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DESCRIPCION
Moléculas de union humanas que pueden neutralizar el virus de la gripe H3N2 y usos de las mismas

Campo de la invencidn

La invencion se refiere a medicina. La invencién, en particular, se refiere a moléculas de uniéon humanas que pueden
neutralizar diversos subtipos de de la gripe A, incluyendo moléculas de unién neutralizantes contra virus de la gripe
que comprenden HA del subtipo H3, tal como el virus de la gripe H3N2. En particular, la invencién se refiere al
diagnéstico, profilaxis y/o tratamiento de una infeccion por un virus de la gripe, que comprende HA del subtipo H3, en
particular el virus de la gripe H3N2.

Antecedentes de la invencidon

Los virus de la gripe son ortomixovirus de ARN y consisten en tres tipos, A, By C. Mientras que los virus de la gripe
de los tipos B y C son patégenos predominantemente humanos, los virus de la gripe A infectan una amplia diversidad
de aves y mamiferos, incluyendo seres humanos, caballos, mamiferos marinos, cerdos, hurones y pollos. En los
animales, la mayoria de los virus de la gripe A provocan infecciones localizadas leves de las vias respiratorias y el
tubo intestinal. Sin embargo, también existen subtipo de la gripe A altamente patégenos, tales como H5N1, que
provocan infecciones sistémicas en aves de corral, en las que la mortalidad puede alcanzar el 100 %. Varios subtipos
de virus de la gripe A también pueden provocar enfermedad grave en el ser humano.

Los virus de la gripe A pueden clasificarse en subtipos basandose en variaciones alélicas en regiones antigénicas de
dos genes que codifican glucoproteinas superficiales, concretamente, hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA), que
son necesarias para la fijacion del virus y la liberacién celular. Otras proteinas viricas importantes incluyen la
nucleoproteina, la proteina estructural de la nucleocapside, proteinas de membrana (M1 y M2), polimerasas (PA, PB
y PB2) y proteinas no estructurales (NS1 y NS2). Actualmente, se conocen dieciséis subtipos de variantes antigénicas
de HA (H1-H16) y nueve de NA (N1-N9) en el virus de la gripe A. Los subtipos del virus de la gripe pueden clasificarse
ademas por referencia a su grupo filogenético. El analisis filogenético (Fouchier et al., 2005) ha demostrado una
subdivisién de la HA que coincide en dos grupos principales (Air, 1981): entre otros, los subtipos H1, H2, H5 y H9 en
el grupo filogenético 1y, entre otros, los subtipos H3, H4 y H7 en el grupo filogenético 2 (figura 1).

Solamente algunos de los subtipos de gripe A (es decir, HIN1, HIN2 y H3N2) circulan entre las personas, pero se
han identificado todas las combinaciones de los subtipos de 16 HA y 9 NA en especies de aves. Los animales
infectados con gripe A a menudo actian como depdsito para los virus de la gripe y se ha demostrado que determinados
subtipos cruzan la barrera de especies a los seres humanos, tal como la cepa H5N1 de la gripe A altamente patégena.

La infeccién por gripe es una de las enfermedades mas comunes conocidas para el ser humano, que provoca entre
tres y cinco millones de casos de enfermedad grave y entre 250 000 y 500 000 muertes cada afio en todo el mundo.
La gripe se propaga rapidamente en epidemias estacionales, que afectan a un 5-15 % de la poblacién, y la carga en
los costes por asistencia sanitaria y la productividad perdida son caros (Organizacion Mundial de la Salud (OMS)). La
hospitalizacién y las muertes se producen principalmente en grupos de alto riesgo (ancianos, enfermos cronicos).

La epidemia anual de gripe se produce cuando se alteran las propiedades antigénicas de la proteina superficial virica
HA y NA. El mecanismo de antigenicidad alterada es doble: variaciones antigénicas mayores, provocadas por
reordenamiento genético entre virus humanos y animales después de infeccién doble de células hospedadoras, lo que
puede provocar una pandemia; y variaciones antigénicas menores, provocadas por pequefios cambios en las
proteinas HA y NA en la superficie del virus, lo que puede provocar una epidemia de gripe. La aparicién de cepas
viricas variantes mediante estos dos mecanismos es la causa de las epidemias de gripe. Tres veces en el ultimo siglo,
los virus de la gripe A han experimentado cambios genéticos importantes principalmente en su componente HA,
provocando pandemia global y grandes dafnos en términos tanto de enfermedad como de muertes. La pandemia mas
tristemente célebre fue la "gripe de 1918", provocada por el virus de la gripe H1N1, que afectd a grandes partes de la
poblacién mundial y se cree que provoco la muerte de al menos 40 millones de personas en 1918-1919. Mas
recientemente, se produjeron otras dos pandemias de gripe A, en 1957 ("gripe asiatica", provocada por el virus de la
gripe H2N2) y 1968 ("gripe de Hong Kong", provocada por el virus de la gripe H3N2), y provocaron morbilidad y
mortalidad significativas globalmente. En contraste con las actuales epidemias gripales estacionales, estas pandemias
se asociaron con resultados graves entre personas jovenes sanas.

Las estrategias actuales para lidiar con las epidemias gripales anuales incluyen vacunacién anual, preferiblemente
generando proteccién cruzada heterotipica. Sin embargo, como se indica anteriormente, los virus de la gripe en
circulacion en seres humanos estan sujetos a cambios antigénicos permanentes que requieren adaptacién anual de
la formulacion de la vacuna contra la gripe para garantizar la mayor coincidencia posible entre las cepas de la vacuna
contra la gripe y las cepas de la gripe circulantes.
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Aunque la vacunacién anual con la vacuna contra la gripe es la mejor manera de prevenir la gripe, los farmacos
antiviricos, tales como oseltamivir (Tamiflu®) pueden ser eficaces para la prevencion y tratamiento de la gripe. Sin
embargo, esta aumentando el nimero de cepas de virus de la gripe que muestran resistencia contra dicho oseltamivir.

