares MDCK na presenca de quantidades limitantes de anticorpos
monoclonais. Primeiro, foi determinado que a concentracdo do anticorpo
resultou em uma reducéo de 3 log da infecgdo do virus seguindo a inoculacdo
das células MDCK com 100 de unidades TCID50 misturadas com
quantidades diferentes de anticorpo monoclonal e incubagdo por 3 dias. Esta
concentragdo de anticorpo foi adicionado ao material usado na inoculagdo nas
passagens em sé€ries e apos cada passagem do virus, a placa foi titulada na
auséncia e presenca de quantidades diferentes de anticorpo para determinar se
os virus ainda s@io sensiveis a neutralizacdo mediada por anticorpo. Este
procedimento foi seguido para cada um dos mAbs CR8020, CR8041 e
CR8043. A partir de cada um dos virus de fuga de cultura devem ser isolados
ao ensaio de placa e, de dois isolados de cada, RNA viral foi extraido e usado
para determinar a sequéncia HA. Os aminoécidos mutados observados foram
como seguem:

CR8020: D19N e Q27L em ambas placas analisadas;

CR8041: G33E em duas placas;

CR8043: R25M em um e Q34R na outra placa.

Todos os trés anticorpos monoclonais mostram as mutagdes de
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fuga em um dominio similar na parte HA2 da regido de tronco HA adjacente
ao peptideo de fusdo. A comparagdo da sequéncia de aminoacidos de virus
H3N2 presente nos bancos de dados de influenza NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/Database/select.cgi) nesta regido
revela uma conservacdo notavel da sequéncia. A Tabela 14 descreve a
variagdo da sequéncia na regido HA2 entre os aminoacidos W14 e K39 com
as mutagdes de fuga observadas iluminadas. N = nimero de cepas tendo uma
sequéncia especifica. Além disso, um ano de isolamento (anos) é indicado
bem como as cepas testadas positivas nos experimentos de neutralizagdo com
os anticorpos H3 (Pa = A/Panama/2000/1999; Wis = A/Wiscohéin/67/2005;
Hs = A/Hiroshima/52/2005; HK = A/HongKong/1/1968). Do virus 1363 H3
presente nos bancos de dados que contém a sequéncia HA2 mencionada a
maioria (81 %) tem as sequéncias que estdo presentes nas cepas do virus que
foram mostradas serem neutralizadas. Das sequéncias remanescentes tem
mais aminoacidos que podem ser considerados mudang¢as conservadas. Para
as outras mutacdes um teste de neutralizagdo funcional sera necessério para
estabelecer se as mudéngas afetam a funcionalidade do anticorpo.
Importantemente, trés mudancas de aminoécidos que vieram do experimento
do virus de fuga (R25, G33 e Q34) nfo ocorre nas sequéncias de influenza
naturais e as outras duas mutagdes aparecem apenas em combinagdo (D19 e
Q27), uma combinagdo que também ndo estd presente nas sequéncias
naturais. Este deve significar que as mutag¢des t€ém uma influéncia negativa na
aptiddo do virus. Embora, € concluido que os anticorpos interagem com um
epitopo em HA2 que ¢ altamente conservado entre o virus do subtitpo H3
confirmando que a capacidade de neutralizagdo ampla dos anticorpos
monoclonais.

Exemplo 13

Preparagd@o de anticorpos monoclonais para os experimentos in

Vivo
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Para capacitar a caracterizagdo e validagdo subsequente dos
IgGs como anticorpos terapéuticos potenciais in vivo, estes necessitam ser
fabricados e purificados em quantidades suficientes. Os IgGs foram
produzidos nas células PER.C6® em uma bolsa 25 L Wave- e a cultura foi
coletada. A partir da coleta clarificada, IgG foi purificado usando a
cromatografia de afinidade de proteina A e uma etapa de troca de tampdo. O
contetido do mondémero de IgG trocado pelo tampéo purificado é ~99 % tanto
antes quanto depois da filtrag@o estéril de 0,2 pm. Os ensaios de neutraliza¢do
do Virﬁs in vitro adicionais (VNA) foram realizados com as preparagdes de
anticérpo diferentes obtidos, como descrito acima. Os resultados sdo
mostrados na tabela 15.

Exemplo 14

Atividade profilatica de anticorpos monoclonais IgG humanos
contra desafio H3N2 letal in vivo

Os MAbs CR8020, CR8041 e CR8043 foram testados pela
eficicia profilatica em um modelo de desafio de metal de camundongo com
virus influenza A/HK/1/68-MA20 (H3N2) nos camundongos 129X1/SvJ
fémeas (Jackson Labs) (MA = camundongo adaptado). O virus A/HK/1/68-
MA20 foi obtido de Prof. POR EXEMPLO Brown, University of Ottawa,
Ottawa, Ontario, Canada; Brown, E. G. et al. (2001). O virus foi passado uma
vez nos ovos de galinha embriondrios antes do uso nos experimentos de
camundongos. Todos os camundongos foram aclimatizados e mantidos por
um periodo de pelo menos 4 dias antes do inicio do experimento.

Os MAbs foram dosados a 30, 10, 3 e 1 mgkg
intravenosamente na veia da cauda (veia coccigea) no dia -1 antes do desafio,
assumindo um peso médio de 18 g por camundongo e um volume de dosagem
fixa de 0,2 mL. Os camundongos (n = 8 por grupo) foram entdo desfiados no
dia 0 com 25 LD50 do virus A/HK/1/68-MA20 (H3N2) pela inoculagio

intranasal. A dosagem atual do virus administrado foi estimado pela titulagdo
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por poucas réplicas de amostra a partir do material usado na inoculagéo apos a
inoculagdo dos animais foi considerado. Os tituladores do virus (TCID50/mL)
do material usado na inoculagdo foram determinadas nas células MDCK. Os
resultados ndo mostram que a inativagdo do virus ndo tem intencialmente
ocorrido durante a prepara¢do ou administragdo do material usado na
inoculagdo. Os sinais clinicos e pesos corporais foram determinados
diariamente do dia-1 antes do desafio até o final do estudo no dia 21. Os
sinais clinicos foram armazenados com um sistema de contagem (0 = nenhum
sinal clinico; 1 = revestimento brutb; 2 = revestimento bruto, menos reativo,
passivo durante o manuseio; 3 = revestimento bruto, enrolado, respiragdo
elaborada, passivo durante o manuseio; 4 = revestimento bruto, enrolado,
respiragdo elaborada, ndo voltam ao estdmago quando deixado na sua parte
posterior). Em uma fonte de 4 animais foi submetido a eutanasia. Para
analisar os niveis de mAb plasma no dia 0 e determinar a presenga de
hemaglutinacdo que inibe os anticorpos (HI) no dia 21, as amostras
sanguineas foram retiradas de todos os camundongos no DO, justo antes do
desafio e na po6s-infec¢do D21.

- Os mAbs foram testados nos 2 experimentos separados. Em
cada experimento um grupo de anticorpo de controle negativo (CR3014) foi
quando junto, dosado a 30 mg/kg. O MAb CR8020 foi testado no primeiro
experimento, os mAbs CR8041 e CR8043 no segundo.

Todos os camundongos foram ativos e parecem saudaveis sem
mostrar os sinais da doenga durante o periodo de aclimatiza¢do. A Fig. 10
mostra as taxas de sobrevivéncia dos camundongos, seguindo a administragdo
mAb. Uma relagdo de resposta dosagem clara foi observada, com todos os
grupos dosados com CR8020, CR8041 ou CR8043 a 30, 10 ou 3 mg/kg
mostrando 100 % de sobrevivéncia, considerando 1 mg/kg de CR8020 25 %
dos camundongos que sobreviveram e nenhum dos camundongos que

sobreviveram nos grupos 1 mg/kg CR8041 e CR8043. Os dois grupos mAb
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de controle 0 % de sobrevivéncia. No primeiro experimento, a administracéo
de mAb CR8020 resultou em uma diferenca estatisticamente significante no
tempo de sobrevivéncia em todas as quatro concentracdes testadas,
comparadas ao grupo de controle (p < 0,005; Log Rank Test). No segundo
experimento, administragdo de mAbs CR8041 e CR8043 também resﬁltou em
uma diferenca estatisticamente significante no tempo de sobrevivéncia em
todas as quatro concentracdes testadas, comparados aos grupos de controle (p
< 0,001 para ambos mAbs; Log Rank Test).

Na Figura 11 a mudanca de peso corporal médio dos
camundongos durante o periodo de estudo do 21 dia seguindo a administragéo
mAb €é mostrado. Semelhante com as taxas de sobrevivéncia, existe uma
conexdo inversa clara entre a perda de peso e dosagem de anticorpo usado.
Quando a concentracdo de anticorpo foi aumentada, a perda de peso
diminuida: os camundongos nos grupos dosados com CR8020, CR8041 ou
CR8043 a 30, 10 ou 3 mg/kg mostrou um aumento no peso corporal médio de
aproximadamente 10-15 % do dia 0 -dia 21, consistente com ganho de peso
relacionado a idade, considerando nos grupos 1 mg/kg e os grupos mAb de
controle do peso corporal médio dos camundongos diminuidos no periodo de
estudo.

As mudangas de peso corporal foram analisadas em mais
detalhes com 4rea sob a andlise de curva (AUC). Para o proposito desta
analise, o ultimo observou o peso corporal foi realizado em dire¢do ao dia 21
se um camundongo morre ou / foi submetido a eutanésia seguindo o estudo.
Brevemente, o peso por camundongo no dia 0 foi usado como valor de linha
de base e mudanga de peso do dia 0 a dia 21 foi determinado relativo a linha
de base. O AUC foi definido como a adi¢do da drea acima e a area abaixo da
linha de base. Os valores AUC médios de grupos de dosagem mAb foram
comparados com os grupos de controle respectivos usando analise da

diferenga com ajuste de Dunnet para as comparagdes multiplas (Tabela 16).
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A anélise mostrou que o AUC médio de grupos 3, 10 e 30
mg/kg de CR8020, CR8041 e CR8043 diferenciados estatisticamente
significante (P < 0,001) daquele dos grupos de controle correspondentes
(Tabela 16). Ambos para o CR8041- bem como para os grupos de dosagem
CR8043 1 mg/kg de uma diferenga estatisticamente significante foi observada
quando comparado ao grupo de controle (p = 0,004 e p < 0,001
respectivamente). Entretanto, devido aos dois camundongos de sobrevivéncia
no grupo de dosagem CR8020 1 mg/kg uma aumento na variagdo de peso
corporal foi observado e portanto nenhuma diferenca significante estatistica
deve ser demonstrado quando comparado ao grupo de controle.

A anélise adicional foi realizada para investigar uma resposta
de dosagem na reducdo da perda de peso em comparagdo com os valores
AUC médios por concentragdo de anticorpo para cada anticorpo usando
andlise da diferen¢a com o ajuste de Tukey para as comparagdes multiplas
(Tabela 16). Tanto os mAbs CR8020 quanto CR8041 a perda de peso
corporal no grupo 1 mg/kg € estatisticamente significante maior (p < 0,001)
do que nos grupos respectivos 3 mg/kg, em que ndo existe nenhuma diferenga
estatisticamente significante entre os grupos 3, 10 e 30 mg/kg (p> 0,05). Para
ambos mAb CR8043 a perda de peso no grupo 1 mg/kg foi estatisticamente
significante maior do que no grupo 3 mg/kg ( p < 0,001) e aquele do grupo 3
mg/kg foi significantemente maior do que aquele do grupo 10 mg/kg (p <
0,001). O AUC médio dos grupos 10 e 30 mg/kg de CR8043 nio
significantemente diferem (p = 0,997).

As contagens clinicas médias dos camundongos sdo descritos
na Fig. 12. Os camundongos dosados com CR8020, CR8041 ou CR8043 a 30
e 10 mg/kg ndo mostra qualquer sinal clinico, como indicado por uma
contagem clinica média de 0 em toda parte do periodo de estudo de 21 dia de
2 estudos. O MAb 8020 também ndo mostrou contagem clinica no grupo de

dosagem 3 mg/kg, considerando nos grupos de dosagem 3 mg/kg de mAb



10

15

20

25

102

8041 e 8043 aumenta na contagem clinica foram observadas a uma contagem
média de 1 e 3 respectivamente. Nos grupos de dosagem 1 mg/kg de todos os
trés mAbs, as contagens clinicas foram aumentadas atingindo uma contagem
médié de 4 em todos os grupos. Os camundongos observados com a contagem
clinica 4 foram submetidos a eutanasia no mesmo dia. Os 2 camundongos de
sobrevivéncia no grupo de dosagem CR8020 1 mg/kg tornou-se doente no dia
7 do estudo e mostrou uma contagem clinica maxima de 1 e 3
respectivamente. Ambos os camundongos completamente recuperados. Dos
grupos de dosagem CR8041 e CR8043 3 mg/kg o perfil da perda de peso
corporal mostra um modelo similar como o perfil de contagem clinico.

Estes resultados mostram que pelo menos trés anticorpos anti-
H3N2 humanos, identificados e desenvolvidos como divulgados neste
(CR8020, CR8041 e CR8043) sdo cada um separadamente capazes de
fornecer a protecdo contra uma dosagem letal de influenza H3N2 in vivo.
Uma conex&o de resposta-dosagem clara entre a quantidade de cada anticorpo
administrado e taxa de sobrevivéncia foi observada. Os resultados mostram
que o anticorpo anti-H3N2 IgG CR8041 e 8043 foram capazes de evitar a
manifestacdo clinica da infeccdo H3N2 nos camundongos quando
administrado um dia antes da infeccdo em uma dosagem de 10 mg/kg ou
mais. O MAb CR8020 foi capaz de evitar a manifestacdo clinica da infec¢do
H3N2 nos camundongos quando administrado um dia antes da infeccdo em
uma dosagem de 3 mg/kg ou mais.

Exemplo 15

Atividade protetora e terapéutica dos anticorpos monoclonais
IgG humanos contra desafio H3N2 letal in vivo

Um estudo foi realizado para testar o efeito terapéutico dos
anticorpos monoclonais como divulgado neste, exemplificado por CR8020,
em um modelo pos-infecgdo, contra um desafio de virus influenza H3N2

A/HK/1/68-MA20 letal in vivo.



10

15

20

25

103

Os camundongos (n = 10 por grupo) foram dosados com mAb
CR8020 a 15 mg/kg intravenosamente na veia de cauda (veia coccigena) no
dia -1 antes do desafio (grupo 1; controle de profilaxia positiva) ou no dia 1,
2,3,4,5 ou 6 apds o desafio (grupos 2-7), assumindo um peso médio de 18 g
por camundongo e um volume de dosagem fixa de 0,2 mL. O grupo 8 recebeu
o mAb de controle negativo CR3014 (15 mg/kg) no dia 1 apds o desafio. Os
camundongos foram desafiados no dia 0 com o virus 25 LD50 (2,8 log
TCID50) A/HK/1/68-MA20 (H3N2) pela inoculagfo intranasal. A batelada de
virus e o tipo e idade dos camundongos foram os mesmos como usado no
exemplo 14. Os sinais clinicos e pesos corporais foram determinados
diariamente do dia-1 antes do desafio até o final do estudo no dia 21.

A Figura 13A mostra as taxas de sobrevivéncia dos
camundongos, seguindo a administragdo intravenosa de mAb CR8020 (15
mg/kg em todos os grupos) ou mAb de controle (15 mg/kg). Quando 15
mg/kg mAb CR8020 foi administrado no pré-desafio do dia 1 ou dias 1 ou 2
pés—desaﬁo, todos os animais que sobrevivem ao desafio viral, considerando a
taxa de sobrevivéncia no grupo mAb de controle foi 0 %. Quando 15 mg/kg
de mAb CR8020 foi administrado no dia 3 ou 4 apds o desafio, 50 % e 10 %
de sobrevivéncia foi observado, respectivamente. O tempo de sobrevivéncia
de cada um destes grupos foi estatisticamente significante diferente
comparado ao grupo de controle (gupo dia 3: p < 0,001 e grupo dia 4 p =
0,002; Log Rank Test). Os grupos testados com 15 mg/kg CR8020 no dia 5
ou 6 mostrou uma taxa de sobrevivéncia de 0 %. Nao existe a diferenca
estatisticamente significante no tempo de sobrevivéncia do dia 5 ou 6 grupos
tratados comparados ao grupo de controle (p = 0,648 ¢ p = 0,342,
respectivamente; Log Rank Test).

Na figura 13B a mudancga do peso corporal médio relativo ao
dia 0 dos camundongos durante o periodo de estudo do 21 dia é mostrado.

Semelhante com as taxas de sobrevivéncia, existe uma conexio clara entre a
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perda de peso e tempo da administrag@o de 15 mg/kg mAb CR8020: quando o
tratamento com 15 mg/kg mAb CR8020 é administrado nos tltimos pontos de
tempo, a perda de peso aumentada.

As mudangas do peso corporal foram estatisticamente
analisadas em mais detalhes usando é4rea sob a andlise da curva (AUC)
(Tabela 17). Para a é4rea sob a andlise de curva o 1’ﬂtimo peso corporal
observado foi realizado em diregdo do dia 21 se um camundongo morreu / e
foi submetido a eutanasia durante o seguimento do estudo. Brevemente, o
peso por camundongo no dia 0 foi usado como valor de linha de base e
mudanga de peso do dia 0 ao dia 21 foi determinado relativo a linha de base.
O AUC foi definido como a adi¢do da area cima e a curva abaixo da linha de
base.

As contagens clinicas médias dos camundongos sdo descritos
na figura 13C. Dos camundongos tratados com 15 mg/kg CR8020 no dia -1
pré-desafio, todos que sobrevivem e nenhum mostrou quaisquer sinais
clinicos durante o periodo de observagdo. Os camundongos tratados com 15
mg/kg CR8020 no dia 1 pos-desafio mostrou uma sobrevivéncia de 100 %,
entretanto, 4 fora dos 10 animais mostraram sinais clinicos, atingindo uma
contagem clinica méaxima entre 1 e 3. Dos animais tratados com 15 mg/kg
CR8020 no dia 2 pos-desafio todos sobreviveram. Entretanto, 9 fora de 10
animais mostraram sinais clinicos atingindo uma contagem clinica maxima de
2 ou 3. Os animais tratados com 15 mg/kg CR8020 no dia 3 pos-desafio
mostrou uma sobrevivéncia de 50 %. Dos sobreviventes (n = 5), todos os
animais mostraram sinais clinicos com uma contagem clinica méxima de 3.
Dos animais tratados com 15 mg/kg CR8020 no dia 4 pés-desafio todos mas
um camundongo morto. A sobrevivéncia do camundongo mostrou os sinais
clinicos atingindo uma contagem clinica maxima de 2. Todos os
camundongos que sobreviveram através das ramificac¢des de tratamento foram

isentos dos sintomas no dia 21.
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As contagens clinicas foram analisadas usando o procedimento
GENMOD (SAS) para ajustar um modelo para as medigbes repetidas com
camundongos como paciente e dados medidos em uma escala ordinal (Tabela
18). Visto que as curvas tem modelos diferentes do “dia” varidvel foi entrado
como uma classe variavel neste modelo. A partir dos grupos testados com 15
mg/kg mAb CR8020 no dia -1 antes do desafio e dia 1 e 2 pds-desafio em que
100 % dos camundongos que sobrevivem, a contagem clinica média foi
significantemente diferente do grupo mAb de controle durante mais do
periodo de estudo de 21 dias (p <0,001 para todos os 3 grupos). A partir dos
grupos testados com 15 mg/kg mAb CR8020 no dia 3 ou dia 4 pds-desafio em
que respectivamente 50 % e 10 % dos camundongos que sobreviveram, a
contagem clinica média também foi significantemente diferente a partir do
grupo mAb de controle durante mais do periodo de estudo de 21 dias (p <
0,05 para ambos os grupos). A partir dos grupos testados com 15 mg/kg mAb
CR8020 no dia 5 ou dia 6 pds-desafio a contagem clinica média foi
significantemente diferente a partir do grupo mAb de controle no dia 3 apenas
(p<0,001). Esta diferenca, embora estatisticamente significante, nfo ¢é
considerado relevante.

Em conclusdo, a terapia com 15 mg/kg de mAb CR8020
fornece 100 % de protecdo até o dia 2 apds o desafio em um modelo de
camundongo H3N2 letal. Quando administrado no dia 3 ou dia 4 apds o
desafio, tratamento com 15 mg/kg mAb CR8020 fornece a protegdo parcial.
Quando administrado no dia 5 ou dia 6 apds o desafio nenhum efeito protetor
de 15 mg/kg mAb CR8020 foi observado no modelo de camundongo H3N2
letal. |

Estes resultados mostram que um tratamento de pos-infec¢do
com um anticorpo monoclonal direcionado contra virus influenza H3N2,
como divulgado neste e exemplificado pelo anticorpo CR8020, pode salvar os

pacientes mamiferos, como mostrado neste em camundongos, apds o desafio
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com uma dosagem letal do virus influenza H3N2. Ainda em .um ultimo
estagio, isto € 4 dias pos-infec¢do, o anticorpo é capaz de proteger
parcialmente os camundongos a partir da infec¢do letal com virus influenza
H3N2. Surpreendentemente, no dia 21 pds-infecgdo, a sobrevivéncia de todos
os animais tratados por anticorpo atingiram os niveis de peso corporal normal
e ndo mostram quaisquer sinais clinicos remanescentes.

Exemplo 16

Atividade profildtica de anticorpos monoclonais IgG humanos
contra desafio H7N7 letal in vivo

Um estudo foi réalizado para testar o efeito profilatico dos
anticorpos monoclonais como divulgado neste, exemplificado por CR8020,
contra um desafio letal com virus influenza H7N7 in vivo. O MAb CR8020
foi testado pela eficdcia profilatica em um modelo de desafio de metal de
camundongo com o virus de camundongo adaptado influenza
A/Chicken/Netherlands/621557/2003 (H7N7) (Central Veterinary Institute
(CVI), Lelystad, The Netherlands). O virus A/CH/NL/621557/03 (H7N7) foi
adaptado aos camundongos apds 3 passagens de pulmio-a-pulméo. O virus de
passagem 3 de camundongo adaptado H7N7 foi propagado nos ovos de
galinha embridnicos no laboratério CVI’s. Todos os camundongos (Balb/c,
fémeas, idade de 6-8 semanas, n = 8 por grupo) foram aclimatizados e
mantidos por um periodo de pelo menos 4 dias antes do inicio do
experimento. MAb CR8020 foi dosado a 30, 10, 3 ou 1 mg/kg
intravenosamente na veia da cauda (veia coccigea) no dia -1 antes do desafio,
assumindo um peso médio de 18 g por camundongo e um volume de
dosagem fixo de 0,2 mL. Um grupo de controle foi tirado junto dosado com
30 mg/kg de controle negativo mAb CR3014. Os camundongos foram entdo
desafiados no dia 0 com o virus 25 LDsy A/CH/NL/621557/03 (H7N7) pela
inoculacdo intranasal. A dosagem atual do virus administrado foi estimado

pela titulagdo de poucas amostras replicadas a partir do material usado na
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inoculagdo remanescente apds a inoculacdo dos animais ser completa. Os
tituladores de virus (TCIDsy/mL) do material usado na inoculagdo foram
determinadas nas células MDCK. Os sinais clinicos e pesos corporais foram
determinados diariamente de dia-1 antes do desafio até o final do estudo no
dia 21 na mesma maneira como descrito no exemplo 14. Para analisar os
niveis de plasma mAb no dia 0 e determinar a presen¢a de anticorpos de
inibi¢do de hemaglutinagdo (HI) no dia 21, amostras sanguineas foram
tiradas de todos os camundongos no DO, justo antes do desafio e em poés-
infecgdo D21. 4

Todos os camundongos foram ativos e parecem saudaveis sem
mostrar os sinais da doenga durante o periodo de aclimatizac@o. A Fig. 14A
mostra as taxas de sobrevivéncia dos camundongos, seguindo a administra¢&o
mADb. Os camundongos dosados com 1 mg/kg mAb CR8020 ou mais mostrou
uma taxa de sobrevivéncia de 100 %, considerando no grupo mAb de controle
0 % de sobrevivéncia.