Una estrategia alternativa es el desarrollo de medios profilacticos o terapéuticos basados en anticuerpos para
neutralizar diversos virus estacionales de la gripe. La diana principal de los anticuerpos neutralizantes que protegen
contra infeccion por virus de la gripe es la cabeza globular (parte HA1) de la proteina HA virica que contiene el sitio
de unién al receptor, pero que esta sujeta a evolucion genética continuada con sustituciones aminoacidicas en sitios
de uni6n al anticuerpo (variaciones antigénicas menores). Recientemente se han identificado anticuerpos
neutralizantes cruzados que reconocen la regiéon de tronco mas conservada de HA de virus de la gripe A del grupo
filogenético 1 (por ejemplo, H1 y H5) (por ejemplo, el documento WO2008/028946). Sin embargo, ha habido éxito
limitado en la identificacion de anticuerpos que neutralicen uno o mas subtipos del virus de la gripe A del grupo
filogenético 2, tales como virus H3, y su amplitud de neutralizacion es estrecha y su potencia baja.

Se han descrito anticuerpos que reconocen especificamente cepas del virus de la gripe H3N2. Por tanto, un anticuerpo
monoclonal humano, C28, que puede unirse a y neutralizar varias cepas de la gripe H3N2 entre los afios 1968 y 1980
se ha descrito por Ostberg y Pursch (1983). Wang et al. (2010), han descrito un anticuerpo murino anti-HA2 que
neutraliza virus H3 que abarcan varias décadas, pero que se demostré que no neutraliza ningun virus que no sea de
subtipo H83.

Anticuerpos murinos anti-HA2 con reactividad cruzada que reconocen HA del subtipo H3, asi como del subtipo H4 y
H7, y que pueden reducir in vitro la replicacion del virus de la gripe de los virus de la gripe H3 y H4 se han descrito por
Stropkovska et al., (2009). Se demostr6 que la accesibilidad de los epitopos HA2 a estos anticuerpos en el virus natural
era baja, y que los anticuerpos tienen una mayor reactividad con HA después de su escision con tripsina y tratamiento
a pH 5 (Vareckova et al., 2003a), lo que puede explicar la observacién de que la inhibicidn in vitro de la replicacion del
virus (Vareckova et al., 2003b), asi como la potencia in vivo de estos anticuerpos era relativamente baja (Gocnik et al.,
2007).

En el documento W0O2009/115972, se ha divulgado un anticuerpo monoclonal humano, Fab28, que reconoce un
epitopo en la region de tronco de HA y presenta una actividad neutralizante contra H1N1, pero menos actividad
neutralizante contra H3N2.

En vista de la gravedad de la enfermedad respiratoria provocada por determinados virus de la gripe A, y la amenaza
siempre existente de una posible pandemia, asi como el alto impacto econdémico de las epidemias estacionales, hay
una necesidad persistente de un medio eficaz para la prevencién y tratamiento de los diversos subtipos de la gripe A.
Por tanto, hay una necesidad de moléculas de unién, preferiblemente moléculas de unién humanas ampliamente
neutralizantes, que pueden neutralizar los subtipos del virus de la gripe estacional, incluyendo virus de la gripe que
comprenden HA del subtipo H3, preferiblemente H3N2, y que no tienen o tienen menos inconvenientes que los
anticuerpos conocidos en la técnica anterior.

La presente invencién proporciona estas moléculas de unidon que pueden usarse en medicina, en particular para
diagndstico, prevencion y/o tratamiento de infeccion con virus de la gripe que comprende HA del subtipo H3,
preferiblemente infecciones por H3N2. Algunas de las moléculas de unién de la invencion son Unicas en su amplitud
de actividad neutralizante dentro del subtipo H3. Por tanto, algunas de las moléculas de union identificadas en este
documento pueden neutralizar varias cepas, incluyendo al menos una o mas cepas recientes dentro del subtipo H3N2
y pueden usarse como agente profilactico y/o de tratamiento universal para la gripe estacional, independientemente
de la cepa de gripe H3N2 causante. Al menos algunas de las moléculas de unién pueden prevenir in vitro la escision
de la molécula HAO precursora de HA mediante tripsina. Ademas, al menos algunas de las moléculas de union de la
presente invencion pueden prevenir el cambio conformacional de la proteina HA, que se cree que esta implicada en
la fusibn membranaria de la membrana del virus de la gripe y la membrana del endosoma de una célula infectada.
Ademas, al menos algunas moléculas de unién de la invenciéon son Unicas en el sentido de que también pueden
neutralizar de forma cruzada virus de la gripe de al menos otro subtipo, incluyendo virus de la gripe que comprenden
HA de los subtipos H7 y/o H10 y, por tanto, pueden usarse como agente profilactico, de diagnéstico y/o de tratamiento
universal para virus de la gripe, incluso independientemente del subtipo de gripe causante.

Descripcion de las figuras

La figura 1 muestra un arbol filogenético de secuencias de aminoacidos al nivel de subtipo. Se indica la
division de subtipos por grupo. El clado H1, que comprende, entre otros, los subtipos H1, y el clado H9, que
comprende los subtipos H9, forman el grupo filogenético 1, y el H7, que comprende entre otros los subtipos
H7 y el clado H3, que comprende entre otros los subtipos H3, forman el grupo filogenético 2.

La figura 2 es un diagrama de barras que muestra la unién de IgG1 a rHA H3 expresada en superficie, medida
por andlisis FACS, después de tratamiento secuencial con tripsina (barras a rayas), medio tamponado a pH
4,9 (barras blancas rellenas) y DTT (barras cruzadas) y expresada como porcentaje de unién a rHA sin tratar
(barras negras rellenas).
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La figura 3 muestra los resultados de un ensayo de susceptibilidad a proteasa in vitro. Las muestras se
procesaron en un gel de BisTris al 4-12 % en tampén MOPS 1x. Las bandas de proteina se visualizaron
mediante tincién con azul coloidal.

La figura 4 es una representacién esquematica de las diferentes conformaciones de la proteina HA durante
el proceso de infeccién.

La figura 5 es un diagrama de barras que muestra la unién de los mAb contra H3 a células que expresan HA
después de diferentes tratamientos, medida por andlisis FACS, después de tratamiento secuencial con
tripsina (barras a rayas), medio tamponado a pH 4,9 (barras blancas rellenas) y DTT (barras cruzadas) y
expresada como porcentaje de union a rHA sin tratar (barras negras rellenas).

La figura 6 muestra el resultado del experimento de transcurso temporal descrito en el ejemplo 11, para
determinar el tiempo de incubacién de HA con tripsina para conseguir escision de HA H3.

La figura 7 muestra los resultados de digestion con tripsina de muestra de HA H3 preincubadas con mAb,
como se describe en el ejemplo 11.

La figura 8 es un diagrama de barras que demuestra que CR8043 inhibe el cambio conformacional inducido
por pH en HA H3.

La figura 9 muestra que CR8020 y CR8041 también pueden bloquear el cambio conformacional inducido por
pH de HA: A. mAb afnadidos antes de escisién con tripsina; B. mAb afiadidos después de escisidn con tripsina;
C. mAb anadidos después de todos los tratamientos.

La figura 10 muestra las curvas de probabilidad de supervivencia de Kaplan-Meier. El anticuerpo se
administré por via intravenosa en el dia -1 antes de exposicion usando un intervalo de dosis de 30 a 1 mg/kg.
El Ab de control se administré a 30 mg/kg (gris), seguido de una exposicion letal en el dia 0 con 25 DL50 de
A/HK/1/68-MA20 (H3N2). CR8020 (A) se ensayé en un estudio separado de CR8041 (B) y CR8043 (C), que
se evaluaron en 1 experimento. Por lo tanto, se usa el mismo grupo de anticuerpo de control para By C.

La figura 11 muestra el cambio medio de peso corporal (%) con respecto al dia 0. El anticuerpo se administrd
por via intravenosa en el dia -1 antes de exposicion usando un intervalo de dosis de 30 a 1 mg/kg. El Ab de
control se administrd a 30 mg/kg (gris), seguido de una exposicion letal en el dia 0 con 25 DL50 de A/HK/1/68-
MAZ20 (H3N2). Las barras representan el IC del 95 % de la media. Si un ratébn moria/se sacrificaba durante el
seguimiento del estudio, el Ultimo peso corporal observado se llevaba adelante. CR8020 (A) se ensayd en un
estudio separado de CR8041 (B) y CR8043 (C), que se evaluaron en 1 experimento. Por lo tanto, se usa el
mismo grupo de anticuerpo de control para By C.

La figura 12 muestra la mediana de puntuacion clinica. El anticuerpo se administrd por via intravenosa en el
dia -1 antes de exposicion usando un intervalo de dosis de 30 a 1 mg/kg. El Ab de control se administré a
30 mg/kg (gris), seguido de una exposicion letal en el dia 0 con 25 DL50 de A/HK1/68-MA20 (H3N2). Las
barras representan los intervalos intercuartiles. CR8020 (A) se ensayd en un estudio separado de CR8041
(B) y CR8043 (C), que se evaluaron en 1 experimento. Por lo tanto, se usa el mismo grupo de anticuerpo de
control para B y C. Explicacién de la puntuacién clinica: 0 = sin signos clinicos; 1 = pelaje aspero; 2 = pelaje
aspero, menos reactivo, pasivo durante la manipulacioén; 3 = pelaje aspero, enrollado, respiracion dificultosa,
pasivo durante la manipulacién; 4 = pelaje aspero, enrollado, respiracion dificultosa, no rueda de nuevo sobre
el estbmago cuando se tumba sobre su lomo. Los ratones observados con puntuacion clinica 4 se sacrificaron
en el mismo dia.