Na figura 14B a mudanga do peso corporal médio dos
camundongos durante o periodo do estudo do 21 dia seguindo a administrago
mAb é mostrado. Nos grupos mAb CR8020 3, 10 e 30 mg/kg dos
camundongos ndo perderam peso no periodo de estudo de 21 dia,
considerando o mAb CR8020 1 mg/kg e controle de grupos mAb de perda de
peso foi observado, com a média do peso corporal dos camundongos no grupo
mAb CR8020 1 mg/kg recuperando o nivel da linha de base no dia 21. As
mudangas de peso corporal foram analisadas em mais detalhes com area sob a
andlise da curva (AUC) (Tabela 19). Para a area sob a andlise da curva o
ultimo observou o peso corporal foi realizado em dire¢do ao dia 21 se um
camundongo morre / foi submetido a eutanasia durante o seguimento do
estudo. Brevemente, o peso do camundongo no dia 0 foi usado como valor de
linha de base e mudanga de peso do dia 0 ao dia 21 foi determinado relativo a

linha de base. O AUC foi definido como a adigdo da area acima e a area
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abaixo da linha de base.

Existe uma conexdo inversa clara entre a perda de peso e
dosagem do anticorpo usado. Quando a concentracdo de anticorpo foi
aumentado, a perda de peso diminuida. A diferenga média na perda de peso,
como comparado ao controle mAb, foi de 47,44, 79,75, 86,71 e 80,48 g*dia
nos grupos mAb CR8020 1, 3, 10 e 30 mg/kg, respectivamente. Todas as
diferencas foram estatisticamente significantes (p <0,001).

As contagens clinicas médias dos camundongos sdo descritas
na Fig. 14C. All, exceto um ou dois, animais dentro de cada grupo mostrou os
sinais clinicos (contagem = 1) no dia 1 pés-desafio. Este éAproValvelmenté nio
relacionado ao desafio viral, visto que a um grupo ndo desafiado levado junto
no estudo mostrou um efeito similar no dia 1 (dados ndo mostrados).

Dos camundongos tratados com 3, 10 ou 30 mg/kg mAb
CR8020 no dia -1 pré-desafio, todos sobreviveram e nenhum dos animais
mostraram quaisquer sinais clinicos durante o periodo de observagdo (do dia 2
a pos-infecgdo do dia 21). Os camundongos tratados com 1 mg/kg mAb
CR8020 no dia -1 pré-desafio, mostrou uma 100 % taxa de sobrevivéncia,
mas 8 fora de 8§ camundongos mostraram os sinais clinicos atingindo uma
contagem clinica maxima de 3.

Estes resultados mostram que o anticorpo anti-H3N2 humano
CR&8020, identificado e desenvolvido como divulgado neste (CR8020) é capaz
de fornecer a protecdo heterosubtipica contra a dosagem letal de influenza
H7N7 in vivo. Quando administrado um dia antes da infec¢do em uma
dosagem de 3 mg/kg ou mais, mAb CR8020 foi capaz de evitar
completamente a manifestagdo clinica de infeccdo H7N7 em camundongos.
Em uma dosagem de 1 mg/kg CR8020 administrado um dia antes da infeccéo,
todos os camundongos sobrevivem o desafio letal e a perda do peso corporal e
os sinais clinicos totalmente observados resolvem no final do periodo de

estudo de 21 dia.
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Um segundo estudo foi realizado para avaliar e comparar a
eficacia profildtica de mAb CR8020, CR8041 e¢ CR8043 no modelo de
camundongo H7N7. MAb CR8020, CR8041 e CR8043 (produzido nas
células PER.C6®) foram testados pela eficacia profilatica no modelo de
desafio letal de camundongo com 0 virus influenza
A/Chicken/Netherlands/621557/2003 (H7N7) adaptado ao camundongo
(Central Veterinary Institute (CVI), Lelystad, The Netherlands. Brevemente,
todos os camundongos (Balb/c, fémeas, idade 6-8 semanas, n = 8 por grupo)
foram aclimatizados e mantidos por um periodo de pelo menos 4 dias antes do
inicio do experimento. O MAb CR8020 foi dosado a 10, 3 ou 1 mg/kg
intravenosamente na veia da cauda (veia coccigea) no dia -1 antes do desafio,
assume um peso médio de 18 g por camundongo e um volume de dosagem
fixa de 0,2 mL. Os Mabs CR8041 ¢ CR8043 foram dosados na mesma
maneira a 30, 10, 3 ou 1 mg/kg. Um grupo de controle foi, quando junto,
dosado com 30 mg/kg de controle negativo mAb CR3014. Apds a
administragdo mAb, os camundongos foram desafiados no dia 0 com 25 LDs,
camundongo adaptado ao virus A/CH/NL/621557/03 (H7N7) pela inoculagio
intranasal. Os sinais clinicos e pesos corporais foram determinados
diariamente a partir do dia-1 antes do desafio até o final do estudo no dia 21.

Na Fig. 15 as taxas de sobrevivéncia, a mudanga de peso
coroporal % e as contagens clinicas dos camundongos sdo descritos, seguindo

a administracdo profilatica de mAbs. Como mostrado na Fig.15A, 100 % de

'sobrevivéncia foi observado nos grupos que recebem 3 ou 10 mg/kg CR8020,

10 0u 30 mg/kg CR8041 e no grupo que recebe 30 mg/kg CR8043. No grupo

mAb de controle a taxa de sobrevivéncia foi de 0 %. A administragcdo
profilatica de CR8020 todos os trés niveis de dosagem e CR8041 todos os
quatro niveis de dosagem fornece um melhoramento estatisticamente
significante de tempo de sobrevivéncia, comparado ao grupo de controle mAb

(classificagdo log, p < 0,002). A administragdo profilatica de 1 mg/kg de
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CR8043 ndo resulta em um melhoramento estatisticamente significante de
tempo de sobrevivéncia, comparado ao grupo de controle mAb (classificagio
log, p = 0,692). O aumento da dosagem CR8043 ao 3 mg/kg ou mais, resultou
em um melhoramento estatisticamente significante de tempo de
sobrevivéncia, comparado ao grupo de controle mAb (classificagdo log,
p<0,034).

Em uma pds-andlise hoc, o tempo de sobrevivéncia foi
comparado aos grupos de dosagem inferior de mAbs CR8020, CR8041 e
CR8043. A administragdo profilatica de 1 mg/kg CR8020 resultou em um
melhoramento estatisticamente significante de tempo de sobrevivéncia,
comparado a 1 mg/kg de CR8041 e 1 mg/kg de CR8043 (classificagdo log,
respectivamente p = 0,029 e p < 0,001). Além disso, a administra¢éo
profildtica de 1 mg/kg CR8041 resultou em um melhoramento
estatisticamente significante de tempo de sobrevivéncia quando comparado ao
1 mg/kg CR8043 (classificacdo log, p = 0,004).

Na Fig. 15B a mudanga do peso corporal médio dos
camundongos durante o periodo de estudo no dia 21 seguindo a administra¢do
profilatica dos mAbs € mostrado. Nos grupos mAb CR8020 e mAb CR8041 1
mg/kg diversas perdas de peso foram observadas comparaveis aquele do
grupo de controle mAb. Nos grupos de dosagem maiores de mAb CR8020 e
CR8041, perda de peso durante o estudo no dia 21 foi limitado ou ausente.
Nos grupos dosados com mAb CR8043 diversas perdas de peso foi observado
em todos os grupos, com o peso corporal médio dos grupos dosados a 30
mg/kg de recuperagdo quase ao nivel de linha de base no dia 21. As mudangas
de peso corporal foram analisadas em mais detalhes com area sob a analise da
curva (AUC) (Tabela 21). Existe uma conex&o inversa clara entre a perda de
peso e dosagem de anticorpo usado. Quando a concentragdo de anticorpo foi
aumentado, a perda de peso diminuida. Com 1 mg/kg de CR8020 nio existe

reducdo estatisticamente significante na perda de peso comparado ao grupo de
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controle (p = 0,356). O aumento da dosagem a 3 ou 10 mg/kg resultou em
uma reducfo estatisticamente significante na perda de peso, comparado ao
grupo de controle (p < 0,001 em ambos casos). Com 1 mg/kg de CR8041 néo
existe reducgdo estatisticamente significante na perda de peso comparado ao
grupo de controle (p = 1).

O aumento da dosagem a 3, 10 ou 30 mg/kg CR8041 resultou
em uma redugdo estatisticamente significante na perda de peso, comparado ao
grupo de controle (p < 0,001 em todos os 3 casos). Com 1, 3 ou 10 mg/kg de

CR8043 ndo existe redugdo estatisticamente significante na perda de peso

‘comparado ao grupo de controle (p = 0,997, 0,510 e 0,992 respectivamente).

O aumento da dosagem a 30 mg/kg resultou em uma reducdo estatisticamente
significante na perda de peso, comparado ao grupo de controle (p < 0,001).
Em uma analise adicional o AUC médio de dados de mudanga de peso
corporal, mAbs CR8020, CR8041 e CR8043 foram comparados usando uma
analise univariada da diferenca com e dosagens incluidas no modelo como
fatores fixos. Visto que a uma dosagem de 30 mg/kg de CR8020 ndo foi
incluido no estudo, a comparagdo foi limitada as dosagens de anticorpos de 1,
3 e 10 mg/kg. As diferengas entre os anticorpos foram estimados pelo uso dos
meios marginais com ajuste Sidak para as compara¢des multiplas. Nas trés
dosagens de anticorpo considerado, tratamento com CR8020 resultou em uma
redugdo melhorada estatisticamente significante de perda de peso comparada
ao CR8041 e CR8043 (diferenca média nos meios marginais de 23,73 e 68,29
g*dia, respectivamente p = 0,013 e p < 0,001). Além disso, o tratamento com
CR8041 resultou em uma reducdo melhorada estatisticamente significante da
perda de peso quando comparado ao CR8043 (diferenca nos meios marginais
de 44,56 g*dia, p <0,001).

As contagens clinicas médias dos camundongos s&o descritos
na Figl5C. Todos os camundongos, exceto um no dia 0 (3 mg/kg grupo

CR8020) mostraram sinais clinicos (contagem = 1, revestimento bruto)) do
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dia 0 ao dia 3. Este aumento ndo foi observado no periodo de aclimatizagdo e
no dia -1. A causa desta contagem clinica aumentada nio é precisamente
clara. Dos grupos testados com 3 ou 10 mg/kg mAb CR8020 no dia -1 pré-
desafio, a contagem clinica média retornou ao 0 no dia 9 pds-desafio,
considerando no grupo de controle da contagem clinica média atingiu 4 no dia
8, com todos os camundongos mortos ou submetidos a eutanasia no dia 9. O
grupo CR8020 1 mg/kg mostrou uma contagem clinica média de 3 do dia 4-
13, retornando a contagem 0 no dia 15. Dos grupos testados com 3, 10 ou 30
mg/kg mAb CR8041 no dia -1 pré-desafio, a contagem clinica média
retornada ao 0 no dia 9, 10 ou 12 pods-desafio, respectivamente. O grupo
CR8041 1 mg/kg atingiu uma contagem clinica média de 4 no dia 10 apds o
desafio. Dos grupos testados com 1, 3 ou 10 mg/kg CR8043 da contagem
clinica média atingiu 4 no dia 9, 9 ou 12, respectivamente, considerando uma
contagem clinica média do grupo 30 mg/kg CR8043 atingiu 3 do dia 6—13 e
retornou ao 0 no dia 14.

Os resultados acima claramente mostram que os anticorpos
anti-H3N2 humanos CR8020, CR8041 ¢ CR8043 sdo capazes de fornecer a
protecdo heterosubtipica contra uma dosagem letal de influenza H7N7 in
vivo. O Mab CR8020 foi observado ser o mais potente dos trés mAbs contra o
virus influenza A/CH/NL/621557/03 (H7N7) adaptado ao camundongo, com
base no resultado da p6s-anélise hoc de tempo de sobrevivéncia e mudanga de
peso corporal. Em uma dosagem de 3 ou 10 mgkg mAb CR8020
administrado um dia antes da infecgdo 100 % dos camundongos que
sobrevivem ao desafio letal e manifestacdo clinica da infec¢do H7N7 foi
fortemente reduzida. Em uma dosagem de 1 mg/kg CR8020 administrada um
dia antes da infecgdo, 75 % dos camundongos que sobrevivem ao desafio letal
neste experimento e os sinais clinicos dos camundongos que sobrevivem

resultou completamente no periodo de estudo do dia 15 ao dia 21.

Exemplo 17
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Atividade terapéutica de anticorpos IgG humanos monoclonais
contra o desafio de H7N7 letal in vivo

Este estudo foi realizado para estimar a eficacia terapéutica e a
janela de mAb CR8020 no modelo H7N7. MAb CR8020 (produzido
em células PER.C6® cells) foi testado quanto & eficicia terapéutia no
modelo letal de desafio de camundongo com o virus influenza
A/Chicken/Netherlands/621557/2003 (H7N7) adaptado ao camundongo
(Central Veterinary Institute (CVI), Lelystad, The Netherlands). Brevemente,
todos os camundongos (Balb/c, fémea, idade de 6 a 8 semanas, n = 8 por
grupo) foram aclimatados e mantidos por um periodo de pelo menos 4 dias
antes do inicio do experimento. MAb CR8020 foi dosado em 15 mg/kg
intravenosamente na veia da cauda (veia coccigea) no dia -1 antes do desafio,
(grupo 1; controle positivo de profilaxia) ou no dia 1, 2, 3, 4, 5 ou 6 apds o
desafio (grupos 2 a 7), assumindo um peso médio de 18 g por camundongo e
um volume de dose fixo de 0,2 mL. O grupo 8 recebeu mAb controle negativo
CR3014 (15 mg/kg) no dia 1 apds o desafio. Os camundongos foram
desafiados no dia 0 com virus 25 LDsy A/CH/NL/621557/03 (H7N7)
adaptado ao camundongo pela inoculagédo intranasal. Os sinais clinicos e 0s
pesos corporais foram determinados diariamente a partir do dia -1 antes do
desafio até o final do estudo no dia 21.

A Figura 16A mostra as taxas de sobrevivéncia dos
camundongos, seguindo a administragdo intravenosa de mAb CR8020 (15
mg/kg em todos os grupos) ou control mAb (15 mg/kg). Quando 15 mg/kg de
mAb CR8020 foi administrado no dia 1 pré-desafio ou dias 1 ou 3 poés-
desafio, todos os animais que sobreviveram ao desafio viral, visto que em
nenhum grupo mAb de controle, a taxa de sobrevivéncia foi de 0 %. Quando
15 mg/kg de mAb CR8020 foi administrado nos dias 2 e 4, respectivamente
87,5 % e 50 % de sobrevivéncia foi observado. O tempo de sobrevivéncia

destes grupos foi de maneira estatisticamente significante diferente daquele
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do grupo mAb de controle (p = 0,002 e p = 0,014, respectivamente). Os
grupos testados com 15 mg/kg de CR8020 no dia 5 e 6 experiementaram a
taxa de sobrevivéncia de 0 % e nfo tiveram diferenca estatisticamenfe
significante no tempo de sobrevivéncia destes grupos em comparag¢do com o
grupo mAb controle (p = 0,837 e p = 0,876, respectivamente).

Na figura 16B, a mudanca de peso corproal média com relagdo
ao dia 0 dos camundongos durante o dia 21 do periodo de estudo € mostrada.
Em geral, a perda de peso corporal média aumena quando o mAb CR8020 ¢
adminsitrado no ultimo ponto de tempo seguindo o desafio. Entretanto, as
curvas de peso corporal médias do mAb CR8020, os grupos de tratamento dos
dias 2 e 3 cruzam no dia 10, devido ao unico camundongo que ndo sobrevive
no grupo de tratamento do dia 2. A 4rea sob a andlise da curva das mudangas
de peso corporal mostram uma transi¢cdo acentuada na perda de peso média
entre os tratamentos nos dias -1 ao dia 3 em comparac¢do com o tratamento
nos dias 4 a 6 (Tabela 22). Tratamento com 15 mg/kg de CR8020 no dia -1
pré-desafio ou dia 1, 2 ou 3 poés-desafio resultou em uma redugdo
estatisticamente significante na perda de peso comparado ao grupo de
controle (p < 0,001 para todos os 4 grupos). Tratamento com 15 mg/kg de
CR8020 nos dias 4, 5 ou dia 6 ndo resultou em uma redugio estatisticamente
significante na perda de peso comparado ao grupo de controle (p = 0,566, p =
0,979 e p = 0,858, respectivamente).

Os registros clinicos médios dos camundongos sdo descritos
na figura 16C. Dos animais tratados com 15 mg/kg de CR8020 no dia -1 pré-
desafio, todos sobreviveram e nenhum dos animais mostrou quaisquer sinais
sinais clinicos durante o periodo de observagdo. Os animais tratados no dia 1
poOs-desafio mostraram uma sobrevivéncia de 100 %, entretanto, 7 de 8
animais mostraram sinais clinicos atingindo uma contagem clinica maxima de
1. O 8° animal atingiu uma contagem clinica maxima de 3. Dos animais

tratados no dia 2 pés-desafio todos, menos um animal sobreviveram. Os
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animais sobreviventes (7 de 8) apresentaram sinais clinicos atingindo uma
contagem clinica méxima de-1 (n = 4) ou 3 (n = 3). Os animais tratados no dia
3 pos-desafio mostraram uma sobrevivéncia de 100 % e todos os animais
mostraram sinais clinicos com a contagem clinica maxima de 3. dos animais
tratados no dia 4 pds-desafio, 50 % sobreviveram ao desafio letal. Os animais
sobreviventes mostraram sinais clinicos atingindo uma contagem clinica
méxima de 3. Os animais tratados no dia 5 ou 6 pods-desafio ndo
sobreviveram. Os registros clinicos foram analisados usando-se usando o
procedimento  GENMOD (SAS) para adaptar um modelo a medi¢des
repetidas com camundongos como o individuo e os dados medidos em uma
escala ordinal (Tabela 23). dos grupos testados com 15 mg/kg mAb CR8020
no dia -1 antes do desafio e dia 1, 2, 3 ou 4 pds-desafio, o registro clinico
médio foi de significancia estatisticamente diferente do grupo de controle
mAb durante a maior parte do periodo de estudo dia 21 (dia 8 a 21; p <0,038
para todos os 4 grupps). Dos grupos tratados com 15 mg/kg de mAb CR8020
no dia 5 pos-desafio o registro clinico médio foi significantemente diferente
do grupo mAb de controle no dia 8 apenas (p < 0,001). Esta diferenga,
embora estatisticamente significante ndo € considerada relevante. O registro
clinico médio do grupo de tratamento do dia 6 de 15 mg/kg de mAb CR8020
ndo foi estatisticamente diferente do grupo de controle.

Este estudo mostra claramente que a terapia com 15 mg/kg de
mAb CR8020 fornece de 87,5 a 100 % de protegdo quando administrado até o
dia 3 apds o desafio em um modelo de camundongo H7N7 letal. Quando
administrado no dia 4 apds o desafio, tratamento com 15 mg/kg de mAb
CR8&020 fornece protecdo parcial. Quando administrado no dia 5 ou dia 6
apods o desafio no efeito protetor de 15 mg/kg mAb CR8020 foi observado no
modelo de camundongo H7N7 letal. Em outras palavras, quando administrado
4 dias ou mais antes da morte, o CR8020 forneceu prote¢do neste modelo de

camundongo letal.
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Exemplo 18

Coquetel de anticorpos monoclonais que eficientemente
neutraliza os subtipos de influenza multipla a partir do grupo filogenéticos
le2. |

A vacina influenza sazonal cada ano consiste de duas
preparacdes diferentes induzindo a imunidade das cepas de influenza A, um
representativo para o subtipo H1 de circulagdo e um representativo para a
cepa H3 de circulagfo. A razdo subjacente € que as cepas de influenza a partir
do subtipo H1 e H3 sdo, deste modo, diferentes de modo que as vacinas
preparadas do tipo ndo induzem a protecio contra o outro subtipo. De maneira
ideal, uma preparagdo monoclonal de anticorpo amplamente protetor para
tratar a influenza deve ser efetiva contra as cepas de influenza a partir de
ambos grupos filogenéticos 1 (H1) e grupo 2 (H3). Entretanto, novamente
devido as diferencas das sequéncias entre as moléculas HA tal anticorpo
simples € dificil de encontrar. Por exemplo, o anticorpo Fab28 descrito no
WO 2009/115972 liga-se e neutraliza os subtipos H1 muito melhores do que
os virus do subtipo H3 provavelmente devido a conservagdo menor do
epitopo entre os virus do grupo 1 e grupo 2 comparado aos virus dentro de um
grupo filogenético. Para atingir o objetivo de um produto simples efetivo
contra os subtipos de influenza multiplos a partir de ambos grupos
filogenéticos um pode deste modo ter que combinar dois ou mais anticorpos
diferentes em um coquetel. A fim de ser bem sucedido tal prepara¢do deve
consistir de anticorpos que no interfere com cada outro.

Anticorpos que eficientemente neutralizam os virus de
subtipos H1, H5 e H9 foram descritos no W0O2008/028946, com anticorpos
CR6261 e CR6323 como exemplos tipicos. A regifo de ligagdo (epitopo) de
CR6261 foi elucidade em detalhe usando co-cristalizagdo das moléculas H1
ou H5 HA e CR6261 (ver também banco de dados PDB entra em 3GBM e
3GBM no http://www.pdb.org e Ekiert et al., 2009). Para investigar se os
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anticorpos monoclonais da presente invengdo podem ser usados em
combinag¢io com os anticorpos CR6261 previamente descritos este foi testado
se os anticorpos foram capazes de ligar-se tanto nos grupos filogenéticos 1
quanto 2. Isto é, experimentos de liga¢do Elisa e FACS foram feitos como
descrito no Exemplo 7 usando as moléculas HA de subtipos H1 e HS bem
como os subtipos H3 e H7 com CR6261, CR6323, CR8001, CR&020,
CR8041 e CR8043. Os resultados sdo resumidos na tabela 20 e mostram que
os anticorpos que amplamente neutralizam os virus do grupo 1 ndo ligam-se
aos virus do grupo 2 e vice versa. Visto que os anticorpos ndo interferem com
cada outro e este pode ser esperado que a poténcia de neutralizacdo dos
anticorpos contra o0s subtipos respectivos sera mantido resultando na
neutralizagdo eficiente dos subtipos tanto do grupo 1 quanto 2.