La figura 13 demuestra la eficacia terapéutica de mAb CR8020 en el modelo de exposicién letal de raton con
gripe A/HK/1/68-MA20 (H3N2). Se administré una sola dosis de mAb CR8020 (15 mg/kg) por via intravenosa
en el dia -1 antes de la exposicion o en el dia 1, 2, 3, 4, 5 0 6 después de la exposicion en ratones 129X1/SvJ
(n = 10/grupo). Se administr6 mAb de control (15 mg/kg) en el dia 1 después de la exposicion. Los ratones
se expusieron en el dia 0 con 25 DL50 de A/HK/1/68-MA20 (H3N2) y se controlaron durante 21 dias. Panel
A: Curvas de probabilidad de supervivencia de Kaplan-Meier. Panel B: Cambio medio de peso corporal (%)
con respecto al dia 0. Las barras representan el IC del 95 % de la media. Si un raton moria/se sacrificaba
durante el seguimiento del estudio, el ultimo peso corporal observado se llevaba adelante. Panel C: Mediana
de puntuacion clinica. Las barras representan los intervalos intercuartiles. 0 = sin signos clinicos; 1 = pelaje
aspero; 2 = pelaje aspero, menos reactivo, pasivo durante la manipulacion; 3 = pelaje aspero, enrollado,
respiracién dificultosa, pasivo durante la manipulacién; 4 = pelaje aspero, enrollado, respiracién dificultosa,
no rueda de nuevo sobre el estbmago cuando se tumba sobre su lomo. Los ratones observados con
puntuacion clinica 4 se sacrificaron en el mismo dia.
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La figura 14 muestra la eficacia profilactica de mAb CR8020 en el modelo de exposicién letal de ratén con
gripe A/CH/NL/621557/03 (H7N7) adaptada a raton. A: Curvas de probabilidad de supervivencia de Kaplan-
Meier. Panel B: Cambio medio de peso corporal (%) con respecto al dia 0. Las barras representan el IC del
95 % de la media. Si un ratén moria/se sacrificaba durante el seguimiento del estudio, el Ultimo peso corporal
observado se llevaba adelante. Panel C: Mediana de puntuacion clinica. Las barras representan los intervalos
intercuartiles. 0 = sin signos clinicos; 1 = pelaje aspero; 2 = pelaje aspero, menos reactivo, pasivo durante la
manipulacion; 3 = pelaje aspero, enrollado, respiracién dificultosa, pasivo durante la manipulacion; 4 = pelaje
aspero, enrollado, respiracion dificultosa, no rueda de nuevo sobre el estbmago cuando se tumba sobre su
lomo. Los ratones observados con puntuacion clinica 4 se sacrificaron en el mismo dia.

La figura 15 muestra la eficacia profilactica de los mAb CR8020, CR8041 y CR8043 en el modelo de
exposicion letal de ratén con gripe A/CH/NL/621557/03 (H7N7) adaptada a raton. Los mAb se administraron
por via intravenosa en el dia -1 antes de la exposicion de ratones Balb/c hembra (n = 8/grupo) usando un
intervalo de dosis de 10 a 1 mg/kg (CR8020) o 30 a 1 mg/kg (CR8041 y CR8043). El mAb de control se
administré en el dia -1 a 30 mg/kg (gris). En el dia 0 se administré una exposicion letal mediante inoculacién
intranasal con 25 DLso de A/CH/NL/621557/03 (H7N7) adaptada a ratéon y los ratones se controlaron
posteriormente durante 21 dias. Panel A: Curvas de probabilidad de supervivencia de Kaplan-Meier. Panel
B: Cambio medio de peso corporal (%) con respecto al dia 0. Las barras representan el IC del 95 % de la
media. Si un ratén moria/se sacrificaba durante el seguimiento del estudio, el tltimo peso corporal observado
se llevaba adelante. Panel C: Mediana de puntuacion clinica. Las barras representan los intervalos
intercuartiles. 0 = sin signos clinicos; 1 = pelaje aspero; 2 = pelaje aspero, menos reactivo, pasivo durante la
manipulacion; 3 = pelaje aspero, enrollado, respiracién dificultosa, pasivo durante la manipulacion; 4 = pelaje
aspero, enrollado, respiracion dificultosa, no rueda de nuevo sobre el estbmago cuando se tumba sobre su
lomo. Los ratones observados con puntuacion clinica 4 se sacrificaron en el mismo dia.

La figura 16 muestra la eficacia terapéutica de mAb CR8020 en el modelo de exposicion letal de ratén con
gripe A/CH/NL/621557/03 (H7N7) adaptada a raton. Se administré una sola dosis de mAb CR8020 (15 mg/kg)
por via intravenosa en el dia -1 antes de la exposicion o en el dia 1, 2, 3, 4, 5 0 6 después de la exposicién
en ratones Balb/c hembra (n = 8/grupo). Se administré mAb de control (15 mg/kg) en el dia 1 después de la
exposicion. Los ratones se expusieron en el dia 0 con 25 DLso de gripe A/CH/NL/621557/03 (H7N7) adaptada
araton y se controlaron durante 21 dias. Panel A: Curvas de probabilidad de supervivencia de Kaplan-Meier.
Panel B: Cambio medio de peso corporal (%) con respecto al dia 0. Las barras representan el IC del 95 % de
la media. Si un ratdbn moria/se sacrificaba durante el seguimiento del estudio, el dltimo peso corporal
observado se llevaba adelante. Panel C: Mediana de puntuacion clinica. Las barras representan los intervalos
intercuartiles. 0 = sin signos clinicos; 1 = pelaje aspero; 2 = pelaje aspero, menos reactivo, pasivo durante la
manipulacion; 3 = pelaje aspero, enrollado, respiracién dificultosa, pasivo durante la manipulacion; 4 = pelaje
aspero, enrollado, respiracion dificultosa, no rueda de nuevo sobre el estbmago cuando se tumba sobre su
lomo. Los ratones observados con puntuacion clinica 4 se sacrificaron en el mismo dia.

Descripcion de la invencion

A continuacion se dan definiciones de términos usados en la invencion.

El término "incluido" o "incluyendo", como se usa en este documento, se considera seguido de las palabras "sin
limitacion".

Como se usa en este documento, la expresion "molécula de unién" se refiere a una inmunoglobulina intacta, incluyendo
anticuerpos monoclonales, tales como anticuerpos monoclonales quiméricos, humanizados o humanos, o a un dominio
de unién a antigeno y/o variable que comprende un fragmento de una inmunoglobulina que compite con la
inmunoglobulina intacta por la union especifica al compafero de uniéon de la inmunoglobulina, por ejemplo, H3.
Independientemente de la estructura, el fragmento de unidn a antigeno se une con el mismo antigeno que reconoce
la inmunoglobulina intacta. Un fragmento de unién a antigeno puede comprender un péptido o polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 125,
150, 175, 200 o 250 residuos aminoacidicos contiguos de la secuencia de aminoacidos de la molécula de union.

La expresién "molécula de unidén", como se usa en este documento, incluye todas las clases y subclases de
inmunoglobulina conocidas en la técnica. Dependiendo de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus
cadenas pesadas, las moléculas de unidn pueden dividirse en las cinco clases principales de anticuerpos intactos: IgA,
IgD, IgE, 1gG e IgM, y varios de estos pueden dividirse ademas en subclases (isotipos), por ejemplo, IgA1, IgA2, IgG1,
1gG2, 1gG3 e IgG4.

Los fragmentos de unién a antigeno incluyen, entre otros, Fab, F(ab'), F(ab")2, Fv, dAb, Fd, fragmentos de la region
determinante de la complementariedad (CDR), anticuerpos monocatenarios (scFv), anticuerpos monocatenarios
bivalentes, anticuerpos fagicos monocatenarios, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, (poli)péptidos que contienen al
menos un fragmento de una inmunoglobulina que es suficiente para conferir unién a antigeno especifica al
(poli)péptido, etc. Los fragmentos anteriores pueden producirse sintéticamente o por escision enzimatica o quimica de
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inmunoglobulinas intactas o pueden genomanipularse por técnicas de ADN recombinante. Los métodos de produccion
son bien conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en Antibodies: A Laboratory Manual, editado por: E.
Harlow y D. Lane (1988), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York. Una molécula de unién o
fragmento de union a antigeno de la misma puede tener uno o mas sitios de unién. Si hay mas de un sitio de union,
los sitios de union pueden ser idénticos a otro o pueden ser diferentes.

La molécula de unién puede ser una molécula de unién desnuda o sin conjugar, pero también puede ser parte de un
inmunoconjugado. Una molécula de unién desnuda o sin conjugar pretende hacer referencia a una molécula de union
que no esta conjugada, unida de forma funcional o asociada de otro modo fisica o funcionalmente con un resto efector
0 marca, tal como, entre otras, una sustancia téxica, una sustancia radiactiva, un liposoma, una enzima. Se entendera
que las moléculas de unién desnudas o sin conjugar no excluyen moléculas de union que se han estabilizado,
multimerizado, humanizado o manipulado de cualquier otra manera, diferente de mediante fijacién de un resto efector
o marca. Por consiguiente, todas las moléculas de union desnudas y sin conjugar modificadas de forma
postraduccional se incluyen en las mismas, incluyendo cuando las modificaciones se hacen en el entorno de la célula
productora de la molécula de unién natural, mediante una célula productora de molécula de unién recombinante, y se
introducen artificialmente después de la preparacion inicial de la molécula de unién. Por supuesto, la expresion
molécula de unién desnuda o sin conjugar no excluye la capacidad de la molécula de unién de formar asociaciones
funcionales con células efectoras y/o moléculas después de su administracion al organismo, ya que algunas de dichas
interacciones son necesarias para ejercer un efecto biolégico. La ausencia de grupo efector o marca asociada, por lo
tanto, se aplica en la definicion a la molécula de unién desnuda o sin conjugar in vitro, no in vivo.

Como se usa en este documento, la expresién "muestra biolégica" abarca una diversidad de tipos de muestra,
incluyendo sangre y otras muestras liquidas de origen bioloégico, muestras de tejido sélido tal como una pieza de
biopsia o histocultivos, o células derivadas de los mismos y la descendencia de los mismos. La expresion también
incluye muestras que se han manipulado de cualquier manera después de su adquisicién, tal como por tratamiento
con reactivos, solubilizacion o enriquecimiento de determinados componentes, tales como proteinas o polinucleétidos.
La expresion abarca diversos tipos de muestras clinicas obtenidas de cualquier especie, y también incluye células en
cultivo, sobrenadantes celulares y lisados celulares.

La expresion "regiones determinantes de la complementariedad" (CDR), como se usa en este documento, significa
secuencias dentro de las regiones variables de moléculas de unién, tales como inmunoglobulinas, que habitualmente
contribuyen en gran medida en el sitio de unién a antigeno que es de forma y distribucién de carga complementarias
al epitopo reconocido en el antigeno. Las regiones CDR pueden ser especificas para epitopos lineales, epitopos
discontinuo o epitopos conformacionales de proteinas o fragmentos proteinicos, como presentes en la proteina en su
conformacién natural o, en algunos casos, como presentes en las proteinas desnaturalizadas, por ejemplo, por
solubilizacién en SDS. Los epitopos también pueden consistir en modificaciones postraduccionales de las proteinas.

El término "eliminacién", como se usa en este documento, indica un cambio en la secuencia de aminoacidos o
nucleétidos en que uno o mas residuos aminoacidicos o nucleotidicos, respectivamente, estan ausentes en
comparacioén con la molécula de referencia, a menudo de origen natural.

La expresion "secuencia de &acido nucleico que regula la expresién"”, como se usa en este documento, se refiere a
secuencias polinucleotidicas necesarias para y/o que afectan a la expresién de una secuencia codificante unida de
forma funcional en un organismos hospedador particular. Las secuencias de &cido nucleico que regulan la expresion,
tales como, entre otras, secuencias apropiadas de inicio de la transcripcién, terminacion, promotoras, potenciadoras;
secuencias represoras o activadoras; sefales del procesamiento eficaz del ARN tales como sefales de empalme y
poliadenilacién; secuencias que estabilizan ARNm citoplasmico; secuencias que potencian la eficacia de traduccion
(por ejemplo, sitios de unién al ribosoma); secuencias que potencian la estabilidad proteinica; y cuando se desee,
secuencias que potencian la secrecion de proteinas, pueden ser cualquier secuencia de acido nucleico que muestre
actividad en el organismo hospedador de eleccion y pueden obtenerse de genes que codifican proteinas, que son
homologas o heterdlogas al organismo hospedador. La identificacién y empleo de secuencias reguladoras de la
expresion es de rutina para los expertos en la materia.