Portanto um coquetel que compreende CR6261 e/ou CR6323
por um lado e CR8020, CR8041, e/ou CR8043 por outro lado sera ativo
contra o virus de pelo menos tanto os subtipos H1 quanto H3. Deste modo, a
protecdo eficiente € possivel aos subtipos de influenza dos grupos
filogenéticos 1 e 2 usando uma preparacgio.

Exemplo 19.

Cinéticos de ligag@o das moléculas de ligagdo.

As afinidades de fragmentos Fab clivados por papaina de
CR8020 e CRS8043 foram medidos usando o sistema Octet RED e
biossensores de estreptavidina de ForteBio. Os antigenos de hemaglutinina de
influenza do éubtipo H3s A/Wisconsin/67/2005 (Protein Science) e
A/Brisbane/10/2007 (Protein Science) foram biotinilados para a imobilizagdo
aos biossensores de estreptavidina (ForteBio). Os experimentos de ligacdo
Fab foram repetidos 5 vezes usando uma faixa de concentragdo entre 2,3 a
150 nM e 0,16-30 nM por CR8020 e CR8043, respectivamente, no tampao
cinético (ForteBio, 18.5032). A apresentacdo experimental pelas medi¢des de

afinidade no Octet foi como segue: a imobilizagdo da hemaglutinina
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biotinilada aos biossensores de estreptavidina por 1800 segundos seguido pela
associagdo dos Fabs diluidos em série CR8020 e CR8043 por 1200 segundos
e dissociacdo subsequente no tampdo cinético por 1800 segundos. Os dados
de ligagdo foram analisados com o software de analise Octet usando 0 modelo
1:1.

A afinidade constante (valor K4) das moléculas de ligagdo para
HA do subtipo H3 sdo mostrados na tabela 24.
Tabela 1: primeira série amplificagdes de Vkappa, Vlambda e VH

Nome do iniciador Sequéncia de polinucleotideo de iniciador SEQ ID N°:
OK1 (HuVKI1B) GAC ATC CAG WTG ACC CAG TCT CC 192
OK2 (HuVK2) GAT GTT GTG ATG ACT CAG TCT CC 193
OK3 (HuVK2B2) GAT ATT GTG ATG ACC CAG ACT CC 194
OK4 (HuVK3B) GAA ATT GTG WTG ACR CAG TCT CC 195
OK5 (HuVKS) GAA ACG ACA CTC ACG CAG TCT CC 196
OK6 (HuVK6) GAA ATT GTG CTG ACT CAG TCT CC 197
OCK (HuCK) ACA CTCTCC CCT GTT GAA GCT CTT 198
OL1 (HuVLIA)* CAG TCT GTG CTG ACT CAG CCA CC 199
OL1 (HuVL1B)* CAG TCT GTG YTG ACG CAG CCG CC 200
OL1 (HuVL1C)* CAG TCT GTC GTG ACG CAG CCG CC 201
OL2 (HuVL2B) CAG TCT GCC CTG ACT CAG CC 202
OL3 (HuVL3A) TCC TAT GWG CTG ACT CAG CCA CC 203
OL4 (HuVL3B) TCT TCT GAG CTG ACT CAG GAC CC 204
OLS5 (HuVL4B) CAG CYT GTG CTG ACT CAATC 205
OL6 (HuVLS) CAG GCT GTG CTG ACT CAG CCG TC 206
OL7 (HuVLé) AAT TTT ATG CTG ACT CAG CCCCA 207
OL8 (HuVL7/8) CAG RCT GTG GTG ACY CAG GAG CC 208
OL9 (HuVL9)# CWG CCT GTG CTG ACT CAG CCM CC 209
OL9 (HuVL10)# CAG GCA GGG CTG ACT CAG 210
OCL (HuCL2)X TGA ACA TTC TGT AGG GGC CAC TG 2]1
OCL HuCL7)X AGA GCA TTC TGC AGG GGC CAC TG 212
OHI(HuVHI1B7A)+ CAG RTG CAG CTG GTG CAR TCT GG 213
OH1 (HuVHIC)+ SAG GTC CAG CTG GTR CAG TCT GG 214
OH2 (HuVH2B) CAGRTC ACC TTG AAG GAG TCT GG 215
OH3 (HuVH3A) GAG GTG CAG CTG GTG GAG 216
OH4 (HuVH3C) GAG GTG CAG CTG GTG GAG WCY GG 217
OHS5 (HuVH4B) CAG GTG CAG CTA CAG CAG TGG GG 218
OH6 (HuVH4C) CAG STG CAG CTG CAG GAG TCS GG 219
OH7 (HuVH6A) CAG GTA CAG CTG CAG CAG TCA GG 220
OCM (HuCIgM) TGG AAG AGG CACGTITCITTTC TTT 221

* Mistura em taxa 1:1:1
# Mistura em taxa 1:1
X Mistura em taxa 1:1
+ Mistura em taxa 1:1

Tabela 2: Segunda série Amplificagdes de Vkappa, Vlambda e VH

Nome do iniciador Sequéncia de polinucleotideo de iniciador SEQ ID NO

OKI1S (HuVK1B-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG GAC ATC CAG WTG ACC | 222
CAGTCT CC

OK2S (HuVK2-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG GAT GTIT GTG ATG ACT | 223
CAGTCT CC

OK3S (HuVK2B2-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG GAT ATT GTG ATG ACC | 224
CAG ACT CC

OK4S (HuVK3B-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG GAA ATT GTG WTG ACR | 225
CAGTCT CC

OK5S (HuVK5-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG GAA ACG ACA CTC ACG | 226
CAGTCT CC

OK6S (HuVK6-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG GAA ATT GTG CTG ACT | 227
CAGTCT CC
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CAG

Nome do iniciador Sequéncia de polinucleotideo de iniciador SEQ ID NO
OJK1 (HuJK1-NOT) GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG TTT GAT TTC | 228
CAC CTT GGT CCC
OJK2 (HuJK2-NOT) GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG TTT GAT CTC | 229
CAG CTT GGT CCC
0OJK3 (HuwK3-NOT) GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG TTT GAT ATC | 230
CACTTT GGT CCC
OJK4 (HuJK4-NOT) GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG TTT GAT CTC | 231
CACCIT GGT CCC
OJKS5 (HWKS5-NOT) GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACG TTT AAT CTC | 232
. CAG TCG TGT CCC
OLIS (HuVL1A-SAL)* TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG TCT GTG CTG ACT | 233
CAG CCACC
OLI1S (HuVLIB-SAL)* TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG TCT GTG YTG ACG | 234
CAG CCG CC
OL1S (HuVLIC-SAL)* TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG TCT GTC GTG ACG | 235
) CAGCCGCC
OL2S (HuVL2B-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG TCT GCC CTG ACT | 236
CAG CC
OL3S (HuVL3A-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG TCC TAT GWG CTG ACT | 237
CAG CCA CC
OLA4S (HuVL3B-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG TCT TCT GAG CTG ACT | 238
CAG GACCC
OL5S (HuVL4B-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG CYT GTG CTG ACT | 239
CAATC .
OL6S (HuVL5-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG GCT GTG CTG ACT | 240
CAGCCGTC
OL7S (HuVL6-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG AAT TTT ATG CTG ACT | 241
CAGCCCCA
OL8S (HuVL7/8-SAL) TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG RCT GTG GTG ACY | 242
CAGGAGCC
OL9S (HuVL9-SAL)# TGA GCA CAC AGG TCG ACG CWG CCT GTG CTG ACT | 243
CAGCCM CC
OL9S (HuVL10-SAL)# TGA GCA CAC AGG TCG ACG CAG GCA GGG CTG ACT | 244

OJL1 (HwJL1-NOT)

GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACC TAG GAC
GGT GAC CTT GGT CCC

245

OJL2 (HuJL2/3-NOT)

GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACC TAG GAC
GGT CAG CTT GGT CCC

246

OJL3 (HWL7-NOT)

GAG TCA TTC TCG ACT TGC GGC CGC ACC GAG GAC
GGT CAG CTG GGT GCC

247

OH1S (HuVHI1B-SFI)+

GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC
CAG RTG CAG CTG GTG CAR TCT GG

248

OHIS (HuVHIC-SFI)+

GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC
SAG GTC CAG CTG GTR CAG TCT GG

249

OH2S (HuVH2B-SFI)

GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC
CAGRTC ACC TTG AAG GAG TCT GG

250

OH3S (HuVH3A-SFI)

GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC
GAG GTG CAG CTG GTG GAG

251

OH4S (HuVH3C-SFI)

GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC
GAG GTG CAG CTG GTG GAG WCY GG

252

OHS5S (HuVH4B-SFI)

GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC
CAG GTG CAG CTA CAG CAG TGG GG

253

OH6S (HuVH4C-SFI)

GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC
CAG STG CAG CTG CAG GAG TCS GG

254

OH7S (HuVH6A-SFI)

GTC CTC GCA ACT GCG GCC CAG CCG GCC ATG GCC
CAG GTA CAG CTG CAG CAG TCA GG

255

OJH1 (HuJH1/2-XHO)

GAG TCA TTC TCG ACT CGA GAC RGT GAC CAG GGT
GCC

256

OJH2 (HuJH3-XHO)

GAG TCA TTC TCG ACT CGA GAC GGT GAC CAT TGT
CCC

257

OJH3 (HuJH4/5-XHO)

GAG TCA TTC TCG ACT CGA GAC GGT GAC CAG GGT
TCC

258

OJH4 (HuJH6-XHO)

GAG TCA TTC TCG ACT CGA GAC GGT GAC CGT GGT
CCC

259

* Mistura em taxa 1:1:1
# Mistura em taxa 1:1
+ Mistura em taxa 1:1
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Padrao 5 iniciador 3’ iniciador Produto Dividido  em | Grupo Dividido em
PK/PL(%) VL (%)
OK1S 0OJK1 K1J1 25
OKI1S OJK2 K1J2 25
K1 OKI1S 0JK3 K1J3 10 PK1 30
OKI1S OJK4 K1J4 25
OK1S OJKS K1J5 15
OK2S OJK1 K271 25
OK2S§ 0IK2 K232 25
K2 OK2S 0JK3 K2J3 10 PK2 4
OK2S OJK4 K2j4 25
OK28 OJKS K2J5 15
OK3S OJK1 K371 25
OK3S OJK2 K3J2 25
K3 OK3S OJK3 K3J3 10 PK3 1
OK3S OJK4 K3J4 25
OK3S OJK5 K3J5 15
OK4S OJK1 K4J1 25
OK4S OJK2 K412 25
K4 OK48S 0JK3 K4J3 10 PK4 19
OK4S 0OJK4 K4J4 25
OK4S 0JK5 K4J5 15
OK35S 0JK1 KS5J1 25
OKS35S OJK2 K5J2 25
K5 OK58 0JK3 K513 10 PK5 1
OK5S OJK4 K5J4 25
OKS5S OJK5 K5J5 15
OK6S OJK1 K6J1 25
OK6S 0JK2 K612 25
Ké6 OK6S 0JK3 K6I3 10 PK6 5
OK6S OJK4 K6J4 25
OK6S QJKS K6J5 15
OL1S OJL1 LiJ1 30
L1 OL1S OJL2 L1J2 60 PL1 14
OL1S OJL3 L1J3 10
OL2S OJL1 L2J1 30
L2 OL2S OJL2 L2]2 60 PL2 10
OL2S OJL3 L2J3 10
OL3S OJL1 L3J1 30
L3 OL3S OJL2 L3)2 60 PL3 10
OL3S OJL3 L3J3 10
OL4S OJL1 1411 30
L4 OL4S 0JL2 L4J2 60 PL4 1
OLA4S OJL3 L4J3 10
OL5S OJL1 L5J1 30
L5 OL5S OJL2 L5122 60 PLS 1
OLS5S OJL3 L5J3 10
OL6S OJL1 L6J1 30 .
L6 OL6S OJL2 L6J2 60 PL6 1
OL6S OJL3 L6J3 10
OL7S OJL1 L7J1 30
L7 OL7S OJL2 L712 60 PL7 1
OL7S OJL3 L733 10
OLS8S OIL1 L8J1 30
L8 OL8S OJL2 L8J2 60 PL8 |
OL8S OJL3 L8J3 10
OL9S OJL1 LIJ1 30
L9 OL9S OJL2 L9J2 60 PL9 1
OL9S OJL3 L9J3 10
VL 100 %
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Tabela 4. Segunda série resumo da amplificacdo de regides VH

Padrdo 5’ iniciador 3’ iniciador Produto Dividido em | Grupo Dividido em
PK/PL (%) VH (%)

OH1S OJH1 H1J1 10
OH1S OJH2 H1J2 10

Hl OH1S OJH3 H1J3 60 PHI 25
OHIS OJH4 H1J4 20
OH2S OJH1 H2J1 10
OH2S OJH2 H2J2 10

H2 OH2S OJH3 H213 60 PH2 2
OH2S OJH4 H2J4 20
OH3S OJH1 H3J1 10
OH3S OJH2 H312 10

H3 OH3S OJH3 H3J3 60 PH3 25
OH3S OJH4 H3J4 20
OH4S OJH1 H4J1 10
OH4S OJH2 H4J2 10

H4 OH4S OJH3 H4J3 60 PH4 25
OH4S OJH4 H4J4 20
OHS5S OJH1 H5J1 10
OHS5S OJH2 H5J2 10

HS5 OHS5S OJH3 H5J3 60 PH5 2
OHSS OJH4 H5J4 20
OH6S OJH1 Hé6J1 10
OH6S OJH2 H6J2 10

H6 OH6S OJH3 Hel3 60 PH6 20
OH6S OJH4 Hé6J4 20
OH7S OJH1 H7J1 10
OH7S OJH2 H7J2 10

H7 OHT7S OJH3 H7]3 60 PH7 1
OH7S OJH4 H7J4 20

VH 100 %

Tabela 5: Caracteristicas das bibliotecas de célula B de memoéria de IgM

individual.
bibliotecas de memoria de IgM
Doador Células Bibliotecas
Total PBL| % de células B de/Tamanho % de frcquéncial
(x10°) memoria (x10% de insergdo % de ORF | % de Unique
Individuo 1 13 96 74 98
Individuo 2 - 72,5 1,7 ' 15 98 79 98
Individuo 3 67,5 1,4 3 96 79 98
Individuo 4 132,5 2,3 6 98 69 99

Tabela 6: Atividade de ligagdo cruzada de anticorpos de fago de cadeia
simples a moléculas HA de subtipos HA diferentes como medido por ELISA
(titulador de ELISA; OD 492 nm). X= nédo determinado; H3= HA do subtipo
H3; H7= HA do subtipo H7; HB= HA de virus influenza B.

SC# H3 H7 HB
sc08-001 0,885 2,451 X
sc08-003 1,320 0,222 X
5c08-006 0,511 0,227 X
5¢08-007 0,074 2,365 X
5c08-009 0,095 1,130 X
sc08-010 0,165 1,242 X
sc08-011 0,090 1,802 X
5c08-013 0,078 1,400 X
sc08-014 0,239 0,834 X
sc08-015 0,727 0,165 X




123

Loca Local
IeG# 1Vh HCDR1 HCDR2 HCDR3 V1 LCDRI1 LCDR2 LCDR3
CR8015 3-7 SYWMS NMKQDGSEKYY | GSCDDSWT | 2-14 GGDNIGR DNSDRPS HVWGSS
87 VDSVKG (88) GCHDAFDI KSVH (93) %4) RDHYV
[¢:39) (95)
CR8016 3-7 SYWMS NMKQDGSEKYY | GSCDDSWT 1-13 TGSSSNIG GNN QSYDSSL
(87) VDSVKG (88) GCHDAFDI AGYDVH (97)RPS SVYV (98)
(89 (56)
CR8017 3-7 SYWMS NMKQDGSEKYY | GSCDDSWT | 2-13 QGDSLRS AKTNRPS NSRDSSG
(87) VDSVKG (88) GCHDAFDI YYAS (99) (100) NHVV
(89) (101)
CRS8018 3-7 SYWMS NMKQDGSEKYY | GSCDDSWT 1-4 TGTSSDVG | EVSHRPS SSYTGEG
87) VDSVKG (88) GCHDAFD! GYNYVS 85) PLGV (86)
(89) (102)
CR8019 323 | TSAMS GISGSGATTYYA | DTSLFEYDT | O12 RASQSISG | GASTLQS QQTYTSP
(103) GSVKG (104) SGFTAPGNA YLN (106) (107) PYA (108)
FDI (105)
CR8020 1-18 | RFGVS WISAYNGDTYY EPPLFYSSW | A27 ARASQSVS | GASRRAT | QQYGTSP
(109) AQKFQA (110) SLDN (111) MNYLA (113) RT (114)
(112)
CR8021 3-23 | AYAMN AIGGSGGSTYYA | GRDWTGGY | B3 KSSQSIFY WASTRES | QQYYSIP
(115) DSVKG (116) FFDS (117) SSNNKNY (119) YT (120)
LT(118)
CR8038 323 | GYAMS DIGGSGGGTYYA | SSSWDRAY B3 KSSQSVLY | WASTRES | QQYYRSP
1 a2n DSVKG (122) FFDS (123) SSIHKNYL | (119) PT (125)
A
(124)
CR8039 4-59 [ SYYWS YIYYRGGTSYNP | KDWGSAAG | 1-2 TGTSSDVG | EVSKRPS SSYAGSN
(126) SLKS (127) SVWYFDL GYNYVS (130) NLI (131)
(128) (129)
CR8040 3-33 | SYGMH FIWYDGSNKHY DGGYSTWE | A26 RASQGIGS | YASQSIT HQSSSLP
(132) ADSMKG (133) WYFDL NLH (135) (136) LT (137)
(134)
CR8041 1-18 | SFGLS WISAYNGEIKYA | EPPLYFSSW | A27 ARASQSVS | GASRRAT | QQYDSSP
(138) QKFQG (139) SLDF (140) SNYLA (142) RT (143)
(141)
CR8043 1-03 | AYSMH WINTAIGNTQYS GASWDARG | B3 KSSQSVFS | WSSTRES HQYYTAP
| (144) QKFQD (145) WSGY (146) SSTNKNYL | (148) WT (149)
A (147)
CR8049 2-26 | NTRMGV | HIFSNDETSYRTS | IGSGYESSA | 2-14 EGDTIGSK | NDRDRPS QVWESG
S (150) LKR (151) YSTWLDP SVH (153) (154) GDQTV
(152) (155)
CR8050 4-34 | DHYWS EVVHSGDTNYTP | GRNVAVVG | A27 RASQSVSR | GASSRAT QHYGSVL
(156) SLRN (157) AIQRHYDY NYLA (159) | (160) VA (161)
(158)
CR8052 4-61 | SGTYYW | DISYSGSTNYNPS | AMAAYNY 012 RASQGINT | AASTLQS QQSYSTA
S(162) LKS (163) DRGGYNDY YLN (165) (166) 1T (167)
YYMDV
(164)
CR8055 3-33 | TYGMH FIWYDGSNKHY DGGYSTWE | A26 RASRSIGS FASQSMS HQSSSLP
(168) QDSVKG (169) WYFDL DLH (171) (172) LT (137)
(170)
CR8057 3-53 | VIFMS IIYIDDSTYYADS | ESGDFGDQ 2-14 TGSSGDIG | EVTSRPS CSFADSNI
(173) VKG (174) TGPYHYYA GYNAVS Q177 LI(178)
MDV (175) (176)
CR8069 343 | DYTMH LISWDGGMSNY DIRPRMPAR | L2 RASQNVN | VASTRAT | QQYNNW
(179) ADSVKG (180) HFMDV YNLA (182) | (183) PPAIT
(181) (184)

Tabela 10. Os dados dos IgGs especificos de HA. SEQ ID NO’s do

nucleotideo e sequéncias de aminoacido das regides varidveis das cadeias

pesadas e leves

Nome IgG

SEQ ID NO da regido

SEQ ID NO da regido

SEQ ID NO da regifio

SEQ ID NO da regido

variavel de cadeia | varidvel de cadeia | varidvel de cadeia leve | variavel de cadeia leve
pesada de sequéncia de | pesada de sequéncia de | de  sequéncia de | de  sequéncia  de
nucleotideo aminoacido nucleotideo aminoécido

CR8001 1 2 3 4

CR8003 5 6 7 8

CR8015 9 10 11 12

CR8016 13 14 15 16
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Nome IgG | SEQ ID NO da regido | SEQ ID NO da regido | SEQ ID NO da regido | SEQ ID NO da regido
variavel de cadeia | varidvel de cadeia | varidvel de cadeia leve | variavel de cadeia leve
pesada de sequéncia de | pesada de sequéncia de | de  sequéncia  de | de sequéncia  de
nucleotideo aminoacido nucleotideo aminoé4cido

CR8017 17 18 19 20
CR8018 21 22 23 24
CR8019 25 26 27 28
CR8020 29 30 31 32
CR8021 33 34 35 36
CR8038 37 38 39 40
CR8039 4] 42 43 44
CR8040 45 46 47 48
CR8041 49 50 51 52

CR8043 53 54 55 56

CR8049 57 58 59 60

CR8050 61 62 63 64

CR8052 65 66 67 68

CR8055 69 70 71 72

CR8057 73 74 75 76

CR8069 77 78 79 80

Tabela 11: Neutralizagdo in vitro de virus influenza H3N2 por IgGs

selecionados
Titulador de neutralizagdo SK50 (png/ml)
IeG # A/Wisconsin/67/2005
CR8001 11,95
CR8003 5,31
CR8015 23,78
CR8016 1,77
CR8017 2,82
CR8018 6,03
CR8019 1,98
CR8020 8,45
CR8021 1,77
CR8038 3,54
CR8039 1,8
CR8040 >40
CR8041 3,99
CR8043 1,49
CR8049 3,26
CR8050 1,77
CR8052 >40
CR8055 1,07
CR8057 0,011
CR8069 ND

Tabela 12: Reatividade de ligacdo cruzada de IgGs anti-H3N2. NCal.=A/New
Caledonia/20/1999  (HIN1);  Wisc.=A/Wisconsin/67/2005  (H3N2);
NY.=A/New York/55/2004 (H3N2), Wyo.=A/Wyoming/3/2003 (H3N2);
Neth.=A/Netherlands/219/2003 (H7N7); ND=nio realizado.

Ligacgo de IgG Elisa (titulacdo) Ligacdo de Facs, [IgG]=5Spg/ml, MFI
1gG # H1NCal. | H3 Wisc | H3NY H3 Wyo | H7Neth | PerC6 | Hl H3 H7
CR8001 + + + + + 4 100 763 106
CR8003 - + + + - 3 3 657 5
CR8015 - + + + - 3 4 600 4
CR8016 - + + + - 3 3 840 5
CR8017 - + + + - 3 3 558 4
CR8018 - + + + - 3 3 348 4
CR8019 - + - + - 3 4 685 6
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CR8020 - + + + + 4 3 657 140
CR8021 - + + + + 4 4 678 4
CR8038 - + + + - ND ND ND ND
CR8039 - + + + - 4 4 503 4
CR8040 - + + + - 4 5 446 4
CR8041 - + + + + 4 4 364 120
CR8043 - + + + + 4 4 646 1l
CR8049 - + + + - 3 3 542 4
CR8050 - + + + - 6 8 282 6
CR8052 - + + + - 4 4 364 5
CR8055 - - - - - 21 31 433 26
CR8057 - + + + baixo 7 8 943 15
CR8069 - + + + - 4 6 447 5

Tabela 13: Atividade de neutralizagdo cruzada anti-H3N2 IgGs; ND=nio

realizado

Titulador de neutralizagiio SK50 ( pg/ml)

H1 H3 H7 H10

g
o E g
% ™ =X 5 o
= - = 2 2 2 = 3 E Z
S g 3z S S ) 3 S = s
£l 5| £ S & g 2l 3| £ E
3| 3| ¢ E E S 2 £l 2| &
5l 2| 2 £ £ g 2 s| E| £
1sG # s 51 % 5 s 3 3 sl 5] =
CR8001 >40 >4( >40 11,95 13,02 >40 6,51 7,07 >4() >40
CR8003 >40 >40 >4(0 5,31 4,27 >4(0 >4() ND >4( >40
CR8015 >4() >40 >40 23,78 28,28 >4() >4( ND >4(0 >4
CR8016 >40 >4() >4() 1,77 8,84 28,28 >40 ND >40 >4()
CR8017 >40 >40 >4() 2,82 13,55 >40 >40 ND >4() >40
CR8018 >40 >4() >40 6,03 8,45 >4() >40 ND >4() >40
CR8019 >40 >4() >40 1,98 0,88 >40 0,88 ND >40 >4()
CR8020 >40 >40 >40 8,45 11,95 7,74 7,07 1,77 0,028 17,68
CR8021 ND >4() >40 1,77 2,5 >4() 3,54 14,14 >4() >4()
CR8038 ND ND ND 3,54 7,07 >40 5,95 ND >4() >40
CR8039 >40 >4( >4() 1,8 3,26 4.6 1,33 2,97 >4() >40
CR8040 >40 >4() >40 >4( >4() >4() 6,77 ND >40 >40
CR8041 >40 >4() >40 3,99 4,75 2,99 1,69 1,05 1,105 25
CR8043 >40 >4( >40 1,49 3,54 10,15 2,66 42 >40 14,87
CR8049 >4 >40 >40 3,26 3,54 >40 >40 ND >40 >40
CR8050 ND ND ND 1,77 ND 6,5 1,49 ND >40 >40
CR8052 >40 >4( >4() >4() >40 21,89 >40 ND >40 >40
CR8055 >40 >40 >40 1,07 1,15 >40 3,38 ND >40 >40
CR8057 >4() >40 >4() 0,011 0,0068 0,022 2,17 2,17 >4() >4()
CR8069 >40 >40 >40) ND 3,54 11,89 3,54 11,89 >40 >40

Tabela 14: Conservagdo de sequéncia em torno da regido de ligagdo do H3
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mAbs CR8020, CR8041 e CR8043

Posicao HA2 N Anos Cepas
< B D 7 7 P& Testadas

Lo Nl el
ConsensusiW E G M :

Grupo_tj - - - - 655 | 1972-2008 Pa

Grupo_2{ - = - - 380 | 2004-2008| Hs-Wi

Grupo_3| - - - - 127 | 1999-2004

Grupo_4{- - - - 91. | 2007-2009

Grupo_5| - = - - 69 ‘| 1968-1997 HK
~Grupo_6| - - - - 10 2007

Grupo_7j- - - = 6 1999-2004

Grupo_8f{ - - - - 4 | 2002-2007

Grupo_9{ - - - - 3 2004
Grupo_10[ - - - - 3 1939
Grupo_11|- - - - 2 2009
Grupo_12} - - - - 2 }2003-2004
Grupo_13| - - - - 1 2006
Grupo_14|- - -~ - 1 2007
Grupo_15- - - - 1 2007
Grupo_16| - - - - 1 2008
Grupo_17f - = - - 1 2003

Grupo 18 - - - - 1 2001
Grupo_19f{ -~ - - - 1 1999
Grupo_20{ - - - - 1 1975
Grupo_21{ - - - - 1 2008
Grupo_22| - - - - 1 2002

Grupo 23| - K - - 1 2002
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IgG#
CR8001
CR8020
CR8041
CR8043

CR8057

Todos os tituladores SK50 em ug/ml; cepas adaptadas de

camundongo, cepa H7 Ma ‘pandémica’
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Tabela 16. area média sob a curva da mudanga de peso corporal da linha de

base do dia 0.
Estudo Grupo Média AUC SD p- valor® p- valor®
(g*dia) (g*dia) (mAb vs
controle)
30 mg/kg controle -82,86 14,15
1 1 mg/kg CR8020 -63,21 30,91 0,09
3 mg/kg CR8020 16,95 8,20 <0,001 <0,001 (1 vs 3 mg/kg)
10 mg/kg CR8020 31,44 9,09 <0,001 0,454 (3 vs 10 mg/kg)
30 mg/kg CR8020 25,62 12,94 <0,001 ns
30 mg/kg controle -86,51 8,83
1 mg/kg CR8041 -68,26 11,41 0,004
3 mg/kg CR8041 19,51 13,82 <0,001 <0,001 (1 vs 3 mg/kg)
10 mg/kg CR8041 35,23 11,06 <0,001 0,061 (3 vs 10 mg/kg)
2 30 mg/kg CR8041 28,21 7,89 <0,001 ns
1 mg/kg CR8043 -66,19 8,74 <0,001
3 mg/kg CR8043 8,48 11,81 <0,001 <0,001 (1 vs 3 mg/kg )
10 mg/kg CR8043 31,57 7,90 <0,001 <0,001 (3 vs 10 mg/kg)
30 mg/kg CR8043 27,72 6,61 <0,001 0,997 (10 vs 30 mg/kg)

*Valores AUC médios dos grupos de dose de mAb foram comparados com os grupos Ab de conrole
usando-se a anélise de variagdo com o ajuste de Dunnet para comparagdes multiplas.

*Valores AUC médios por concentragio de anticorpo foram comparados para cada anticorpo
usando-se a andlise de variagdo com o ajuste de Tukey para compara¢des miltiplas.

ns= ndo estatisticamente significante

Tabela 17. 4rea média sob a curva de mudanca de peso corporal da linha de

base no dia 0.

Grupo Média AUC (g*dia) SD (g*dia) p-valor®
15 mg/kg CR8020 no dia -1 33,44 10,06 <0,001
15 mg/kg CR8020 no dia 1 10,70 16,23 <0,001
15 mg/kg CR8020 no dia 2 -15,23 11,60 <0,001
15 mg/kg CR8020 no dia 3 -65,45 35,90 0,003
15 mg/kg CR8020 no dia 4 -85,95 23,14 0,742
15 mg/kg CR8020 no dia 5 -100,88 12,78 0,986
15 mg/kg CR8020 no dia 6 -84,91 12,28 0,653

O mAb controle no dia 1 -95.76 11,55

*Valores AUC médios dos grupos dosados com 15 mg/kg de mAb CR8020 foram comparados com
o grupo de controle mAb usando-se a anédlise de varidncia com o ajuste de Dunnet para
comparagOes miultiplas na anélise pds-hoc. O tratamento profilatico com 15 mg/kg de mAb
CR8020 resultou em uma redugfio estatisticamente significante na perda de peso em comparagio
com o ogrupo de controle (p < 0,001). O tratamento terapéutico no dia 1, dia 2 oudia 3 com 15
mg/kg de mAb CR8020 também resultou em uma redugdo estatisticamente significantw na perda
de peso em comparagdo com o grupo de controle (p < 0,001, p < 0,001 e p = 0,003,
respectivamente). O tratamento no dia 4, dia 5 ou dia 6 com 15 mg/kg de mAb CR8020 nio
resultou em uma redugdo estatisticamente significante na perda de peso em comparagdo com o
grupo de controle (p > 0,05 para todos os trés grupos).

Tabela 18 Registros clinicos médios.
O intervalo com diferenga significante entre os registros clinicos em
comparagdo com o grupo de controle mAb sédo listados (por exemplo, entre 15

mg/kg no dia -1 e o grupo de controle a diferenga nos registros clinicos é



significante do dia 4 em diante).
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Relativo ao controle
Grupo Intervalo

(dia(s) P
15 mg/kg CR8020 no dia -1 4-21 <0,001
15 mg/kg CR8020 no dia 1 2-21 <0,001
15 mg/kg CR8020 no dia 2 3, 5-21 <0,001
15 mg/kg CR8020 no dia 3 3,5-21 <0,012
15 mg/kg CR8020 no dia 4 3, 5-21 <0,034
15 mg/kg CR8020 no dia 5 3 <0,001
15 mg/kg CR8020 no dia 6 3 <0,001

Tabela 19. Area média

sob a curva de mudanga de peso corporal a partir da

linha de base no dia 0.
Grupo Meédia AUC (g*dia) SD (g*dia) p-valor®
(mAb CR8020 vs controle)

30 mg/kg de controle -93,06 10,88

1 mg/kg CR8020 -45,61 15,05 <0,001

3 mg/kg CR8020 -13,31 9.51 <0,001

10 mg/kg CR8020 26,35 12,40 20,001

30 mg/kg CR8020 -12,59 7,35 <0,001

*Valores AUC médios dos grupos dosados com mAb CR8020 foram comparados com o grupo de
controle de usando-se a analise de varidncia com o ajuste de Dunnet para comparagdes milltiplas na

analise pds-hoc.

Tabela 20: Resumo das propriedades de ligacdo e neutralizagdo de anticorpos

monoclonais especificos para o virus influenza HA.

H 1 H3

Ligacdo VNA _Ligacdo [VNA
CR6261 H- H- - -
CR6323 + = - -
CR8001 H - - H
CR8020 - - + +
CR8041 - - + H+
CR8043 - - H H

Tabela 21. Area média sob a curva de faixa de peso corporal da linha de base

no dia 0.
Grupo Meédia AUC (g*dia) SD (g*dia) p-valor (mAb Vs
controle)*
30 mg/kg de controle -101,38 11,67
1 mg/kg CR8020 -82,58 34,71 0,356
3 mg/kg CR8020 -5,70 23,97 <0,001
10 mg/kg CR8020 2,13 13,13 <0,001
1 mg/kg CR8041 -105,05 17,04 1
3 mg/kg CR8041 3222 30,87 <0,001
10 mg/kg CR8041 -20,06 17,92 <0,001
30 mg/kg CR8041 -10,01 10,11 <0,001
1 mg/kg CR8043 -107,75 11,04 0,997
3 mg/kg CR8043 -117,88 5,91 0,510
10 mg/kg CR8043 -94,00 23,23 0,992
30 mg/kg CR8043 -56,82 17,55 <0,001

*Valores AUC médios dos grupos dosados com mAb CR8020 foram comparados com o grupo de
controle mAb usando-se a andlise de variagdo com o ajuste de Dunnet para comparagdes multiplas
na analise pos-hoc.

Tabela 22. Area média sob a curva de faixa de peso corporal da linha de base
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no dia 0.
Grupo Média AUC (g*dia) | SD (g*dia) p-valor (mAb vs controle)®
15 mg/kg CR8020 no dia -1 -7,68 8,17 <0,001
15 mg/kg CR8020 no dia 1 -20,43 8,41 < 0,001
15 mg/kg CR8020 no dia 2 -38,18 37,35 <0,001
15 mg/kg CR8020 no dia 3 -28,27 9,63 <0,001
15 mg/kg CR8020 no dia 4 -99,11 37,90 0,566
15 mg/kg CR8020 no dia 5 -93,62 10,29 0,979
15 mg/kg CR8020 no dia 6 -94,06 7,65 0,858
Anticorpo de controle no dia 1 -93,33 10,58

*Valores AUC médios foram comparados usando-se o procedimento RobustReg (SAS) que aloca

menos peso a parte.

Tabela 23. Registros clinicos médios.

Relative ao controle
Grupo Intervalo (dia(s) p
15 mg/kg CR8020 no dia -1 4-21 <0,001
15 mg/kg CR8020 no dia 1 2, 5-21 <0,012
15 mg/kg CR8020 no dia 2 6-21 <0,038
15 mg/kg CR8020 no dia 3 7-21 <0,035
15 mg/kg CR8020 no dia 4 5, 6,821 <0,016
15 mg/kg CR8020 no dia 5 8 <0,001
15 mg/kg CR8020 no dia 6 - > 0,449
Tabela 24. cinética de ligagdo
A/Wisconsin
Fab kon (1/Ms) Kdis (1/s)| KD (nM)
CRF8020| 2.03E+05 | 2.08E-03 11.2
CRF8043| 4.08E+05 | 9.86E-05 0.3
A/Brisbane
Fab kon (1/Ms) Kdis (1/s): KD (nM)
CRF8020| 1.81E+05 1.43E-03 8.9
CRF8043| 3.12E+05 A 8.69E-05 0.3

Sequéncia de nucleotideo e aminoacido das regides varidveis de cadeia leve e

pesada:

>SC08-001 VH DNA (SEQ ID N°: 1)
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGAGGAGGCCTGATCCAGCCGGGGGEGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCT
CTGGATTCACCGTCAGTAGCAACTACGTGAGCTGGGTCCGCCAGGCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGCTCTC
ACTTATTTACACGGGTGGTACCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAAC
TCCAAGAATACGGTGTTTCTTCAAATGAACAGCCTGAGAGCCGAGGACGCGGCCATGTATTACTGTGCGAGAG
TGTCAGCATTACGGTTTTTGCAGTGGCCAAACTACGCGATGGACGTC

>SC08-001 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 2)
EVQLVESGGGLIQPGGSLRLSCAASGFTVSSNYVSWVRQAPGKGLEWLSLIYTGGTTYYADSVKGRFTISRDN
SKNTVFLOMNSLRAEDAAMY YCARVSALRFLOWPNYAMDV

>SC08-001 VL DNA (SEQ ID N°: 3)
CAGTCTGCCCTGACTCAGCCTGCCTCCGTGTCTGGGTCTCCTGGACGGTCGATCACCATCTCCTGCTCTGGAA
CCCGCAGTGACGTTGGTGGTCATAATTATGTCTCCTGGTACCAACAACACCCAGGCAAAGCCCCCAAACTCAT
GATTTATGAGGTCAGTCATCGGCCCTCAGGGGTTTCTAATCGCTTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCAGCACGGCC
TCCCTGACCATCTCTGGCCTCCAGTCTGAGGACGAGGCTGATTATTACTGCAGCTCTTATACAGGTGAAGGCC
CCCTAGGAGTG

>SC08-001 VI PROTEINA (SEQ ID N°: 4)
QSALTQPASVSGSPGRSITISCSGTRSDVGGHNYVSWYQQHPGKAPKLMI YEVSHRPSGVSNRFSGSKSGSTA
SLTISGLQOSEDEADYYCSSYTGEGPLGV
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>8C08-003 VH DNA (SEQ ID N°: 5)
GAGGTGCAGCTGGTGGAGACCGGGGGAGACTTGGTCCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTTCAGCCT
CTGAATTCAGCTTCAGTAGTTATTGGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGARAGGGCTGGAGTGGGTGGC
CAACATGAAGCAAGATGGAAGTGAGAAGTACTATGTGGACTCTGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGAC
AACGCCAAGRACTCATTATATCTGCAAATGARCAGCCTGAGAGGCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGA
GGGGTTCCTGTGACGATTCTTGGACTGGTTGTCATGATGCTTTTGACATC

>SC08-003 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 6)
EVQLVETGGDLVQPGGSLRLSCSASEFSFSSYWMSWVRQAPGKGLEWVANMKQODGSEKY YVDSVKGREFTISRD
NAKNSLYLOMNSLRGEDTAVYYCARGSCDDSWTGCHDAFDI

>3C08-003 VL DNA (SEQ ID N°: 7)
GTGTTGACGCAGCCGCCCTCGGTGTCAGTGGCCCCAGGACAGACGGCCAGGATTGCCTGTGGGGGAAACAACA
TTGGGAGTAARAGTGTGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGCCAGGCCCCTGTGCTGGTCGTCTATGATGATAG
CGCCCGGCCCTCAGGGATCCCTGAGCGATTCTCTGGCTCCAATTCTGGGAACACGGCCACCCTGACCATCAGC
AGGGTCGAGGCCGGGGATGAAGCCGACTATTACTGTCAGGTGTGGGAGAGTGGTAGTGATCTACGACTGCTT
>8C08-003 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 8)
VLTQPPSVSVAPGQTARIACGGNNIGSKSVHWYQOKPGQAPVLVVYDDSARPSGIPERFSGSNSGNTATLTIS
RVEAGDEADYYCQVWESGSDLRLL

>SC08-015 VH DNA (SEQ ID N°: 9)
CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGGGGAGACTTGGTCCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTTCAGCCT
CTGAATTCAGCTTCAGTAGTTATTGGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAAGGGCTGGAGTGGGTGGC
CAACATGAAGCAAGATGGAAGTGAGAAGTACTATGTGGACTCTGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGAC
AACGCCRAAGRAACTCATTATATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGGCCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGA
GGGGTTCCTGTGACGATTCTTGGACTGGTTGTCATGATGCTTTTGACATC

>8C08-015 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 10)
OVOLOESGGDLVQPGGSLRLSCSASEFSFSSYWMSWVROAPGKGLEWVANMKQODGSEKYYVDSVKGRFTISRD
NAKNSLYLOMNSLRGEDTAVYYCARGSCDDSWTGCHDAFDI

>8C08-015 VL DNA (SEQ ID N°: 11)
GTGTTGACGCAGCCGCCCTCGGTGTCAGTGGCCCCAGGACAGACGGCCAAGATTACCTGTGEGGGAGACAACA
TTGGAAGAARAAAGTGTGCACTGGTACCAGCAGAAGCCAGGCCTGGCCCCTGTGCTGGTCGTCAATGATARTAG
CGACCGGCCCTCAGGGATCCCTGCGCGATTCTCTGGCTCCAACTCTGGGAACACGGCCACCCTGACCATCAGC
AGGGTCGRAGCCGGGGATGAGGCCGACTATTACTGTCACGTGTGGGGTAGTAGTCGTGACCATTATGTC
>SC08-015 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 12)
VLTQPPSVSVAPGQTAKITCGGDNIGRKSVHWYQQKPGLAPVLVVNDNSDRPSGIPARFSGSNSGNTATLTIS
RVEAGDEADYYCHVWGSSRDHYV

>SC08-016 VH DNA (SEQ ID N°: 13)
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGACTTGGTCCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTTCAGCCT
CTGAATTCAGCTTCAGTAGTTATTGGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGARAGGGCTGGAGTGGGTGGC
CAACATGAAGCAAGATGGAAGTGAGAAGTACTATGTGGACTCTGTGARAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGAC
AACGCCAAGAACTCATTATATCTGCARATGAACAGCCTGAGAGGCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGA
GGGGTTCCTGTGACGATTCTTGGACTGGTTGTCATGATGCTTTTGACATC

>5C08-016 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 14)
EVQLVESGGDLVQPGGSLRLSCSASEFSFSSYWMSWVRQAPGKGLEWVANMKQDGSEKY YVDSVKGREFTISRD
NAKNSLYLOMNSLRGEDTAVYYCARGSCDDSWTGCHDAFDI

>SC08-016 VI DNA (SEQ ID N°: 15)
CAGTCTGTCGTGACGCAGCCGCCCTCAGTGTCTGGGGCCCCAGGGCAGAGGGTCACCATCTCCTGCACTGGGA
GCAGCTCCAACATCGGGGCAGGTTATGATGTACACTGGTACCAGCAGCTTCCAGGAACAGCCCCCARACTCCT
CATCTATGGTAACRACAATCGGCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCTCTGGATCCAGGTCTGGCCCTTTAGCC
CTCCTGGCCATCACTGGGCTCCAGGCTGAGGATGAGGCTGATTATTACTGCCAGTCCTATGACAGCAGCCTGA
GTGTTTATGTC

>5C08-016 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 16)
QSVVTQPPSVSGAPGORVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQOLPGTAPKLLIYGNNNRPSGVPDRFSGSRSGPLA
LLAITGLQAEDEADYYCQSYDSSLSVYV

>SC08-017 VH DNA (SEQ ID N°: 17) :
GAGGTGCAGCTGGTGGAGACTGGGGGAGACTTGGTCCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTTCAGCCT
CTGAATTCAGCTTCAGTAGTTATTGGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGARAGGGCTGGAGTGGGTGGC
CAACATGAAGCAAGATGGAAGTGAGAAGTACTATGTGGACTCTGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGAC
AACGCCARGAACTCATTATATCTGCARAATGAACAGCCTGAGAGGCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGA
GGGGTTCCTGTGACGATTCTTGGACTGGTTGTCATGATGCTTTTGACATC

>SC08-017 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 18)
EVQLVETGGDLVQPGGSLRLSCSASEFSFSSYWMSWVRQAPGKGLEWVANMKODGSEKY YVDSVKGRETISRD
NAKNSLYLOMNSLRGEDTAVYYCARGSCDDSWTGCHDAFDI

>8C08-~017 VL DNA (SEQ ID N°: 19)
TCTTCTGAGCTGACTCAGGACCCTGCTGTGTCTGTGGCCTTGGGACAGACAGTCAGGATCACATGCCAAGGAG
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ACAGCCTCAGAAGCTATTATGCAAGCTGGTACCAGCAGAAGCCAGGACAGGCCCCTGTACTTGTCATCTATGC
TAAAACCAACCGGCCCTCAGGGATCCCAGACCGATTCTCTGGCTCCACCTCAGGAAACACTGCTTCCTTGACC
ATCACTGGGGCTCAGGCGGAGGATGAGGCTGACTATTACTGTAACTCCCGGGACAGCAGTGGTAACCATGTGG
TA

>8C08-017 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 20)
SSELTQDPAVSVALGQTVRITCQGDSLRSYYASWYQQKPGQAPVLVIYAKTNRPSGIPDRFSGSTSGNTASLT
ITGAQAEDEADYYCNSRDSSGNHVV

>5C08-018 VH DNA (SEQ ID N°: 21)
GAGGTGCAGCTGGTGGAGACTGGGGGAGACTTGGTCCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTTCAGCCT
CTGAATTCAGCTTCAGTAGTTATTGGATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGARAAGGGCTGGAGTGGGTGGC
CAACATGAAGCAAGATGGAAGTGAGAAGTACTATGTGGACTCTGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGAC
AACGCCAAGAACTCATTATATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGGCGAGGACACGGCTGTGTATTACTGTGCGA
GGGGTTCCTGTGACGATTCTTGGACTGGTTGTCATGATGCTTTTGATATC