La expresion "variante funcional”, como se usa en este documento, se refiere a una molécula de unién que comprende
una secuencia de nucleotidos y/o aminoacidos que esta alterada por uno o mas nucleétidos y/o aminoacidos en
comparacion con las secuencias de nucleétidos y/o aminoacidos de la molécula de union de referencia y que adn
puede competir por la unién al compariero de unién, por ejemplo H3N2, con la molécula de unién de referencia. En
otras palabras, las modificaciones en la secuencia de aminoéacidos y/o nucleétidos de la molécula de unién de
referencia no afecta o altera significativamente las caracteristicas de unién de la molécula de union codificada por la
secuencia de nucledtidos o que contiene la secuencia de aminoacidos, es decir, la molécula de unién todavia puede
reconocer y unirse a su diana. La variante funcional puede tener modificaciones conservativas de la secuencia
incluyendo sustituciones, adiciones y eliminaciones de nucleétidos y aminoacidos. Estas modificaciones pueden
introducirse mediante técnicas convencionales conocidas en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al sitio y
mutagénesis aleatoria mediada por PCR, y pueden comprender nucleétidos y aminoacidos naturales, asi como no
naturales.
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Las sustituciones conservativas de aminoacidos incluyen aquellas en las que el residuo aminoacidico se remplaza con
un residuo aminoacidico que tiene propiedades estructurales o quimicas similares. En la técnica se han definido las
familias de residuos aminoacidicos que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen amino&cidos con
cadenas laterales basicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido
aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (por ejemplo, asparagina, glutamina, serina, treonina,
tirosina, cisteina, triptéfano), cadenas laterales no polares (por ejemplo, glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina,
prolina, fenilalanina, metionina), cadenas laterales con ramificaciones beta (por ejemplo, treonina, valina, isoleucina)
y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano). Estara claro para los expertos en la
materia que también pueden emplearse otras clasificaciones de familias de residuos aminoacidicos distintas de la
usada anteriormente. Ademas, una variante puede tener sustituciones no conservativas de aminoacidos, por ejemplo,
el remplazo de un aminoéacido con un residuo aminoacidico que tiene diferentes propiedades estructurales o quimicas.
Variaciones minimas similares también pueden incluir eliminaciones o inserciones de aminoacidos, o ambas. Pueden
encontrarse directrices sobre la determinacion de los residuos aminoacidicos que pueden sustituirse, insertarse o
eliminarse sin anular la actividad inmunolégica usando programas informaticos bien conocidos en la técnica.

Una mutacion en una secuencia de nucleétidos puede ser una sola alteracion realizada en un locus (una mutaciéon
puntual), tal como mutaciones de transicién o transversién o, como alternativa, multiples nucleétidos pueden insertarse,
eliminarse o cambiarse en un solo locus. Ademas, puede realizarse una o mas alteraciones en muchisimos locus
dentro de una secuencia de nucleétidos. Las mutaciones puede realizarse mediante cualquier método adecuado
conocido en la técnica. La expresién "subtipo del virus de la gripe", como se usa en este documento, se refiere a
variantes del virus de la gripe A que se caracterizan por diversas combinaciones de las proteinas superficiales viricas
hemaglutinina (H) y neuraminidasa (N). De acuerdo con la presente invencion, los subtipos de virus de la gripe pueden
denominarse por su nimero H, tal como, por ejemplo, "virus de la gripe que comprende HA del subtipo H3", o "gripe
H3", o mediante una combinacion de un numero H y un nimero N, tal como, por ejemplo, "virus de la gripe de subtipo
H3N2" o "H3N2". El término "subtipo" incluye especificamente todas las "cepas” individuales dentro de cada subtipo,
que habitualmente son el resultado de mutaciones y muestran diferentes perfiles patégenos. Dichas cepas también
pueden denominarse como diversos "aislados" de un subtipo virico. Por consiguiente, como se usa en este documento,
los términos "cepas" y "aislados" pueden usarse indistintamente. La nomenclatura actual para cepas o aislados del
virus de la gripe humana incluye la ubicacion geografica del primer aislamiento, el nimero de cepa y el afio de
aislamiento, habitualmente con la descripcion antigénica de HA y NA dada en paréntesis, por ejemplo, A/Mosci/10/00
(H3N2). Las cepas no humanas también incluyen el hospedador de origen en la nomenclatura.

Los subtipos del virus de la gripe pueden clasificarse ademas por referencia a su grupo filogenético. El andlisis
filogenético (Fouchier et al., 2005) ha demostrado una subdivision de la HA que coincide en dos grupos principales
(Air, 1981): entre otros, los subtipos H1, H2, H5 y H9 en el grupo filogenético 1 y, entre otros, los subtipos H3, H4 y
H7 en el grupo filogenético 2 (figura 1).

El término "neutralizante", como se usa en este documento en relacién con las moléculas de unién de la invenciéon se
refiere a moléculas de union que inhiben que un virus de la gripe infecte de forma replicativa una célula diana,
independientemente del mecanismo por el que se consiga la neutralizacién. Por tanto, la neutralizacién puede
conseguirse, por ejemplo, inhibiendo la fijacion o adhesion del virus a la superficie celular, o mediante inhibicién de la
fusién de las membranas virica y celular después de la fijacion del virus a la célula diana, y similares.