>3C08~018 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 22)
EVQLVETGGDLVQPGGSLRLSCSASEFSFSSYWMSWVROAPGKGLEWVANMKODGSEKY YVDSVKGRFTISRD
NAKNSLYLOMNSLRGEDTAVYYCARGSCDDSWTGCHDAFDI

>SC08-018 VL DNA (SEQ ID N°: 23)
CAGTCTGCCCTGACTCAGCCTGCCTCCGTGTCTGGGTCTCCTGGACAGTCGATCACCATCTCCTGCACTGGAA
CCAGCAGTGACGTTGGTGGTTATAACTATGTCTCCTGGTACCAACAACACCCAGGCAAAGCCCCCARACTCAT
GATTTATGAGGTCAGTCATCGGCCCTCAGGGGTTTCTAATCGCTTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCAGCACGGCC
TCCCTGACCATCTCTGGCCTCCAGTCTGAGGACGAGGCTGATTATTACTGCAGCTCTTATACAGGTGAAGGCC
CCCTAGGAGTG

>3C08-018 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 24)
OSALTQPASVSGSPGOSITISCTGTSSDVGGYNYVSWYQQHPGKAPKLMIYEVSHRPSGVSNRFSGSKSGSTA
SLTISGLOSEDEADYYCSSYTGEGPLGV

>3C08-019 VH DNA (SEQ ID N°: 25)
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGGAGCCT
CTGGAATCAGCGTTAGCACTTCTGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGTTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTC
AGGTATTAGTGGTAGTGGTGCTACCACATACTACGCAGGCTCCGTGAAGGGTCGATTCACCATCTCCAGAGAC
AAATCCAAGAACACACTGCATCTGCAAATGAGCAGACTGAGAGCCGAGGACACGGCCATTTACTACTGTGCGA
AAGATACCTCCTTGTTTGAGTATGATACAAGTGGTTTTACGGCTCCCGGCAATGCTTTTGATATC
>8C08-019 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 26)
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCGASGISVSTSAMSWVRQVPGKGLEWVSGISGSGATTYYAGSVKGRETISRD
KSKNTLHLOMSRLRAEDTAIYYCAKDTSLFEYDTSGFTAPGNAFDI

>SC08-019 VL DNA (SEQ ID N°: 27)
GACATCCAGWTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGATGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGE
CAAGTCAGAGCATTAGCGGCTATTTARATTGGTATCAACAGAAACCAGGGAAAGCCCCTARCCTCCTGATCTA
TGGTGCATCCACTTTGCAGAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTC
ACCATCACCAGTCTGCAACCTGAAGACTATGCAACTTACTACTGTCAACAGACTTACACCTCCCCTCCGTACG
CT

>8C08-019 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 28)
DIQXTQSPSSLSASVDDRVTITCRASOSISGYLNWYQQKPGKAPNLLIYGASTLOSGVPSRFSGSGSGTDEFTL
TITSLOPEDYATYYCQQTYTSPPYA

>SC08-020 VH DNA (SEQ ID N°: 29)
CAGGTACAGCTGCAGCAGTCAGGAGCTGAGGTGAAGACCCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCAAGGCCT
CTGGATACACCTTTACCAGGTTTGGTGTCAGCTGGATACGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTCGAGTCGATTGG
ATGGATCAGCGCTTACAATGGTGACACATACTATGCACAGAAGT TCCAGGCCAGAGTCACCATGACCACAGAC
ACATCCACGACCACAGCCTACATGGAGATGAGGAGCCTGAGATCTGACGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGA
GAGAACCCCCCCTTTTTTACAGCAGCTGGTCTCTTGACAAC

>8C08-020 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 30)
OVOLOQSGAEVKTPGASVKVSCKASGYTFTRFGVSWIRQAPGQGLEWIGWI SAYNGDTYYAQKFOARVTMTTD
TSTTTAYMEMRSLRSDDTAVYYCAREPPLFYSSWSLDN

>SC08-020 VL DNA (SEQ ID N°: 31)
GAAATTGTGWTGACRCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGRAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGE
CCAGTCAGAGTGTTAGCATGAACTACTTAGCCTGGTTCCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCAT
CTATGGTGCGTCCCGCAGGGCCACTGGCATCCCCGACAGGATCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACT
CTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGCAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGGTACCTCACCTCGGA
cG

>SC08-020 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 32)
EIVXTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSMNYLAWFQOKPGOAPRLLIYGASRRATGIPDRISGSGSGTDET
LTISRLEPADFAVYYCQQYGTSPRT

>SC08-021 VH DNA (SEQ ID N°: 33)
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGATACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCT
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CTGGATTCACCTTTAGCGCCTATGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTC
AGCTATTGGTGGTAGTGGCGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGAC
AACTCCAAGAAGATCCTGTATCTGCAAATGAACGGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCATATATTACTGTGCGA
AAGGCCGGGATTGGACTGGGGGTTACTTCTTTGACTCC

>SC08-021 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 34)
EVOLVESGGGLIQPGGSLRLSCAASGFTFSAYAMNWVRQAPGKGLEWVSATIGGSGGSTYYADSVKGRETISRD
NSKKILYLOMNGLRAEDTAIYYCAKGRDWTGGYFFDS

>SC08-021 VL DNA (SEQ ID N°: 35)
GACATCCAGWTGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCCACCATCAACTGCAAGT
CCAGCCAGAGTATTTTCTACAGCTCCAACAATAAGAACTACTTAACTTGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGCC
TCCTAAGCTGCTCATTTACTGGGCATCTACCCGGGAATCCGGAGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTCT
GGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGGCTGAAGATGTGGCAGT TTATTACTGTCAGCAATACT
ATAGTATTCCCTACACT

>SC08-021 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 36)
DIQOXTOSPDSLAVSLGERATINCKSSQSIFYSSNNKNYLTWYQQKPGOPPKLLI YWASTRESGVPDRFSGSGS
GTDFTLTISSLQOAEDVAVYYCQQYYSIPYT

>5C08-038 VH DNA (SEQ ID N°: 37)
GAGGTGCAGCTGGTGGACTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCGGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCT
CTGGATTCGCCTTTAGCGGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTC
AGATATTGGTGGTAGTGGTGGTGGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGAC
AATGCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAATAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGA
AAAGCAGTAGCTGGGACCGGGCCTACTTCTTTGACTCC

>5C08-038 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 38)
VOLVDSGGGLVOPGGSLRLSCAASGFAFSGYAMSWVRQAPGKGLEWVSDIGGSGGGTY YADSVKGRFT T SRDN
AKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAKSSSWDRAYFFDS

>SC08-038 VL DNA (SEQ ID N°: 39)
GATATTGTGATGACCCAGACTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCCACCATCAACTGCAAGT
CCAGCCAGAGTGTTTTATACAGCTCCATCCATAAGAACTACTTAGCCTGGTACCAGCARAAACCAGGACAGCC
TCCTAAGCTGCTCATTTACTGGGCATCTACCCGGGAATCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGGCAGCGGGTCT
GGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGGCTGAAGATGTGGCAGTTTATTACTGTCAGCAATATT
ATAGATCTCCTCCAACT

>SC08-038 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 40)
DIVMTQTPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSIHKNYLAWYQQOKPGQOPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGS
GTDFTLTISSLOAEDVAVYYCQQYYRSPPT

>SC08-039 VH DNA (SEQ ID N°: 41)
CAGCTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACGTGCACTGTCT
CTGGCGGCTCCATCGGTAGTTACTACTGGAGCTGGATACGGCAGCCCCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGG
ATATATCTATTACCGTGGGGGTACCAGTTACAACCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATATCAGTCGACACG
TCCAAGAGCCAGTTCACCTTGAAGCTGAACTCTGTGACCGCTGCGGACACGGCCGTGTAT TACTGTGCGAGAA
AGGACTGGGGATCAGCGGCCGGAAGTGTCTGGTACTTCGATCTC

>SC08-039 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 42)
QLOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSIGSYYWSWIRQPPGKGLEWIGYIYYRGGTSYNPSLKSRVTISVDT
SKSQFTLKLNSVTAADTAVYYCARKDWGSAAGSVWYFDL

>SC08-039 VL DNA (SEQ ID N°: 43)
CAGTCTGCCCTGACTCAGCCTCCCTCCGCGTCCGGGTCTCCTGGACAGTCAGTCACCATCTCCTGCACTGGAA
CCAGCAGTGACGTTGGTGGTTATAATTATGTCTCCTGGTACCAACAACACCCAGGCAAAGCCCCCAAACTCAT
GATTCGTGAGGTCAGTAAGCGGCCCTCAGGGGTCCCTGATCGCTTCTCTGGTTCCAAGTCTGGCAACACGGCC
TCCCTGACCGTCTCTGGGCTCCAGGCTGAGGATGAGGCTGAATACTACTGCAGCTCGTATGCAGGCAGCAACA
ATCTGATA

>SC08-039 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 44)
OSALTQPPSASGSPGOSVTISCTGTSSDVGGYNYVSWYQQHPGKAPKLMIREVSKRPSGVPDRFSGSKSGNTA
SLTVSGLQAEDEAEYYCSSYAGSNNLI

>SC08-040 VH DNA (SEQ ID N°: 45)
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCAGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCGT
CTGGATTCGCTTTCAGTAGCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGACTGGAGTGGGTGAC
CTTTATATGGTATGATGGAAGTAATAAACACTATGCAGACTCCATGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGAC
AATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAGCAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCTGTTTATTACTGTGCGA
GAGATGGGGGATATAGCACCTGGGAATGGTACTTCGATCTC

>S5C08-040 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 46)
EVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFAFSSYGMHWVROAPGKGLEWVTFIWYDGSNKHYADSMKGRFTISRD
NSKNTLYLOMSSLRAEDTAVYYCARDGGYSTWEWYEFDL

>SC08-040 VL DNA (SEQ ID N°: 47)
GAAATTGTGCTGACTCAGTCTCCGGACTTTCAGTCTGTGACTCCAAAGGAGAGAGTCACCATCACCTGCCGGG
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CCAGTCAGGGCATTGGCAGTAACTTACACTGGTACCAGCAGAAACCAGATCAGTCTCCAAAGCTCCTCATCAA
GTATGCTTCCCAGTCCATCACAGGGGTCCCCTCGAGGTTCAGTGGCAGGGGATCTGGGACAGATTTCACCCTC
ACCATCAATAGCCTGGAAGTTGAAGATGCTGCAGTGTATTACTGTCATCAGAGTAGTAGTTTACCGCTCACT
>SC08-040 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 48)
EIVLTQSPDFQSVTPKERVTITCRASQOGIGSNLHWYQQKPDOSPKLLIKYASQSITGVPSRFSGRGSGTDFTL
TINSLEVEDAAVYYCHQSSSLPLT

>SC08-041 VH DNA (SEQ ID N°: 49)
CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGCGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTCTCCTGCCAGGCTT
CGGGTTACACCTTTACCTCCTTTGGTCTCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCCTGAGTGGATGGG
ATGGATCAGCGCTTACAATGGTGARATAAAGTATGCACAGAAGT TCCAGGGCAGAGTCTCCATGACCACAGAC
ACATCAACGAGGACAGCCTACATGGAGGTGCGGAGCCTCAGACCTGACGACACGGCCGTATACTACTGTGCGA
GAGAGCCCCCCCTGTATTTCAGTAGCTGGTCTCTCGACTTC

>SC08-041 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 50)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCOASGYTFTSFGLSWVROAPGOGPEWMGWI SAYNGEIKYAQKFQGRVSMTTD
TSTRTAYMEVRSLRPDDTAVYYCAREPPLYFSSWSLDF

>SC08-041 VL DNA (SEQ ID N°: 51)
GARAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGG
CCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAACTACTTAGCCTGGTTCCAGCAGARACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCAT
CTATGGTGCATCAAGGAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACT
CTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGRAAGATTT TGCAGTGTATTACTGTCAGCAGTATGATAGCTCACCTCGGA
CcG

>5C08-041 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 52)
EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSSNYLAWFQOKPGOAPRLLIYGASRRATGIPDRFSGSGSGTDET
LTISRLEPEDFAVYYCQQYDSSPRT

>SC08~043 VH DNA (SEQ ID N°: 53)
CAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTGGGGCTGAGGTGARGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGCTTTCCTGCAAGGCTT
CTGGATACACCTTCACTGCCTATTCTATGCATTGGGTGCGCCAGGCCCCCGGACAAAGCCTTGAGTGGTTGGE
ATGGATCAACACTGCCATCGGTAACACACAATATTCACAGAAGTTCCAGGACAGAGTCACCATTACCAGGGAC
ACATCTGCGCGCACATCGTACATGGAACTGAGCAGCCTGAGATCTGGAGACACGGCTGTCTATTTCTGTGCGA
GAGGGGCCTCTTGGGACGCCCGTGGGTGGTCTGGCTAC

>SC08-043 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 54)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKLSCKASGYTFTAYSMHWVRQAPGOSLEWLGWINTAIGNTQOYSOKFODRVTITRD
TSARTSYMELSSLRSGDTAVYFCARGASWDARGWSGY

>SC08-043 VL DNA (SEQ ID N°: 55)
GACATCCAGWTGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCCACCATCAACTGCAAGT
CCAGCCAGAGTGTTTTTTCCAGCTCCACCAATAAGAACTACTTAGCT TGGTACCAGCAGARACCAGGACAGCC
TCCTAAGGTGCTAATTTACTGGTCATCTACCCGGGAATCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGCCAGCGGGTCT
GGGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGGCTGCAGATGTGGCAGTTTATTACTGTCACCAATATT
ATACTGCTCCGTGGACG

>8C08-043 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 56)
DIOXTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVESSSTNKNYLAWYQQKPGQPPKVLIYWSSTRESGVPDRESASGS
GTDFTLTISSLQAADVAVYYCHQYYTAPWT

>SC08-049 VH DNA (SEQ ID N°: 57)
CAGGTCACCTTGAAGGAGTCTGCGTCCTGTACTGGTGAAGCCCAAAGAGACCCTCACGCTGACCTGCACCGTCT
CTGGGTTCTCACTCAGCAACACTAGAATGGGTGTGAGTTGGATCCGTCAGCCCCCAGGGAAGGCCCTGGAGTG
GCTTGCGCACATCTTTTCGAACGACGAAACATCCTACAGGACATCTCTGAAGAGGAGGCTCACCATCTCCCAG
GACATCTCCAAAAGTCAGGTGGTCCTTTCTATGACCAACGTGGACCCTGCAGACACAGCCACATATTTTTGTG
CACGGATCGGGTCTGGCTATGAGAGTAGTGCTTACTCCACCTGGCTCGACCCC

>SC08-049 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 58)
QVTLKESGPVLVKPKETLTLTCTVSGFSLSNTRMGVSWIRQPPGKALEWLAHI FSNDETSYRTSLKRRLTISQ
DISKSQVVLSMTNVDPADTATYFCARIGSGYESSAYSTWLDP

>SC08-049 VL DNA (SEQ ID N°: 59)
CAGTCTGTGCTGACTCAGCCACCCTCGGTGTCAGTGGCCCCAGGGCAGACGGCCAGGCTCACCTGTGAGGGAG
ACACAATTGGCAGTAAAAGTGTGCACTGGTACCAGCAGAGGCCAGGCCAGGCCCCTGTGTTGGTCGTCTATAR
TGATCGCGACCGGCCCTCAGGGATCCCTGAGCGATTCTCTGGCTCCAACTCTGGGCGCACGGCCACCCTGACC
ATCAGCAGGGTCGAAGCCGGGGATGAGGCCGACTATTTCTGTCAGGTGTGGGAGAGTGGAGGTGATCAGACTG
TC

>SC08-049 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 60)
QSVLTQPPSVSVAPGOTARLTCEGDTIGSKSVHWYQORPGOAPVLVVYNDRDRPSGI PERFSGSNSGRTATLT
ISRVEAGDEADYFCQVWESGGDQTV

>SC08-050 VH DNA (SEQ ID N°: 61)

CAGGTGCAGCTACAGCAGTGGGGCGCAGGACTAT TGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCGCTGTGT
ATGGTGGGTCGTTCACTGATCACTACTGGAGCTGGATCCGCCAGTCCCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGATTGG
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TGRAAGTCGTTCATAGTGGAGACACCAACTACACCCCGTCCCTCAGARATCGAGTTTCCATATCGGTCGACTCG
TCCAAGAATCAGTTCTCCCTGAGGCTGGGGTCTGTGACCGCCGCGGACACGGCTGTCTATTACTGTGCGAGAG
GCAGGAATGTTGCGGTAGTTGGTGCTATTCAGAGGCACTATGACTAC

>SC08-050 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 62)
OVOLOQOWGAGLLKPSETLSLTCAVYGGSFTDHYWSWIRQSPGKGLEWIGEVVHSGDTNYTPSLRNRVSISVDS
SKNQFSLRLGSVTAADTAVYYCARGRNVAVVGAIQRHYDY

>SC08-050 VL DNA (SEQ ID N°: 63)
GAAATTGTGATGACGCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGARAGAGCCACCCTCTCCTGCAGRG
CCAGTCAGAGTGTTAGCAGARACTACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAGCCTGGCCTGGCTCCCAGGCTCCTCAT
CTCTGGTGCATCGAGCAGGGCCACTGGCGTCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGGGGGTCTGACACAGACTTCACT
CTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCCGTGTATTACTGTCAGCACTATGGTTCGGTCCTTGTAG
CT

>SC08-050 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 64)
EIVMTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVSRNYLAWYOQOKPGLAPRLLISGASSRATGVPDRFSGRGSDTDFET
LTISRLEPEDFAVYYCQHYGSVLVA

>5C08-052 VH DNA (SEQ ID N°: 65)
CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCTCACCTGCACTGTCT
CTGGTGGCTCCGTCAGCAGTGGTACTTACTACTGGAGCTGGATCCGGCAGCCCCCAGGGAAGGGACTGGAGTG
GATTGGGGATATCTCTTACAGTGGGAGCACCAACTACAACCCCTCCCTCAAGAGTCGAGTCACCATTTCTAGA
GACACGTCCAAGAACCTGGTCTCCCTGARGCTGACCTCTGTGACCGCTGCGGACACGGCCGTGCATTACTGTG
CGAGAGCGATGGCGGCTTATAATTATGACAGGGGTGGTTATAACGACTACTACTACATGGACGTC
>8C08-052 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 66)
QOVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSVSSGTYYWSWIRQPPGKGLEWIGDISYSGSTNYNPSLKSRVTISR
DTSKNLVSLKLTSVTAADTAVHYCARAMAAYNYDRGGYNDYYYMDV

>5C08-052 VL DNA (SEQ ID N°: 67)
GACATCCAGTTGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTCGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGG
CAAGTCAGGGCATTAACACCTATTTARATTGGTATCAGCARAAACCAGGGAAGGCCCCTAAGGTCCTGATCTT
TGCTGCATCCACTTTGCAARGTGGAGTCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGTTCTGGGACAGAATTCACTCTC
AACATCAACAATCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTACTGCGATCACT
>8C08-052 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 68)
DIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGINTYLNWYQQOKPGKAPKVLIFAASTLOSGVPSRFSGSGSGTEFTL
NINNLQPEDFATYYCQQSYSTAIT

>SC08-055 VH DNA (SEQ ID N°: 69)
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCGTGGTCCAGCCTGGGAGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCGGCGT
CTGGATTCAGCTTCACCACCTATGGCATGCACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGCAAGGGGCTGGAGTGGGTGGC
CTTTATTTGGTATGATGGAAGTAACAAACACTATCAAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAAGGAC
AATTCCRACAACATGTTGTATCTGCAAATGGACAGCCTGAGAGTCGCCCACACGGCTGTTTATTACTGTGTGA
GAGATGGGGGATATAGCACCTGGGAATGGTACTTCGATCTC

>SC08-055 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 70)
EVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFSFTTYGMHWVRQAPGKGLEWVAFIWYDGSNKHYQDSVKGRFTISKD
NSNNMLYLOMDSLRVADTAVYYCVRDGGYSTWEWYFDL

>SC08-055 VL DNA (SEQ ID N°: 71)
GAAATTGTGCTGACTCAGTCTCCAGACTTTCAGTCTGTGGCTCCAAAGGAGAAAGTCACCATCACCTGCCGGE
CCAGTCGGAGCATTGGTAGTGACTTGCACTGGTTTCAGCAGAGGCCAGATCAGTCTCCARAGCTCCTCATCAA
GTTTGCTTCCCAGTCCATGTCAGGGGTCCCCTCGAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGAGAGATTTCACCCTC
ACCATCAGTAGCCTGGAGGCTGAAGATGCTGCTACGTATTACTGTCATCAGAGTAGTAGTTTACCGCTCACT
>SC08-055 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 72)
EIVLTQSPDFQSVAPKEKVTITCRASRSIGSDLHWFQQRPDQSPKLLIKFASQSMSGVPSRFSGSGSGRDETL
TISSLEAEDAATYYCHQSSSLPLT

>SC08-057 VH DNA (SEQ ID N°: 73)
GAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGAGGAGGCTTGGTCCAACCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCT
CTGGGTTCACCGACAGTGTCATCTTCATGAGTTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGTGTCTC
AATTATTTATATCGATGATTCCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGACACAAT
TCCATGGGCACAGTGTTTCTTGAAATGAACAGCCTGAGACCTGACGACACGGCCGTCTATTACTGTGCGACAG
AGAGCGGAGACTTTGGTGACCARACGGGTCCCTATCATTACTACGCTATGGACGTC

>SC08-057 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 74)
EVQOLVESGGGLVQOPGGSLRLSCAASGFTDSVIFMSWVRQAPGKGLECVSITIYIDDSTYYADSVKGRFTISRHAN
SMGTVFLEMNSLRPDDTAVYYCATESGDFGDQTGPYHYYAMDV

>SC08-057 VL DNA (SEQ ID N°: 75)
CAGTCTGCCCTGACTCAGCCTGCCTCCGTGTCTGGGTCTCCTGGACAGTCGATCACCATCTCCTGCACTGGAA
GCAGCGGTGACATTGGTGGTTATAACGCTGTCTCCTGGTACCAACACCACCCAGGCAAAGCCCCCARACTGAT
GATTTATGAGGTCACTAGTCGGCCCTCAGGGGTTTCCGATCGCTTCTCTGCGTCCAGGTCTGGCGACACGGCC
TCCCTGACTGTCTCTGGTCTCCAGGCTGAGGACGAGGCTCACTATTACTGCTGCTCATTTGCAGACAGCAACA
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TTTTGATT

>SC08-057 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 76)
QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGSSGDIGGYNAVSWYQHHPGKAPKLMIYEVTSRPSGVSDREFSASRSGDTA
SLTVSGLOAEDEAHYYCCSFADSNILI

>SC08-069 VH DNA (SEQ ID N°: 77)
GAGGTGCAGCTGGTGGAGACTGGGGGAGTCGTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAGCCT
CTGGCTTCACGTTTGAGGATTATACCATGCACTGGGTCCGTCAAGT TCCGGGGAAGGGTCTGGAGTGGGTCGC
GCTCATTAGTTGGGATGGCGGTATGTCARACTATGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGAC
AACAGCAAAAACTCTCTGTATCTGCAAGTGAGCAGTCTGAGAAGTGAAGACACCGCCCTGTATTACTGTGCAR
AAGATATACGACCCCGTATGCCAGCTCGTCACTTTATGGACGTC

>8C08-0639 VH PROTEINA (SEQ ID N°: 78)

EVQLVETGGVVVQPGGSLRLSCAASGFTFEDY TMHWVRQVPGKGLEWVALI SWDGGMSNYADSVKGREFTISRD
NSKNSLYLQVSSLRSEDTALYYCAKDIRPRMPARHFMDV

>8C08-069 VL DNA (SEQ ID N°: 79)
GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCGGGGGARAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGG
CCAGTCAGAATGTCAACTACAACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTA
TGTTGCATCCACCAGGGCCACTGGTATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAGTTCACTCTC
ACCATCAGCAGTCTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGTATAATAACTGGCCTCCGGCGA

TCACT

>SC08-069 VL PROTEINA (SEQ ID N°: 80)
EIVLTQSPATLSVSPGERATLSCRASQNVNYNLAWYQQKPGQAPRLLIYVASTRATGI PDRFSGSGSGTEFTL
TISSLOSEDFAVYYCQQYNNWPPAIT

>CR6261 HC DNA (SEQ ID N°: 185)

gaggtgcagce tggtggagtc tggggctgag gtgaagaagc ctgggtcctc ggtgaaagtc 60
tcttgcaagg cttctggagg ccccttccge agctatgcta tcagctgggt gcgacaggcece 120
cctggacaag ggcctgagtg gatgggaggg atcatcccta tttttggtac aacaaaatac 180
gcaccgaagt tccagggcag agtcacgatt accgcggacg atttcgcggg cacagtttac 240
atggagctga gcagcctgeg atctgaggac acggccatgt actactgtgc gaaacatatg 300
gggtaccagg tgcgcgaaac tatggacgtc tggggcaaag ggaccacggt caccgtctceg 360
agtgctagca ccaagggccc cagcgtgttc cccctggceccecc ccagcagcaa gagcaccagce 420
ggcggcacag ccgccctggg ctgcctggtg aaggactact tccccgagec cgtgaccgtg 480
agctggaaca gcggcgcectt gaccagcggce gtgcacacct tccccgecgt gctgcagage 540
agcggectgt acagcctgag cagegtggtg accgtgceccca gcagcagcect gggcacccag 600
acctacatct gcaacgtgaa ccacaagccc agcaacacca aggtggacaa acgcgtggag 660
cccaagagct gcgacaagac ccacacctgce cccccectgec ctgecccccga getgcetggge 720
ggaccctccg tgttcecctgtt cccccecccaag cccaaggaca ccctcatgat cagcecggacce 780
cccgaggtga cctgecgtggt ggtggacgtg agccacgagg accccgaggt gaagttcaac 840
tggtacgtgg acggcgtgga ggtgcacaac gccaagacca agccceccggga ggagcagtac 900
aacagcacct accgggtggt gagcgtgctc accgtgctgce accaggactg gctgaacggce 960
aaggagtaca agtgcaaggt gagcaacaag gccctgcctg cccccatcga gaagaccatce 1020
agcaaggcca agggccagcce ccgggagcecc caggtgtaca ccctgeccceccec cagccgggag 1080
gagatgacca agaaccaggt gtccctcacc tgtctggtga agggcttcta ccccagcgac 1140
atcgccgtgg agtgggagag caacggccag cccgagaaca actacaagac caccccccct 1200
gtgctggaca gcgacggcag cttcttectg tacagcaage tcaccgtgga caagagceccgg 1260
tggcagcagg gcaacgtgtt cagctgcagc gtgatgcacg aggccctgca caaccactac 1320
acccagaaga gcctgagcect gagcccecgge aag 1353
>CR6261 HC PROTEINA (SEQ ID N°: 186)
EVQLVESGAEVKKPGSSVKVSCKASGGPFRSYAISWYV
RQAPGQGPEWMGGIIPIFGTTKYAPKFQGRVTITADD
FAGTVYMELSSLRSEDTAMYYCAKHMGYQVRETMDVW
GKGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGC
LVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHEKPSNTIEKVDEKRVETPK
SCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMTISR
TPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTZE KPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHOQDWLNGEKEYKCKVSNEKALTP
APIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTEKNOQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQOGNVFEFSCSVMHEALHNHYTQ QIKS
L SLSPGK

>CR6261 LC DNA (SEQ ID N°: 187)

cagtctgtgt tgacgcagcc gccctcagtg tctgecggecce caggacagaa ggtcaccatce 60
tcctgctcectg gaagcagctc caacattggg aatgattatg tatcctggta ccagcagctce 120
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ttattcattg
ccatatcata
tgattattga
atggagttcc
cccegceccat
cattgacgtce
tatcatatgce
tatgcccagt
atcgctatta
gactcacggg
caaaatcaac
ggtaggcgtg
gcctggagac
ctcecgeggcece
ccttgcagaa
taaggagatc
gcacctattg
ttcaattaca
tggcccagcece
attacactca
cggacactct
ttcatactat
ttgctgccac
acaagtcaca
actttgaatt
atactatgat
cgcttgatgt
ataaagatgg
taccttctgg
caaattttag
ctgcagccta
atggtacaat
ctgttaagag
cctcaggaga
ttaatgctac
ttgctgatta
tttctgccac
tcaagggaga
attataaatt
atgctacttc
ggcecctttga

cccccaaact
ctggctccaa
aggccaacta
gagggaccaa
tgaccctgtt
tcatcagcga
tgaaggccgg
gcagctacct
tgacccacga
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gggagatctc
ttaagccagt
atttaagcta
aggcgttttg
gttatatagc
atatgtacat
ctagttatta
gcgttacata
tgacgtcaat
aatgggtgga
caagtacgcc
acatgacctt
ccatggtgat
gatttccaag
gggactttcc
tacggtggga
gccatccacg
gggaacggtg
gttggtcgtg
aatagaaact
gtcttactga
gctcgccacc
ggccagtgac
acatacttca
ttatttaact
taatcatacg
agagaaatca
gtcggtgatt
gtgtgacaac
attcgataat
ttcagaaaag
gtttctctat
ttttaacact
agccattctt
ttttgttgge
cacagatgct
ctttgagatt
tgttgtgaga
taaattccct
ctctgtgcectce
taagttgaat
tgatgtaaga
gccagatgat
aactggtaat
gagagacata

(SEQ ID

cctcatttat
gtctggcacg
ttactgcgcea
gctgaccgtce
cccececectece
cttctaccct
cgtggagacc
gagcctcacc
gggcagcacc

o
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(SEQ ID
ccgatccect
atctgctccce
caacaaggca
cgctgcttcg
ataaatcaat
ttatattggce
atagtaatca
acttacggta
aatgacgtat
gtatttacgg
ccctattgac
atgggacttt
gcggttttgg
tctccacccee
aaaatgtcgt
ggtctatata
ctgttttgac
cattggaagc
aggcactggg
gggcttgtceg
catccacttt
atgggatgga
cttgaccggt
tctatgaggg
caggatttat
tttggcaacc
aatgttgtcc
attattaaca
cctttectttg
gcatttaatt
tcaggtaatt
gtttataagg
ttgaaaccta
acagcctttt
tatttaaagc
gttgattgtt
gacaaaggaa
ttccctaata
tctgtctatg
tacaactcaa
gatctttgct
caaatagcgc
ttcatgggtt
tataattata
tctaatgtgce
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gacaataata
tcagccacce
acatgggatc
ctaggtgegg
tcecgaggage
ggcgceccgtga
accaccccca
cccgagcagt
gtggagaaga
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190
atggtgcact
tgcttgtgtg
aggcttgacc
ctaggtggtc
attggctatt
tcatgtccaa
attacggggt
aatggcccge
gttcccatag
taaactgccce
gtcaatgacg
cctacttggce
cagtacatca
attgacgtca
aacaactccg
agcagagctc
ctccatagaa
tggcctggat
caggtaagta
agacagagaa
gcctttectet
gctgtatcat
gcaccacttt
gggtttacta
ttcttccatt
ctgtcatacc
gtggttgggt
attctactaa
ctgtttctaa
gcactttcga
ttaaacactt
gctatcaacc
tttttaagtt
cacctgctca
caactacatt
ctcaaaatcc
tttaccagac
ttacaaactt
catgggagag
catttttttce
tctccaatgt
caggacaaac
gtgtccttgce
aatataggta
ctttctecce

agcgaccctce
tgggcatcac
gccgccecgac
ccgcaggcca
tgcaggccaa
ccgtggectg
gcaagcagag
ggaagagcca
ccgtggceccec
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ctcagtacaa
ttggaggtcg
gacaattgca
aatattggece
ggccattgca
cattaccgcecc
cattagttca
ctggctgacce
taacgccaat
acttggcagt
gtaaatggcc
agtacatcta
atgggcgtgg
atgggagttt
ccececattgac
gtttagtgaa
gacaccggga
atcctgactc
tcaaggttac
gactcttgcg
ccacaggtgt
cctcttettg
tgatgatgtt
tcctgatgaa
ttattctaat
ttttaaggat
ttttggttct
tgttgttata
acccatgggt
gtacatatct
acgagagttt
tatagatgta
gcctecttggt
agacatttgg
tatgctcaag
acttgctgaa
ctctaatttc
gtgtcctttt
aaaaaaaatt
aacctttaag
ctatgcagat
tggtgttatt
ttggaatact
tcttagacat
tgatggcaaa

agggattcct
cggactccag
tgcttatgtt
gcccaaggcece
caaggccace
gaaggccgac
caacaacaag
ccggagctac
caccgagtgce
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tctgctctga
ctgagtagtg
tgaagaatct
attagccata
tacgttgtat
atgttgacat
tagcccatat
gcccaacgac
agggactttc
acatcaagtg
cgcctggcecat
cgtattagtc
atagcggttt
gttttggcac
gcaaatgggc
ccgtcagatc
ccgatccagce
tcttaggtag
aagacaggtt
tttctgatag
ccactcccag
gtactgctgce
caagctccta
atttttagat
gttacagggt
ggtatttatt
accatgaaca
cgagcatgta
acacagacac
gatgcctttt
gtgtttaaaa
gttcgtgatc
attaacatta
ggcacgtcag
tatgatgaaa
ctcaaatgct
agggttgttc
ggagaggttt
tctaattgtg
tgctatggcg
tcttttgtag
gctgattata
aggaacattg
ggcaagctta
ccttgcaccce



cacctgctct
ttggctacca
cggtttgtgg
ttaatggact
aacaatttgg
aaatattaga
atgcttcatce
caattcatgc
tccagactca
acattcctat
ctagccaaaa
actctaataa
tgcctgttte
ctgaatgtgc
tctcaggtat
aaatgtacaa
ctgaccctct
cactcgctga
gagatctcat
atgatatgat
catttggtgc
atggcattgg
ttaacaaggc
agctgcaaga
gctctaattt
tcgaggcgga
atgtaacaca
ctaaaatgtc
accaccttat
atgtgccatc
catacttccc
ggaacttctt
atgtcgttat
cattcaaaga
gcgacatttc
atgaggtcgce
agcaatatat
ctgtgggcca
tggtgatctc
tcatgctttg
cagcgtgttc
ctgcctggtg
gaccagcggce
cagcgtggtg
ccacaagccc
ccacacctge
ccececccaag
ggtggacgtg
ggtgcacaac
gagcgtgctce
gagcaacaag
ccgggagccce
gtccctcacc
caacggccag
cttcttectg
cagctgcagce
gagccceccgge
gccecttcetagt
aggtgccact
taggtgtcat
agacaatagc
cagctggggc
tgtggtggtt

taattgttat
accttacaga
accaaaatta
cactggtact
ccgtgatgtt
catttcacct
tgaagttgct
agatcaactc
ggcaggcetgt
tggagctggce
atctattgtg
caccattget
tatggctaaa
taatttgett
tgctgctgaa
aaccccaact
aaagccaact
tgctggcectte
ttgtgcgcecag
tgctgectac
tggcgctgcet
agttacccaa
gattagtcaa
cgttgttaac
tggtgcaatt
ggtacaaatt
acaactaatc
tgagtgtgtt
gtccttcceca
ccaggagagg
tcgtgaaggt
ttctccacaa
tggcatcatt
agagctggac
aggcattaac
taaaaattta
taaatggcct
ggacacgcag
agccatcctg
gcagaagaag
ccectggecece
aaggactact
gtgcacacct
accgtgcecca
agcaacacca
cceecectgee
cccaaggaca
agccacgagg
gccaagacca
accgtgcetgce
gccctgectg
caggtgtaca
tgtctggtga
cccgagaaca
tacagcaagc
gtgatgcacg
aagtgataat
tgccagccat
cccactgtcce
tctattctgg
aggcatgctg
tctagggggt
acgcgcagcecg

tggccattaa
gttgtagtac
tccactgacc
ggtgtgttaa
tctgatttca
tgctcttttg
gttctatatc
acaccagctt
cttataggag
atttgtgcta
gcttatacta
atacctacta
acctccgtag
ctccaatatg
caggatcgca
ttgaaatatt
aagaggtctt
atgaagcaat
aagttcaatg
actgctgctc
cttcaaatac
aatgttctct
attcaagaat
cagaatgctc
tcaagtgtge
gacaggttaa
agggctgetg
cttggacaat
caagcagccce
aacttcacca
gtttttgtgt
ataattacta
aacaacacag
aagtacttca
gcttctgtcg
aatgaatcac
ctcgacgaac
gaggtcatcg
gccctggtgg
ccacgttagg
ccagcagcaa
tccececgagee
tcceegeegt
gcagcagcect
aggtggacaa
ctgcceceecga
ccctcatgat
accccgaggt
agccccggga
accaggactg
cccccatcga
ccctgeeccece
agggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggccctgcea
ctagagggcce
ctgttgtttg
tttcctaata
ggggtggggt
gggatgcggt
atccccacgce
tgaccgctac
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atgattatgg
tttcttttga
ttattaagaa
ctecettette
ctgattccgt
ggggtgtaag
aagatgttaa
ggcgcatata
ctgagcatgt
gttaccatac
tgtctttagg
acttttcaat
attgtaatat
gtagcttttg
acacacgtga
ttggtggttt
ttattgagga
atggcgaatg
gacttacagt
tagttagtgg
cttttgctat
atgagaacca
cacttacaac
aagcattaaa
taaatgatat
ttacaggcag
aaatcagggc
caaaaagagt
cgcatggtgt
cagcgccagce
ttaatggcac
cagacaatac
tttatgatcc
aaaatcatac
tcaacattca
tcattgacct
aaaaactcat
tggtgccaca
tgctcaccat
cggccgcetcg
gagcaccagc
cgtgaccgtg
gctgcagagce
gggcacccag
acgcgtggag
gctgctggge
cagccggacc
gaagttcaac
ggagcagtac
gctgaacggce
gaagaccatc
cagcecgggag
ccccagcgac
cacccccecect
caagagccgg
caaccactac
cgtttaaacc
cccctceececcee
aaatgaggaa
ggggcaggac
gggctctatg
gccctgtage
acttgccagce

tttttacacc
acttttaaat
ccagtgtgtc
aaagagattt
tcgagatcct
tgtaattaca
ctgcactgat
ttctactgga
cgacacttct
agtttcttta
tgctgatagt
tagcattact
gtacatctgc
cacacaacta
agtgttcgcet
taatttttca
cttgctcttt
cctaggtgat
gttgccacct
tactgccact
gcaaatggca
aaaacaaatc
aacatcaact
cacacttgtt
cctttcgega
acttcaaagc
ttctgctaat
tgacttttgt
tgtcttecta
aatttgtcat
ttcttggttt
atttgtctca
tctgcaacct
atcaccagat
aaaagaaatt
tcaagaactg
ctcagaagag
ctccttgececc
catctccctt
agtgctagca
ggcggcacag
agctggaaca
agcggcectgt
acctacatct
cccaagagct
ggaccctceg
cccgaggtga
tggtacgtgg
aacagcacct
aaggagtaca
agcaaggcca
gagatgacca
atcgccgtgg
gtgctggaca
tggcagcagg
acccagaaga
cgctgatcag
gtgccttcct
attgcatcgce
agcaaggggg
gcttctgagg
ggcgcattaa
gccctagcege

actactggca

gcaccggcca
aattttaatt
caaccatttc
aaaacatctg
cctggaacaa
gtttctacag
aacaatgtat
tatgagtgcg
ttacgtagta
tcaattgctt
acagaagtaa
ggagattcta
aatcgtgcac
caagtcaaac
caaatattac
aataaggtga
attaatgcta
ctgctcactg
gctggatgga
tataggttca
gccaaccaat
gcattgggca
aaacaactta
cttgataaag
cttcaaacct
cttgctgcta
ggaaagggct
catgtcacgt
gaaggcaaag
attacacaga
ggaaattgtg
gagcttgact
gttgattttg
gaccgcctceca
ggaaaatatg
gatctgaatg
tttaaggtgg
atcatcctca
ccaagggccc
ccgceccecctggg
gcggcgcectt
acagcctgag
gcaacgtgaa
gcgacaagac
tgttcctgtt
cctgcgtggt
acggcgtgga
accgggtggt
agtgcaaggt
agggccagcece
agaaccaggt
agtgggagag
gcgacggcag
gcaacgtgtt
gcctgagcect
cctcgactgt
tgaccctgga
attgtctgag
aggattggga
cggaaagaac
gcgcggeggyg
ccgctceccettt

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
33900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480



cgctttcettce
ggggctccct
ttagggtgat
gttggagtcc
tatctcggtce
aaatgagctg
gggtgtggaa
tagtcagcaa
atgcatctca
actccgccca
gaggccgagyg
ggcctaggcet
gagacaggat
gccgettggg
gatgccgceceg

ctgtccggtg

acgggcgttc
ctattgggcg
gtatccatca
ttcgaccacc
gtcgatcagg
aggctcaagg
ttgccgaata
ggtgtggcgg
ggcggcgaat
cgcatcgect
tgaccgacca
atgaaaggtt
gggatctcat
acaaataaag
gttgtggttt
gctagagcectt
caattccaca
tgagctaact
cgtgccagcet
gctcttcecge
tatcagctca
agaacatgtg
cgtttttcca
ggtggcgaaa
tgcgcectctcce
gaagcgtggce
gctccaagcet
gtaactatcg
ctggtaacag
ggcctaacta
ttaccttcgg
gtttttttgt
tgatcttttce
tcatgagatt
aatcaatcta
aggcacctat
tgtagataac
gagacccacg
agcgcagaag
aagctagagt
gcatcgtggt
caaggcgagt
cgatcgttgt
ataattctct
ccaagtcatt
gggataatac

cggggcgaaa

ccttecttte
ttagggttcc
ggttcacgta
acgttcttta
tattcttttg
atttaacaaa
agtccccagg
ccaggtgtgg
attagtcagc
gttccgeccca
ccgectectgce
tttgcaaaaa
gaggatcgtt
tggagaggct
tgttccgget
ccctgaatga
cttgcgcage
aagtgccggg
tggctgatgce
aagcgaaaca
atgatctgga
cgcgcatgcece
tcatggtgga
accgctatca
gggctgaccg
tctatcgect
agcgacgcecce
gggcttcgga
gctggagttce
caatagcatc
gtccaaactc
ggcgtaatca
caacatacga
cacattaatt
gcattaatga
ttcctcecgetce
ctcaaaggcg
agcaaaaggc
taggctccegce
cccgacagga
tgttccgacc
gctttctcat
gggctgtgtg
tcttgagtcce
gattagcaga
cggctacact
aaaaagagtt
ttgcaagcag
tacggggtct
atcaaaaagg
aagtatatat
ctcagcgatc
tacgatacgg
ctcaccggcet
tggtcctgea
aagtagttcg
gtcacgctcg
tacatgatcc
cagaagtaag
tactgtcatg
ctgagaatag
cgcgccacat
actctcaagg

tcgccacgtt
gatttagtgce
gtgggccatc
atagtggact
atttataagg
aatttaacgc
ctccceccagcea
aaagtcccca
aaccatagtc
ttctccgece
ctctgagcta
gctcececggga
tcgecatgatt
attcggctat
gtcagcgcag
actgcaggac
tgtgctcgac
gcaggatctc
aatgcggcegyg
tcgcatecgag
cgaagagcat
cgacggcgag
aaatggccgce
ggacatagcg
cttcctegtyg
tcttgacgag
aacctgccat
atcgttttcce
ttcgcccecacce
acaaatttca
atcaatgtat
tggtcatagce
gccggaagca
gcgttgeget
atcggccaac
actgactcge
gtaatacggt
cagcaaaagg
cccecctgacg
ctataaagat
ctgccgcetta
agctcacgcet
cacgaacccce
aacccggtaa
gcgaggtatg
agaagaacag
ggtagctctt
cagattacgce
gacgctcagt
atcttcacct
gagtaaactt
tgtctatttce
gagggcttac
ccagatttat
actttatccg
ccagttaata
tcgtttggta
cccatgttgt
ttggccgcag
ccatccgtaa
tgtatgcggce
agcagaactt
atcttaccgce
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cgccggettt
tttacggcac
gccctgatag
cttgttccaa
gattttgccg
gaattaattc
ggcagaagta
ggctccccag
ccgeccectaa
catggctgac
ttccagaagt
gcttgtatat
gaacaagatg
gactgggcac
dgggcgeecgyg
gaggcagege
gttgtcactg
ctgtcatctc
ctgcatacgc
cgagcacgta
caggggctcg
gatctcgteg
ttttctggat
ttggctaccc
ctttacggta
ttcttectgag
cacgagattt
gggacgccgg
ccaacttgtt
caaataaagc
cttatcatgt
tgtttcectgt
taaagtgtaa
cactgccecgce
gcgcggggag
tgcgctcggt
tatccacaga
ccaggaaccg
agcatcacaa
accaggcegtt
ccggatacct
gtaggtatct
ccgttcagcece
gacacgactt
taggcggtgce
tatttggtat
gatccggcaa
gcagaaaaaa
ggaacgaaaa
agatcctttt
ggtctgacag
gttcatccat
catctggccce
cagcaataaa
cctccatcca
gtttgcgcaa
tggcttcatt
gcaaaaaagc
tgttatcact
gatgcttttc
gaccgagttg
taaaagtgct
tgttgagatc

ccececgtcecaag
ctcgaccccea
acggtttttc
actggaacaa
atttcggect
tgtggaatgt
tgcaaagcat
caggcagaag
ctccgececcat
taattttttt
agtgaggagg
ccattttcgg
gattgcacgc
aacagacaat
ttetttttgt
ggctatcgtg
aagcgggaag
accttgctcc
ttgatccggce
ctcggatgga
cgccagccga
tgacccatgg
tcatcgactg
gtgatattgc
tcgeegcetece
cgggactctg
cgattccacc
ctggatgatc
tattgcagcet
attttttteca
ctgtataccg
gtgaaattgt
agcctggggt
tttccagtcg
aggcggtttg
cgttcggetg
atcaggggat
taaaaaggcc
aaatcgacgc
tcccectgga
gtccgecttt
cagttcggtg
cgaccgctgce
atcgccactg
tacagagttc
ctgcgctctg
acaaaccacc
aggatctcaa
ctcacgttaa
asattaaaaa
ttaccaatgc
agttgcctga
cagtgctgca
ccagccagcce
gtctattaat
cgttgttgcecce
cagctccggt
ggttagctcc
catggttatg
tgtgactggt
ctcttgececg
catcattgga
cagttcgatg

ctctaaatcg
aaaaacttga
gcccectttgac
cactcaaccc
attggttaaa
gtgtcagtta
gcatctcaat
tatgcaaagc
cccgceccecta
tatttatgca
cttttttgga
atctgatcaa
aggttctcecg
cggctgcetet
caagaccgac
gctggccacg
ggactggctg
tgccgagaaa
tacctgccca
agccggtett
actgttcgcce
cgatgcctge
tggceggcetg
tgaagagctt
cgattcgcag
gggttcgaaa
gccgcecttct
ctccagcgeg
tataatggtt
ctgcattcta
tcgacctcta
tatccgctca
gcctaatgag
ggaaacctgt
cgtattgggce
cggcgagegyg
aacgcaggaa
gcgttgetgg
tcaagtcaga
agctccctcg
ctccettegg
taggtcgttce
gccttatceg
gcagcagcca
ttgaagtggt
ctgaagccag
gctggtageg
gaagatcctt
gggattttgg
tgaagtttta
ttaatcagtg
ctccecegteg
atgataccgce
ggaagggccg
tgttgccggg
attgctacag
tcccaacgat
ttcggtcectce
gcagcactgc
gagtactcaa
gcgtcaatac
aaacgttctt
taacccactc