La expresion "neutralizante cruzado" o "neutralizacion cruzada", como se usa en este documento en relacion a las
moléculas de unién de la invencion se refiere a la capacidad de las moléculas de union de la invencion de neutralizar
virus de la gripe A de diferentes subtipos, tales como, por ejemplo, virus de la gripe que comprenden HA del subtipo
H3, H7 y/o H10.

El término "hospedador”, como se usa en este documento, pretende hacer referencia a un organismo o una célula en
que se ha introducido un vector tal como un vector de clonacién o un vector de expresion. El organismo o célula puede
ser procariota o eucariota. Preferiblemente, los hospedadores son células hospedadoras aisladas, por ejemplo, células
hospedadoras en cultivo. La expresién "células hospedadoras” simplemente significa que las células se modifican para
la (sobre)-expresion de las moléculas de unién de la invencion e incluyen linfocitos B que originalmente expresan estas
moléculas de union y cuyas células se han modificado para que sobreexpresen la molécula de union por
inmortalizacion, amplificacion, potenciacion de la expresion,etc. Debe entenderse que el término hospedador pretende
hacer referencia no solo al organismo o célula objeto particular, sino a la descendencia de dicho organismo o célula
también. Como pueden producirse determinadas modificaciones en las generaciones sucesivas debido a mutacion o
influencias ambientales, dicha descendencia puede no ser, de hecho, idéntica al organismo o célula progenitora, pero
aun se incluye dentro del alcance de la expresion "hospedador" como se usa en este documento.

El término "humanas", cuando se aplica a moléculas de unién como de define en este documento, se refiere a
moléculas que se obtienen directamente de un ser humano o que se basan en una secuencia humana. Cuando una
molécula de union se obtiene de o se basa en una secuencia humana y posteriormente se modifica, aun tiene que
considerarse humana como se usa a lo largo de toda la memoria descriptiva. En otras palabras, el término humanas,
cuando se aplica a moléculas de unién, pretende incluir moléculas de unién que tienen regiones variables y constantes
derivadas de secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana o basadas en regiones variables o
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constantes que existen en un ser humano o linfocito humano y se modifican de alguna forma. Por tanto, las moléculas
de unién humanas pueden incluir residuos aminoacidicos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de la
linea germinal humana, que comprenden sustituciones y/o eliminaciones (por ejemplo, mutaciones introducidas, por
ejemplo, por mutagénesis aleatoria o especifica de sitio in vitro o por mutaciéon somatica in vivo). "Basada en", como
se usa en este documento, se refiere a la situacion de que una secuencia de acido nucleico puede copiarse
exactamente desde un molde, o con mutaciones minimas, tal como por métodos de PCR propensa a errores, o
prepararse sintéticamente haciendo coincidir el molde exactamente o con modificaciones minimas. Las moléculas
semisintéticas basadas en secuencias humanas también se consideran humanas como se usa en este documento.

El término "insercion", también conocido como el término "adicién", indica un cambio en una secuencia de aminoacidos
o nucledtidos que provoca la adicion de uno o mas residuos aminoacidicos o nucleotidicos, respectivamente, en
comparacion con la secuencia original.

El término "aisladas", cuando se aplica a moléculas de unién como se define en este documento, se refiere a moléculas
de unidén que estan sustancialmente libres de otras proteinas o polipéptidos, particularmente libres de otras moléculas
de unioén que tienen diferentes especificidades antigénicas, y también estan sustancialmente libres de otro material
celular y/o productos quimicos. Por ejemplo, cuando las moléculas de unidén se producen de forma recombinante,
preferiblemente estan sustancialmente libres de componentes del medio de cultivo, y cuando las moléculas de unién
se producen mediante sintesis quimica, preferiblemente estan sustancialmente libres de precursores quimicos u otros
compuestos quimicos, es decir, se separan de los precursores quimicos u otros productos quimicos que estan
implicados en la sintesis de la proteina. El término "aisladas", cuando se aplica a moléculas de acido nucleico que
codifican moléculas de unién como se define en este documento, pretende hacer referencia a moléculas de acido
nucleico en que las secuencias de nucleétidos que codifican las moléculas de union estén libres de otras secuencias
de nucleétidos, particularmente secuencias de nucleétidos que codifican moléculas de uni6on que se unen a
companeros de unioén distintos de H5N1. Ademas, el término "aisladas" se refiere a moléculas de &cido nucleico que
se separan sustancialmente de otros componentes celulares que acompanan de forma natural a la molécula de acido
nucleico natural en su hospedador natural, por ejemplo, ribosomas, polimerasas o secuencias genémicas con las que
esta asociada de forma natural. Ademas, las moléculas de acido nucleico "aisladas", tales como moléculas de ADNc,
pueden estar sustancialmente libres de otro material celular, o medio de cultivo cuando se producen por técnicas
recombinantes, o sustancialmente libres de precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetizan
quimicamente.

La expresion "anticuerpo monoclonal”, como se usa en este documento, se refiere a una preparacion de moléculas de
anticuerpo de una sola especificidad. Un anticuerpo monoclonal presenta una sola especificidad y afinidad de unién
por un epitopo particular. Por consiguiente, la expresién "anticuerpo monoclonal humano" se refiere a un anticuerpo
que presenta una sola especificidad de unién, que tiene regiones variables y constante derivadas de o basadas en
secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana o derivadas de secuencias completamente sintéticas. El
método de preparacion del anticuerpo monoclonal no es pertinente para la especificidad de unién.