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
93900
9960
10020
10080
10140
10200
10260



gtgcacccaa ctgatcttca
caggaaggca aaatgccgca
tactcttcet ttttcaatat
acatatttga atgtatttag
aagtgccacc tgacg

Vector pIg-C9%09-Ckappa

tcgacggatc gggagatctc
tgccgcatag ttaagccagt
cgcgagcaaa atttaagcta
aagaatctgc ttagggttag
tagccatatt attcattggt
cgttgtatcc atatcataat
gttgacattg attattgact
gcccatatat ggagttccge
ccaacgaccc ccgcccattg
ggactttcca ttgacgtcaa
atcaagtgta tcatatgcca
cctggcatta tgcccagtac
tattagtcat cgctattacc
agcggtttga ctcacgggga
tttggcacca aaatcaacgg
aaatgggcgg taggcgtgta
gtcagatcgce ctggagacgce
gatccagcct ccgcggcecgg
gcagaagttg gtcgtgaggc
gagatcaata gaaactgggc
ctattggtct tactgacatc
attacagctc gccaccatgc
gcccgecteg agatctatceg
ctcttggctg ctgctgagcece
ggccaagacc ttcctggaca
cctggccage tggaactaca
cgccggcgac aagtggagceg
cctgcaggag atccagaacc
cagcagcgtg ctgagcgagg
caccatctac agcaccggca
ggagcccgge ctgaacgaga
ctgggagagc tggcggagcg
ggtgctgaag aacgagatgg
aggcgactac gaagtgaacg
ggacgtggag cacaccttcg
gcgggccaag ctgatgaacg
ccacctgctg ggcgacatgt
cttcggccag aagcccaaca
ccagcggatc ttcaaggagg
ccagggcttt tgggagaaca
ccaccccacce gcctgggacce
gaccatggac gacttcctga
ctacgccgec cagccecttee
gggcgagatc atgagcctga
gagccccgac ttccaggagg
gaccatcgtg ggcacecctgce
taagggcgag atccccaagg
cgtgggcegtyg gtggagccecg
ccacgtgagc aacgactact
gttccaggag gccctgtgec
cagcaacagc accgaggccg
gccctggacc ctggececctgg
gctgaactac ttcgagcccce
gggctggagc accgactgga
gaagagcgcc ctgggcgaca
gagcagcgtg gcctatgceca
gttcggcgag gaggacgtga

gcatctttta
aaaaagggaa
tattgaagca
aaaaataaac

(SEQ ID N°:

ccgatccect
atctgctccc
caacaaggca
gcgttttgeg
tatatagcat
atgtacattt
agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtacgccce
atgaccttat
atggtgatge
tttccaagtc
gactttccaa
cggtgggagg
catccacgct
gaacggtgca
actgggcagg
ttgtcgagac
cactttgcct
ggctgcccgce
atgcatgcca
tggtggcecgt
agttcaacca
acaccaacat
ccttectgaa
tgaccgtgaa
acaagagcaa
aagtgtgcaa
tcatggccaa
aagtgggcaa
ccagggccaa
gcgtggacgg
aggagatcaa
cctaccccag
ggggccggtt
tcgacgtgac
ccgagaagtt
gcatgctgac
tgggcaaggyg
ccgcccacca
tgctgcggaa
gcgececgcecac
acaacgagac
ccttcaccta
accagtggat
tgccceccacga
ccttcatccg
aggccgceccaa
gacagaaact
agaatgtggt
tgttcacctg
gcccecctacge
aggcctacga
tgcggcagta
gagtggccaa

139

ctttcaccag
taagggcgac
tttatcaggg
aaataggggt

191)

atggtgcact
tgcttgtgtg
aggcttgacc
ctgcttcgcet
aaatcaatat
atattggctc
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttcc
ggttttggca
tccaccccat
aatgtcgtaa
tctatataag
gttttgacct
ttggaatcga
taagtatcaa
agagaagact
ttctctcecac
ccagctgctyg
tggtaccaag
gacagccgcce
cgaggccgag
caccgaggag
ggagcagagce
gctgcagctg
gcggctgaac
ccccgacaac
cagcctggac
gcagctgcgg
ccactacgag
ctacgactac
gcctctgtac
ctacatcagc
ctggaccaac
cgacgccatg
cttecgtgagce
cgacccecgge
cgacttccgg
cgagatgggc
cggcgccaac
ccccaagcac
cgagatcaac
catgctggag
gaagaagtgg
cgagacctac
gtactacacc
gcacgaggge
gttcaacatg
gggcgccaag
gctgaaggac
cgaccagagc
gtggaacgac
cttcctgaaa
cctgaagccc

cgtttctggg
acggaaatgt
ttattgtctc
tcecgegeaca

ctcagtacaa
ttggaggtcg
gacaattgtt
aggtggtcaa
tggctattgg
atgtccaaca
tacggggtca
tggccecgect
tcccatagta
aactgcccac
caatgacggt
tacttggcag
gtacatcaat
tgacgtcaat
caactccgcecce
cagagctcgt
ccatagaaga
tgactctctt
ggttacaaga
cttgcgttte
aggtgtccac
ggccttctca
cttgccacca
cagagcacca
gacctgttct
aacgtgcaga
acactggccce
caggccctgce
accatcctga
ccccaggagt
tacaacgagc
cccctgtacyg
gactacggcg
agcagaggce
gagcacctgce
cccatcggcet
ctgtacagcc
gtggaccagg
gtgggcctge
aatgtgcaga
atcctgatgt
cacatccagt
gagggctttc
ctgaagagca
ttecctgcetga
aagtggcggt
tgggagatga
tgcgaccccyg
cggaccctgt
ccccectgecaca
ctgcggctgg
aacatgaatg
cagaacaaga
atcaaagtgc
aacgagatgt
gtgaagaacc
cggatcagcet

tgagcaaaaa
tgaatactca
atgagcggat
tttccececgaa

tctgctctga
ctgagtagtg
aattaacatg
tattggccat
ccattgcata
ttaccgccat
ttagttcata
ggctgaccgce
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggcccg
tacatctacg
gggcgtggat
gggagtttgt
ccattgacgce
ttagtgaacc
caccgggacc
aggtagcctt
caggtttaag
tgataggcac
tcccagttca
tgctgtgggt
tgagcagcag
tcgaggagceca
accagagcag
acatgaacaa
agatgtaccc
agcagaacgg
acaccatgtce
gcctgetgcet
ggctgtgggce
aggagtacgt
actactggag
agctgatcga
acgcctacgt
gcctgecececge
tgaccgtgcec
cctgggacgce
ccaacatgac
aggccgtgtg
gcaccaaagt
acgacatggc
acgaggccgt
tcggcectget
agcaggccct
ggatggtgtt
agcgggagat
ccagcctgtt
accagttcca
agtgcgacat
gcaagagcga
tgcgceccecect
acagcttcgt
ggatcagcct
acctgttccg
agatgatcct
tcaacttctt

10320
10380
10440
10500
10515

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420



cgtgaccgcc
ccggatgage
cctgggeatc
cgtgtttgge
catccgggac
cgatatcagc
cttctgataa
ggatccgata
cagctgaaga
gccaaggtgc
accgagcagg
gccgactacg
cccgtgacca
cagcctcgac
ccttgaccct
cgcattgtcet
gggaggattg
aggcggaaag
taagcgcggce
cgcecegetec
aagctctaaa
ccaaaaaact
ttcgcecttt
caacactcaa
cctattggtt
tgtgtgtcag
catgcatctce
aagtatgcaa
catcccgcecce
ttttatttat
aggctttttt
cggatctgat
tctgatcgaa
tcgtgettte
cgatggtttc
tccggaagtyg
tgcacagggt
ggtcgcggag
cccattcgga
tgctgateccce
cgcgcaggcet
cgtgcacgeg
cattgactgg
ctggaggceg
ggagcttgca
ctatcagagc
cgcaatcgtc
ggcecgtetgg
cactcgtccg
ctatgaaagg
cggggatctc
ttacaaataa
tagttgtggt
tagctagagc
cacaattcca
agtgagctaa
gtcgtgccag
gcgctcttece
ggtatcagct
aaagaacatg
ggcgtttttc
gaggtggcga
cgtgcgcetcect

cccaagaacg
cggagecgga
cagcccacce
gtggtgatgg
cggaagaaga
aagggcgaga
tctagaacga
tcgccgtgge
gcggcaccgce
agtggaaggt
acagcaagga
agaagcacaa
agagcttcaa
tgtgccttcet
ggaaggtgcc
gagtaggtgt
ggaagacaat
aaccagctgg
gggtgtggtg
tttcgcecttte
tcgggggcete
tgattagggt
gacgttggag
ccctatctceg
aaaaaatgag
ttagggtgtg
aattagtcag
agcatgcatc
ctaactccgce
gcagaggcceg
ggaggcctag
cagcacgtga
aagttcgaca
agcttcgatg
tacaaagatc
cttgacattg
gtcacgttgce
gccatggatg
ccacaaggaa
catgtgtatc
ctcgatgagce
gatttcggcet
agcgaggcga
tggttggctt
ggatcgccgce
ttggttgacyg
cgatccggag
accgatggcet
agggcaaagg
ttgggcttcyg
atgctggagt
agcaatagca
ttgtccaaac
ttggcgtaat
cacaacatac
Ctcacattaa
ctgcattaat
gcttcecctege
cactcaaagg
tgagcaaaag
cataggctcc
aacccgacag
cctgttccga

tgagcgacat
tcaacgacgc
tgggccctce
gcgtgatcgt
agaacaaggc
acaaccccgg
gctcgaattc
ggcecgcecaccce
cagcgtggtg
ggacaacgcc
ctccacctac
ggtgtacgcc
ccggggcgayg
agttgccagce
actcccactg
cattctattce
agcaggcatg
ggctctaggg
gttacgcgca
ttcecttect
cctttagggt
gatggttcac
tccacgttct
gtctattctt
ctgatttaac
gaaagtcccc
caaccaggtg
tcaattagtc
ccagttccgce
aggccgcecte
gcttttgcaa
tgaaaaagcc
gcgtctccga
taggagggcg
gttatgttta
gggaattcag
aagacctgcce
cgatcgctge
tcggtcaata
actggcaaac
tgatgctttg
ccaacaatgt
tgttcgggga
gtatggagca
ggctccgggce
gcaatttcga
ccgggactgt
gtgtagaagt
aatagcacgt
gaatcgtttt
tcttcgecca
tcacaaattt
tcatcaatgt
catggtcata
gagccggaag
ttgcgttgeg
gaatcggcca
tcactgactc
cggtaatacg
gccagcaaaa
gccececcectga
gactataaag
ccctgeeget

140

catcccecgg
cttcecggetg
caaccagccc
ggtgggaatc
ccggagcggce
cttccagaac
gaagcttctg
agcgtgttca
tgcctgctga
ctgcagagcg
agcctgagcea
tgcgaggtga
tgttaataga
catctgttgt
tcectttecta

tggggggtgg
ctggggatgce
ggtatcccca

gcgtgaccge
ttctcgeccac
tccgatttag
gtagtgggcc
ttaatagtgg
ttgatttata
aaaaatttaa
aggctccccea
tggaaagtcc
agcaaccata
ccattctccg
tgcctctgag
aaagctcccg
tgaactcacc
cctgatgcag
tggatatgtc
tcggecacttt
cgagagcctg
tgaaaccgaa
ggccgatctt
cactacatgg
tgtgatggac
ggccgaggac
cctgacggac
ttceccaatac
gcagacgcgce
gtatatgctc
tgatgcagct
cgggcgtaca
actcgccgat
gctacgagat
ccgggacgcec
ccccaacttg
cacaaataaa
atcttatcat
gctgtttccect
cataaagtgt
ctcactgccc
acgcgcggygyg
gctgecgeteg
gttatccaca
ggccaggaac
cgagcatcac
ataccaggcg
taccggatac

accgaagtgg
aacgacaact
cccgtgagca
gtgatcctga
gagaacccct
accgacgacg
cagacgcgtc
tcttecccecce
acaacttcta
gcaacagcca
gcaccctcac
cccaccaggg
cttaagttta
ttgcccectcece
ataaaatgag
ggtggggcag
ggtgggctct
cgcgcectgt
tacacttgcc
gttcgcecgge
tgctttacgg
atcgccctga
actcttgttc
agggattttg
cgcgaattaa
gcaggcagaa
ccaggctcce
gtcccgeecce
ccccatggcet
ctattccaga
ggagcttgta
gcgacgtctg
ctctecggagg
ctgcgggtaa
gcatcggccecg
acctattgca
ctgcececgetg
agccagacga
cgtgatttca
gacaccgtca
tgcceccgaag
aatggccgceca
gaggtcgcca
tacttcgagc
cgcattggtc
tgggcgcagyg
caaatcgccc
agtggaaacc
ttcgattcca
ggctggatga
tttattgcag
gcattttttt
gtctgtatac
gtgtgaaatt
aaagcctggg
gctttccagt
agaggcggtt
gtcgttcgge
gaatcagggg
cgtaaaaagg
aaaaatcgac
tttcccectg
ctgtccgect

agaaggccat
ccctggagtt
tctggctgat
tcttcacecgg
acgccagceat
tgcagaccag
gacgtcatat
ctccgacgag
cccecceccgggag
ggagagcgtg
cctgagcaag
cctgagecagce
aaccgctgat
ccecgtgectt
gaaattgcat
gacagcaagg
atggcttctg
agcggcgceat
agcgccctag
tttccecegte
cacctcgacc
tagacggttt
caaactggaa
gccatttcgg
ttctgtggaa
gtatgcaaag
cagcaggcag
taactccgcee
gactaatttt
agtagtgagg
tatccatttt
tcgagaagtt
gcgaagaatc
atagctgcege
cgctcccgat
tctececgecg
ttctgcagcece
gcgggttcgg
tatgcgcgat
gtgcgtccgt
tccggecacct
taacagcggt
acatcttctt
ggaggcatcc
ttgaccaact
gtcgatgcga
gcagaagcgc
gacgccccag
ccgeccgectt
tcctccageg
cttataatgg
cactgcattc
cgtcgacctc
gttatcecget
gtgcctaatg
cgggaaacct
tgcgtattgg
tgcggcgage
ataacgcagg
ccgegttget
gctcaagtca
gaagctccect
ttctcectte

3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200



gggaagcgtg gcgctttcetce
tcgctccaag ctgggcectgtyg
cggtaactat cgtcttgagt
cactggtaac aggattagca
gtggcctaac tacggctaca
agttaccttc ggaaaaagag
cggttttttt gtttgcaagce
tttgatcttt tctacggggt
ggtcatgaga ttatcaaaaa
taaatcaatc taaagtatat
tgaggcacct atctcagcga
cgtgtagata actacgatac
gcgagaccca cgctcaccgg
cgagcgcaga agtggtcctg
ggaagctaga gtaagtagtt
aggcatcgtg gtgtcacgct
atcaaggcga gttacatgat
tccgatcgtt gtcagaagta
gcataattct cttactgtca
aaccaagtca ttctgagaat
acgggataat accgcgccac
ttcggggcga aaactctcaa
tcgtgcacce aactgatctt
aacaggaagg caaaatgccg
catactcttc ctttttcaat
atacatattt gaatgtattt
aaaagtgcca cctgacg

Vector pIg-C810-Clambda

tcgacggatc gggagatcte
tgccgcatag ttaagccagt
cgcgagcaaa atttaagcta
aagaatctgc ttagggttag
tagccatatt attcattggt
cgttgtatcc atatcataat
gttgacattg attattgact
gcccatatat ggagttccge
ccaacgaccc ccgcccattg
ggactttcca ttgacgtcaa
atcaagtgta tcatatgcca
cctggcatta tgcccagtac
tattagtcat cgctattacc
agcggtttga ctcacgggga
tttggcacca aaatcaacgg
aaatgggcgg taggcgtgta
gtcagatcgc ctggagacgce
gatccagcct ccgcggcecgg
gcagaagttg gtcgtgaggce
gagatcaata gaaactgggc
ctattggtct tactgacatc
attacagctc gccaccatgce
tccecggegtc tcgagatcta
cagctcttgg ctgctgctga
gcaggccaag accttcctgg
cagcctggcec agctggaact
caacgccggc gacaagtgga
cceccectgcag gagatccaga
cggcagcagc gtgctgageg
gtccaccatc tacagcaccg
gctggagecce ggcctgaacg
ggcctgggag agctggcgga
cgtggtgctg aagaacgaga
gagaggcgac tacgaagtga
cgaggacgtg gagcacacct

atagctcacg
tgcacgaacc
ccaacccggt
gagcgaggta
ctagaagaac
ttggtagcectc
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggcett
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtcgtttgg
cccececatgtt
agttggecgce
tgccatccgt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc
cagcatcttt
caaaaaaggg
attattgaag
agaaaaataa

ccgatccecect
atctgctccce
caacaaggca
gcgttttgeg
tatatagcat
atgtacattt
agttattaat
gttacataac
acgtcaataa
tgggtggagt
agtacgcccc
atgaccttat
atggtgatgc
tttccaagtc
gactttccaa
cggtgggagg
catccacgct
gaacggtgca
actgggcagg
ttgtcgagac
cactttgcct
ggttctccge
tcgatgcatg
gcctggtgge
acaagttcaa
acaacaccaa
gcgccttecet
acctgaccgt
aggacaagag
gcaaagtgtg
agatcatggc
gcgaagtggg
tggccagggce
acggcgtgga
tcgaggagat

(SEQ ID N°:

141

ctgtaggtat
cccegttceag
aagacacgac
tgtaggcggt
agtatttggt
ttgatccgge
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tcgttcatcce
accatctggc
atcagcaata
cgcctccate
tagtttgcge
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga
tactttcacc
aataagggcg
catttatcag
acaaataggg

192)

atggtgcact
tgcttgtagtyg
aggcttgacc
ctgcttcgcet
aaatcaatat
atattggctc
agtaatcaat
ttacggtaaa
tgacgtatgt
atttacggta
ctattgacgt
gggactttcce
ggttttggca
tccaccccat
aatgtcgtaa
tctatataag
gttttgacct
ttggaatcga
taagtatcaa
agagaagact
ttctctccac
tcagctgctg
ccatggtacc
cgtgacagcc
ccacgaggcc
catcaccgag
gaaggagcag
gaagctgcag
caagcggctg
caaccccgac
caacagcctg
caagcagctg
caaccactac
cggctacgac
caagcctctg

ctcagttcgg
cccgaccgcet
ttatcgccac
gctacagagt
atctgcgctc
aaacaaacca
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgcct
cccagtgcetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctccg
gcggttaget
ctcatggtta
tctgtgactg
tgctcttgcee
ctcatcattyg
tccagttcga
agcgtttctg
acacggaaat
ggttattgtc
gttccgegcea

ctcagtacaa
ttggaggtcg
gacaattgtt
aggtggtcaa
tggctattgg
atgtccaaca
tacggggtca
tggcccgecet
tcccatagta
aactgcccac
caatgacggt
tacttggcag
gtacatcaat
tgacgtcaat
caactccgcec
cagagctcgt
ccatagaaga
tgactctctt
ggttacaaga
cttgecgtttce
aggtgtccac
ggccttctgg
aagcttgcca
gcccagagcea
gaggacctgt
gagaacgtgc
agcacactgg
ctgcaggccc
aacaccatcc
aacccccagg
gactacaacg
cggcccctgt
gaggactacg
tacagcagag
tacgagcacc

tgtaggtcgt
gcgecttatce
tggcagcagce
tcttgaagtg
tgctgaagcce
ccgctggtag
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactcceccgt
caatgatacc
c¢cggaagggc
attgttgccg
ccattgctac
gttcccaacg
ccttcggtec
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagcgg
catttccccg

tctgctetga
ctgagtagtg
aattaacatg
tattggccat
ccattgcata
ttaccgccat
ttagttcata
ggctgaccge
acgccaatag
ttggcagtac
aaatggcccg
tacatctacg
gggcgtggat
gggagtttgt
ccattgacgce
ttagtgaacc
caccgggacc
aggtagcctt
caggtttaag
tgataggcac
tcccagttca
tgctgtggat
ccatgagcag
ccatcgagga
tctaccagag
agaacatgaa
cccagatgta
tgcagcagaa
tgaacaccat
agtgcctgcet
agcggcetgtyg
acgaggagta
gcgactactg
gccagctgat
tgcacgcecta

7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8777

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100



cgtgcgggcec
cgcccacctg
gccecttegge
cgcccagegg
gacccagggce
gtgccaccce
agtgaccatg
ggcctacgcece
cgtgggcgag
gctgagccce
cctgaccatc
gtttaagggc
gatcgtgggce
gttccacgtyg
ccagttccag
catcagcaac
cgagccctgg
cctgctgaac
cgtgggcetgg
cctgaagagc
ccggagcagce
cctgttcgge
cttcgtgacc
catccggatg
gttcctgggce
gatcgtgttt
cggcatccgg
catcgatatc
cagcttctga
tatggatccg
ctgttcccce
agcgacttcet
gccggegtgg
tacctgagcc
cacgagggca
gtttaaaccyg
cctecceceegt
atgaggaaat
ggcaggacag
gctctatgge
cctgtagcgg
ttgccagcegce
ccggctttece
tacggcacct
cctgatagac
tgttccaaac
ttttggccat
attaattctg
cagaagtatg
ctccccagea
gcccctaact
tggctgacta
ccagaagtag
ttgtatatcc
gtctgtcgag
ggagggcgaa
ggtaaatagc
ggccgcegcete
ttgcatctcc
cgctgttctg
gacgagcgygyg
tttcatatgc
cgtcagtgcg

aagctgatga
ctgggcgaca
cagaagccca
atcttcaagg
ttttgggaga
accgectggg
gacgacttcc
gcccagcecct
atcatgagcc
gacttccagg
gtgggcaccc
gagatcccca
gtggtggagc
agcaacgact
gaggccctgt
agcaccgagg
accctggecece
tacttcgagc
agcaccgact
gcecctgggeg
gtggcctatg
gaggaggacg
gccecccaaga
agccggagcece
atccagccca
ggcgtggtga
gaccggaaga
agcaagggcg
taatctagaa
atatcgceccgt
cctecctceecga
accctggcgce
agaccaccac
tcaccceccega
gcaccgtgga
ctgatcagcc
gccttecttg
tgcatcgcat
caagggggag
ttctgaggeg
cgcattaagc
cctagcgceccc
ccgtcaagcet
cgaccccaaa
ggtttttcgce
tggaacaaca
ttcggectat
tggaatgtgt
caaagcatgce
ggcagaagta
ccgeccatcec
atttttttta
tgaggaggct
attttcggat
aagtttctga
gaatctcgtg
tgcgccgatg
ccgattccgg
cgcecgtgeac
cagcecggteg
ttcggececat
gcgattgctg
tcecgtecgege

acgcctaccce
tgtggggcceg
acatcgacgt
aggccgagaa
acagcatgct
acctgggcaa
tgaccgccca
tcctgetgeg
tgagcgecge
aggacaacga
tgcccttecac
aggaccagtg
ccgtgccecca
actccttcat
gccaggeccgce
ccggacagaa
tggagaatgt
ccctgttcac
ggagccccta
acaaggccta
ccatgcggca
tgagagtggc
acgtgagcga
ggatcaacga
ccectgggecce
tgggcgtgat
agaagaacaa
agaacaaccc
cgagctcgaa
ggcggecegea
ggagctgcag
cgtgaccgtg
cceccagcaag
gcagtggaag
gaagaccgtg
tcgactgtgce
accctggaag
tgtctgagta
gattgggaag
gaaagaacca
gcggegggatyg
gcteccttteg
ctaaatcggg
aaacttgatt
cctttgacgt
ctcaacccta
tggttaaaaa
gtcagttagg
atctcaatta
tgcaaagcat
cgcccctaac
tttatgcaga
tttttggagg
ctgatcagca
tcgaaaagtt
ctttcagcectt
gtttctacaa
aagtgcttga
agggtgtcac
cggaggccat
tcggaccgca
atccccatgt
aggctctcga
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cagctacatc
gttctggacc
gaccgacgcce
gttcttegtg
gaccgaccecce
gggcgacttc
ccacgagatg
gaacggcgcece
cacccccaag
gaccgagatc
ctacatgctg
gatgaagaag
cgacgagacc
ccggtactac
caagcacgag
actgttcaac
ggtgggcgee
ctggctgaag
cgccgaccag
cgagtggaac
gtacttcctg
caacctgaag
catcatccce
cgcctteegg
tcccaaccag
cgtggtggga
ggccecggage
cggcttcecag
ttcgaagcett
ggccagcceca
gccaacaagg
gcctggaagg
cagagcaaca
agccaccgga
gcccecaccg
cttctagttg
gtgccactcc
ggtgtcattc
acaatagcag
gctggggcetce
tggtggttac
Cctttcttecc
ggctcccttt
agggtgatgg
tggagtccac
tctcggtceta
atgagctgat
gtgtggaaag
gtcagcaacc
gcatctcaat
tccgeccagt
ggccgaggcece
cctaggcttt
cgtgatgaaa
cgacagcgtce
cgatgtagga
agatcgttat
cattggggaa
gttgcaagac
ggatgcgatc
aggaatcggt
gtatcactgg
tgagctgatg

agccccatceg
aacctgtaca
atggtggacc
agcgtgggee
ggcaatgtgce
cggatcctga
ggccacatcc
aacgagggct
cacctgaaga
aacttcctgce
gagaagtggc
tggtgggaga
tactgcgacc
acccggaccce
ggcccectge
atgctgcgge
aagaacatga
gaccagaaca
agcatcaaag
gacaacgaga
aaagtgaaga
ccccggatceca
cggaccgaag
ctgaacgaca
ccceecgtga
atcgtgatcc
ggcgagaacc
aacaccgacg
ctgcagacgc
aggccgcetcce
ccaccctggt
ccgacagcag
acaagtacgc
gctacagctg
agtgcagcta
ccagccatct
cactgtcctt
tattctgggg
gcatgctggg
tagggggtat
gcgcagcgtg
ttecctttecte
agggttccga
ttcacgtagt
gttctttaat
ttcttttgat
ttaacaaaaa
tcceccaggcet
aggtgtggaa
tagtcagcaa
tccgeccatt
gcctctgect
tgcaaaaagc
aagcctgaac
tccgacctga
gggcgtggat
gtttatcggce
ttcagcgaga
ctgcctgaaa
gctgcggcecg
caatacacta
caaactgtga
ctttgggccg

gctgcctgee
gcctgaccgt
aggcctggga
tgcccaacat
agaaggccgt
tgtgcaccaa
agtacgacat
ttcacgaggce
gcatcggect
tgaagcaggc
ggtggatggt
tgaagcggga
ccgccagect
tgtaccagtt
acaagtgcga
tgggcaagag
atgtgcgcec
agaacagctt
tgcggatcag

‘tgtacctgtt

accagatgat
gcttcaactt
tggagaaggc
actccctgga
gcatctggct
tgatcttcac
cctacgcecag
acgtgcagac
gtcgacgtca
cagcgtgacc
gtgcctcatc
ccecgtgaag
cgccagcage
ccaggtgacc
atagacttaa
gttgtttgcc
tcctaataaa
ggtggggtgg
gatgcggtgg
ccccacgege
accgctacac
gccacgttcg
tttagtgcectt
gggccatcge
agtggactct
ttataaggga
tttaacgcga
ccccagecagg
agtcceccagg
ccatagtccce
ctccgceccecea
ctgagctatt
tccecgggage
tcaccgcgac
tgcagctctce
atgtectgeg
actttgcatc
gcctgaccta
ccgaactgcc
atcttagcca
catggcgtga
tggacgacac
aggactgccc

2160
2220
2280
2340
2400
24690
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880



cgaagtccgg
ccgcataaca
cgccaacatc
cgagcggagg
tggtcttgac
gcagggtcga
cgcccgcaga
aaaccgacgc
ttccaccgee
gatgatcctc
tgcagcttat
tttttcactg
tataccgtcg
aaattgttat
ctggggtgec
ccagtcggga
cggtttgegt
tcggetgegg
aggggataac
aaaggccgceg
tcgacgctca
ccctggaage
cgcectttcetce
ttcggtgtag
ccgctgegece
gccactggcea
agagttcttg
cgctctgcetg
aaccaccgcect
atctcaagaa
acgttaaggg
ttaaaaatga
ccaatgctta
tgcctgacte
tgctgcaatyg
gccagccgga
tattaattgt
tgttgccatt
ctccggttec
tagctccttc
ggttatggca
gactggtgag
ttgcececggeg
cattggaaaa
ttcgatgtaa
ttctgggtga
gaaatgttga
ttgtctcatg
gcgcacattt

Sequence of immature HA from A/Hong Kong/1/1968

cacctecgtgce
gcggtcattg
ttcttctgga
catccggagce
caactctatc
tgcgacgcaa
agecgceggecg
cccagcactce
gccttctatg
cagcgcegggg
aatggttaca
cattctagtt
acctctagct
ccgctcacaa
taatgagtga
aacctgtcgt
attgggcgcet
cgagcggtat
gcaggaaaga
ttgctggcgt
agtcagaggt
tcecectegtge
ccttecgggaa
gtcgttcgcet
ttatccggta
gcagccactg
aagtggtgge
aagccagtta
ggtagcggtt
gatcctttga
attttggtca
agttttaaat
atcagtgagg
cccgtegtgt
ataccgcgag
agggccgage
tgccgggaag
gctacaggca
caacgatcaa
ggtcctccga
gcactgcata
tactcaacca
tcaatacggg
cgttcttcgg
cccactcgtg
gcaaaaacag
atactcatac
agcggataca
ccccgaaaag

acgcggattt
actggagcga
ggccgtggtt
ttgcaggatc
agagcttggt
tcgtccgatce
tctggaccga
gtccgagggce
aaaggttggg
atctcatgct
aataaagcaa
gtggtttgtc
agagcttggce
ttccacacaa
gctaactcac
gccagctgca
cttccgette
cagctcactc
acatgtgagc
ttttccatag
ggcgaaaccce
gctctcctgt
gcgtggegcet
ccaagctggg
actatcgtcect
gtaacaggat
ctaactacgg
ccttcggaaa
tttttgtttg
tcttttctac
tgagattatc
caatctaaag
cacctatcte
agataactac
acccacgctc
gcagaagtgg
ctagagtaag
tcgtggtgtce
ggcgagttac
tcgttgtcag
attctcttac
agtcattctg
ataataccgc
ggcgaaaact
cacccaactg
gaaggcaaaa
tcttecectttt
tatttgaatyg
tgccacctga

143

cggctccaac
ggcgatgttc
ggcttgtatg
gccgeggcetce
tgacggcaat
cggagccggg
tggctgtgta
aaaggaatag
cttcggaatc
ggagttcttc
tagcatcaca
caaactcatc
gtaatcatgg
catacgagcc
attaattgcg
ttaatgaatc
ctcgctcact
aaaggcggta
aaaaggccag
gctccgecce
gacaggacta
tccgaccctg
ttctcatagce
ctgtgtgcac
tgagtccaac
tagcagagcg
ctacactaga
aagagttggt
caagcagcag
ggggtctgac
aaaaaggatc
tatatatgag
agcgatctgt
gatacgggag
accggctcca
tcctgcaact
tagttcgcca
acgctcgtcg
atgatccccc
aagtaagttg
tgtcatgcca
agaatagtgt
gccacatagc
ctcaaggatc
atcttcagca
tgccgcaaaa
tcaatattat
tatttagaaa

cg

aatgtcctga
ggggattccc
gagcagcaga
cgggcgtata
ttcgatgatg
actgtcgggce
gaagtactcg
cacgtgctac
gttttccggg
gcccacceca
aatttcacaa
aatgtatctt
tcatagctgt
ggaagcataa
ttgcgctcac
ggccaacgcg
gactcgctgce
atacggttat
caaaaggcca
cctgacgagc
taaagatacc
ccgcttacceg
tcacgctgta
gaaccccecg
ccggtaagac
aggtatgtag
agaacagtat
agctcttgat
attacgcgceca
gctcagtgga
ttcacctaga
taaacttggt
ctatttcgtt
ggcttaccat
gatttatcag
ttatccgect
gttaatagtt
tttggtatgg
atgttgtgceca
gccgecagtgt
tccgtaagat
atgcggcgac
agaactttaa
ttaccgectgt
tcttttactt
aagggaataa
tgaagcattt
aataaacaaa

(SEQ ID N°:

cggacaatgg
aatacgaggt
cgcgctactt
tgctccgeat
cagcttgggce
gtacacaaat
ccgatagtgg
gagatttcga
acgccggcetg
acttgtttat
ataaagcatt
atcatgtctg
ttcctgtgtg
agtgtaaagc
tgccegettt
cggggagagyg
gcteggtegt
ccacagaatc
ggaaccgtaa
atcacaaaaa
aggcgtttcc
gatacctgtc
ggtatctcag
ttcagccega
acgacttatc
gcggtgctac
ttggtatctg
ccggcaaaca
gaaaaaaagg
acgaaaactc
tccttttaaa
ctgacagtta
catccatagt
ctggccccag
caataaacca
ccatccagtc
tgcgcaacgt
cttcattcag
aaaaagcggt
tatcactcat
gcttttctgt
cgagttgctc
aagtgctcat
tgagatccag
tcaccagcgt
gggcgacacg
atcagggtta
taggggttcc

193)

5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8792

MKTHALSYIFCLALGQDLPGNDNSTATLCLGHHAVPNGTLVKTITDDQIEVINATELVQSSSTGKIC
NNPHRILDGIDCTLIDALLGDPHCDVFQNETWDLFVERSKAFSNCYPYDVPDYASLRSLVASSGTLE
FITEGFTWTGVTQNGGSNACKRGPG
SGFFSRLNWLTKSGSTYPVLNVTMPNNDNFDKLYIWGVHHPSTNQEQTSLYVQASGRVTVSTRRSQ
QTIPNIGSRPWVRGLSSRISIYWTIVKPGDVLVINSNGNLIAPRGYFKMRTGKSSIMRSDAPIDTCISE

CITPNGSIPNDKPFONVNKITYGACPKYVKQNTLKLATGMRNVPEKQTRGLFGAJAGFIENGWEGMI
DGWYGFRHQNSEGTGQAADLKSTQAAIDQINGKLNRVIEKTNEKFHQIEKEFSEVEGRIQDLEKYVE
DTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLFEKTRRQLRENAEDMGNGCFKIYHKCDNACIESI
RNGTYDHDVYRDEALNNRFQIKGVELKSGYKDWILWISFAISCFLLCVVLLGFIMWACQRGNIRCNI

CI
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REIVINDICACOES

1. Molécula de ligagdo humana isolada capaz de reconhecer e

ligar especificamente a um epitopo em proteina de hemaglutinina de influenza

(HA), caracterizada pelo fato de que tem atividade neutralizadora contra virus

influenza que compreendem HA do subtipo H3, tal como H3N2 e tendo
atividade de neutralizagdo cruzada contra pelo menos um virus influenza que
compreende HA do subtipo H7 e/ou um virus influenza que compreende HA
do subtipo H10.

2. Molécula de ligacdo isolada de acordo com a reivindicagédo
1, capaz de reconhecer e ligar especificamente a um epitopo em proteina de
hemaglutinina de influenza (HA), tendo atividade neutralizadora contra virus

influenza que compreende HA do subtipo H3, tal como H3N2, caracterizada

pelo fato de que a dita molécula de ligagdo tem pelo menos atividade
neutralizadora contra uma ou mais das cepas H3N2 selecionadas do grupo
que consiste de A/Wisconsin/67/2005, A/Hiroshima/52/2005,
A/Panama/2007/99 e A/Johannesburg/33/94.

3. Molécula de ligacdo de acordo com a reivindicagdo 2,

caracterizada pelo fato de que a dita molécula de liga¢do ainda tem atividade

neutralizadora contra a cepa H3N2 A/Hong Kong/1/68.
4. Molécula de ligagdo de acordo com qualquer uma das

reivindica¢des de 1 a 3, caracterizada pelo fato de que a dita molécula de

ligacdo liga-se a um epitopo que compreende o aminoacido na posi¢do 19, 25,
27, 33 e/ou 34 do polipeptideo HA2 da proteina H3 HA.

5. Molécula de ligacdo de acordo com a reivindicagdo 4,

caracterizada pelo fato de que a molécula de ligacdo liga-se ao dito epitopo
em HA2, quando o aminoacido na posi¢do 19 € acido aspéartico (D), o
aminoacido na posi¢do 25 é glutamina (Q), o aminoacido na posigdo 27 é
glicina (G), o aminoécido na posi¢do 33 € glicina (G) e/ou o aminoacido na

posigdo 34 é glutamina.
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6. Molécula de ligagdo de acordo com a reivindicagdo 5,

caracterizada pelo fato de que a molécula de ligagdo ndo liga ao dito epitopo
em HA2 quando um ou mais dos aminodcidos foram mudados.

7. Molécula de ligagdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagOes de 1 a 6, caracterizada pelo fato de que a molécula de ligagdo é
capaz de evitar in vitro a clivagem da tripsina da molécula precursora H3 HA
HAO em HA1 e HA2.

8. Molécula de ligacdo de acordo com qualquer uma das

reivindicac¢des de 1 a 7, caracterizada pelo fato de que a molécula de ligacdo é

capaz de evitar a mudanga conformacional da proteina H3 HA requerida para
a fusdo da membrana viral com a membrana endossomica de uma célula
infectada.

9. Molécula de ligagio de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes de 1 a 8, caracterizada pelo fato de que a molécula de ligagéo

ndo € capaz de ligar-se a e neutralizar o virus influenza A que compreende

HA do subtipo H1, tal como HINI.
10. Molécula de ligagdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes de 1 a 13, caracterizada pelo fato de que a molécula de ligagao

¢ selecionada do grupo que consiste de:

a) uma molécula de ligacdo que compreende uma regido
CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 109, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 110 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 111, e uma regido de CDR1 de cadeia leve de SEQ ID N°: 112; uma
regido de CDR2 de cadeia leve de SEQ ID N°: 113 e uma regido de CDR3 de
cadeia leve de SEQ ID N°: 114,

b) uma molécula de ligagdo que compreende uma regido
CDR1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 138, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 139 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 140, e uma regido de CDR1 de cadeia leve de SEQ ID N°: 141; uma
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regido de CDR2 de cadeia leve de SEQ ID N°: 142 e uma regido de CDR3 de
cadeia leve de SEQ ID N°: 143

¢) uma molécula de ligacdo que compreende uma regido
CDRI1 de cadeia pesada da SEQ ID N°: 144, uma regido CDR2 de cadeia
pesada da SEQ ID N°: 145 e uma regido de CDR3 de cadeia pesada da SEQ
ID N°: 146; e uma regido de CDR1 de cadeia leve de SEQ ID N°: 147; uma
regido de CDR2 de cadeia leve de SEQ ID N°: 148 e uma regido de CDR3 de
cadeia leve de SEQ ID N°: 149 "

11. Molécula de ligagdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes de 1 a 10, caracterizada pelo fato de que a dita molécula de

ligacdo € um anticorpo monoclonal humano.
12. Molécula de ligagdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagOes de 1 a 11, caracterizada pelo fato de que é para o uso como um

medicamento.
13. Molécula de ligagdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagGes de 1 a 12, caracterizada pelo fato de que é para o0 uso como um

medicamento no diagndstico, tratamento terapéutico e/ou profilatico de
infecgdo por influenza causada por virus influenza que compreende HA do
subtipo H3, tal como H3N2.

14. Variante funcional da molécula de ligagdo de acordo com

qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 13, caracterizada pelo fato de que a

variante funcional tem atividade neutralizadora contra um virus influenza que
compreende HA do subtipo H3, tal como H3N2.

15. Imunoconjugado, caracterizado pelo fato de que

compreende a molécula de ligagdo como definida nas reivindica¢des de 1 a 13
ou uma variante funcional como definida na reivindicagdo 14, o
imunoconjugado ainda compreendendo compreende pelo menos um rétulo.

16. Composigdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de que

compreende a molécula de ligacdo como definida nas reivindica¢des de 1 a 13
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e/ou uma variante funcional como definida na reivindicagio 14 e/ou um
imunoconjugado como definido na reivindicagdo 15 e um excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

17. Uso da molécula de ligagdo como definida nas
reivindicagbes de 1 a 13 e/ou uma variante funcional como definida na
reivindicagdo 14 e/ou um imunoconjugado como definido na reivindicag¢éo 15

caracterizado pelo fato de ser na preparagdo de um medicamento para o

diagnostico, profilaxia, e/ou tratamento de uma infecg¢do por virus influenza.

18. Uso de acordo com a reivindicagdo 17, caracterizado pelo

fato de que a infeccdo por influenza € causada por virus influenza que
compreende HA do H3subtipo H3, tal como H3N2.
19. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagio

16, caracterizada pelo fato de que compreende pelo menos uma molécula de

ligacdo adicional.
20. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicagédo

19, caracterizada pelo fato de que a molécula de ligacdo adicional é capaz de

neutralizar o virus influenza que compreende HA do subtipo H1 e HS5, tal
como HIN1 e H5N1 ou uma variante funcional deste.
21. Composi¢do farmacéutica compreendendo pelo menos

duas moléculas de liga¢do de neutralizagdo do virus influenza, caracterizada

pelo fato de que a pelo menos uma molécula de ligagdo € capaz de neutralizar
um ou mais subtipos de virus influenza do grupo filogenético 1 e em que pelo
menos uma molécula de ligagdo € capaz de neutralizar um ou mais subtipos
de virus influenza do grupo filogenético 2.

22. Composi¢do farmacéutica compreendendo pelo menos

duas moléculas de ligagdo que neutralizam o virus influenza, caracterizada

pelo fato de que a pelo menos uma molécula de ligagdo € capaz de neutralizar
virus influenza que compreende HA do subtipo HI e/ou HS e em que pelo

menos uma molécula de ligagdo é capazes de neutralizar o virus influenza que
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compreende HA do subtipo H3, H7 e/ou H10.

23. Molécula de acido nucléico, caracterizada pelo fato de que

codifica a molécula de ligagdo de como definida nas reivindica¢des de 1 a 13
ou uma variante funcional como definida na reivindicagio 14.

24. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende pelo

menos uma molécula de acido nucléico como definida na reivindicag¢io 24.

25. Hospedeiro, caracterizado pelo fato de que compreende

pelo menos um vetor como definido na reivindicac¢éo 28.
26. Hospedeiro de acordo com a reivindicagdo 25,

caracterizado pelo fato de que o hospedeiro é uma célula humana.

27. Método para produzir uma molécula de ligagdo como
definida nas reivindicagdes de 1 a 13 ou uma variante funcional como

definida na reivindicacdo 14, caracterizado pelo fato de que compreende as

etapas de:

a) cultivar um hospedeiro como definido na reivindica¢do 25
ou 36 sob condi¢des condutoras para a expressdo da molécula de ligagcdo ou
variante funcional e, opcionalmente,

b) recuperar a molécula de liga¢do ou variante funcional

expressadas.
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RESUMO
“MOLECULA DE LIGACAO, VARIANTE FUNCIONAL DA
MOLECULA DE LIGACAO, IMUNOCONJUGADO, COMPOSICAO
FARMACEUTICA, USO DA MOLECULA DE LIGACAO, MOLECULA
DE ACIDO NUCLEICO, VETOR, HOSPEDEIRO, E, METODO PARA
PRODUZIR UMA MOLECULA DE LIGACAO”

A presente invengdo diz respeito a moléculas de ligagdo, tais
anticorpos monoclonais humanos, que ligam-se ao virus influenza que
compreende HA do subtipo H3, tal como H3N2 e tem um ampla atividade
neutralizadora contra tais virus influenza. A divulgagdo fornece moléculas de
acido nucléico que codificam os anticorpos, suas sequéncias e composi¢des
que compreendem os anticorpos e métodos de identificar ou produzir os
anticorpos. Os anticorpos podem ser usados no diagndstico, profilaxia e/ou
tratamento de uma infec¢do por virus influenza H3N2. Em uma forma de
realizagdo preferida, os anticorpos fornecem protecdo do subtipo cruzado, tal
que as infec¢des com subtipos de influenza com base em H3, H7, e/ou H10

podem ser evitadas e/ou tratadas.
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