La expresion "de origen natural”, como se usa en este documento, aplicada a un objeto se refiere al hecho de que un
objeto puede encontrarse en la naturaleza. Por ejemplo, una secuencia polipeptidica o polinucleotidica que esta
presente en un organismo que puede aislarse de una fuente en la naturaleza y que no se ha modificado de forma
intencionada de manera artificial en el laboratorio es de origen natural.

La expresién "molécula de acido nucleico", como se usa en la presente invencion, se refiere a una forma polimérica
de nucleodtidos e incluye tanto hebras de sentido como de antisentido de ARN, ADNc, ADN gendmico y formas
sintéticas y polimeros mezclados de los anteriores. Un nucleétido se refiere a un ribonucleétido, desoxinucleétido o
una forma modificada de cualquier tipo de nucleétido. El término también incluye formas mono- y bicatenarias de ADN.
Ademas, un polinucle6tido puede incluir nucleétidos de origen natural o0 modificados o ambos ligados juntos mediante
enlaces nucleotidicos de origen natural y/o no de origen natural. Las moléculas de acido nucleico pueden modificarse
quimica o bioquimicamente o pueden contener bases nucleotidicas no naturales o derivatizadas, como apreciaran
facilmente los expertos en la materia. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, marcadores, metilacion, sustitucion
de uno o mas de los nucleétidos de origen natural con un analogo, modificaciones internucleotidicas tales como
enlaces no cargados (por ejemplo, metilfosfonatos, fosfotriésteres, fosforamidatos, carbamatos, etc.), enlaces
cargados (por ejemplo, fosforotioatos, fosforoditioatos, etc.), restos colgantes (por ejemplo, polipéptidos), intercalantes
(por ejemplo, acridina, soraleno, etc.), quelantes, alquilantes y enlaces modificados (por ejemplo, acidos nucleicos alfa
anomeéricos, etc.). La expresion anterior también pretende incluir cualquier conformacién topoldgica, incluyendo
conformaciones monocatenarias, bicatenarias, parcialmente dobles, triples, en horquilla, circulares y cerradas.
También se incluyen moléculas sintéticas que imitan polinucleétidos en su capacidad de unirse a una secuencia
designada mediante unién de hidrégeno y otras interacciones quimicas. Dichas moléculas son conocidas en la técnica
e incluyen, por ejemplo, aquellas en que los enlaces peptidicos sustituyen los enlaces fosfato en la cadena principal
de la molécula. Una referencia a una secuencia de acido nucleico abarca su complemento salvo que se especifique
de otro modo. Por tanto, debe entenderse que una referencia a una molécula de acido nucleico que tiene una
secuencia particular abarca su hebra complementaria, con su secuencia complementaria. La hebra complementaria
también es util, por ejemplo, para tratamiento de antisentido, sondas de hibridaciéon y cebadores de PCR.
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La expresion "unida de forma funcional" se refiere a dos 0 mas elementos de secuencia de acido nucleico que
normalmente estan unidos fisicamente y estan en una relacion funcional entre si. Por ejemplo, un promotor esta unido
de forma funcional a una secuencia codificante si el promotor puede iniciar o regular la transcripcién o expresion de
una secuencia codificante, en cuyo caso la secuencia codificante debe entenderse "bajo el control de" el promotor.

Por "excipiente farmacéuticamente aceptable" se entiende cualquier sustancia inerte que se combina con una
molécula activa tal como un farmaco, agente o molécula de unién para preparar una forma farmacéutica adecuada o
conveniente. El "excipiente farmacéuticamente aceptable" es un excipiente que es atoxico para los destinatarios a las
dosificaciones y concentraciones empleadas, y es compatible con otros ingredientes de la formulacién que comprende
el farmaco, agente o molécula de unién. Los excipientes farmacéuticamente aceptables se aplican ampliamente en la
técnica.

La expresion "que se une especificamente", como se usa en este documento, en referencia a la interaccion de una
molécula de unién, por ejemplo, un anticuerpo, y su compafero de unién, por ejemplo, un antigeno, significa que la
interaccion depende de la presencia de una estructura particular, por ejemplo, un determinante antigénico o epitopo,
en el companero de unioén. En otras palabras, el anticuerpo se une preferentemente o reconoce el comparero de unién
cuando el companero de union esta presente en una mezcla de otras moléculas u organismos. La unién puede estar
mediada por interacciones covalentes o no covalentes o una combinacién de ambas. En otras palabras distintas, la
expresion "que se une especificamente” significa que se une inmunoespecificamente a un determinante antigénico o
epitopo y que no se une inmunoespecificamente a otros determinantes antigénicos o epitopos. Una molécula de unién
que se une inmunoespecificamente a un antigeno puede unirse a otros péptidos o polipéptidos con menor afinidad
como se determina por, por ejemplo, radioinmunoensayos (RIA), ensayos de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA),
BIACORE u otros ensayos conocidos en la técnica. Las moléculas de unién o fragmentos de las mismas que se unen
inmunoespecificamente a un antigeno puede tener reactividad cruzada con antigenos relacionados, que portan el
mismo epitopo. Preferiblemente, las moléculas de unién o fragmentos de las mismas que se unen
inmunoespecificamente a un antigeno no reaccionan de forma cruzada con otros antigenos.

Una "sustitucion", como se usa en este documento, indica el remplazo de uno o mas aminoacidos o nucleotidos por
aminodcidos o nucleétidos diferentes, respectivamente.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de la molécula de unién como se define en
este documento que es eficaz para prevenir, mejorar y/o tratar una afeccion resultante de infecciéon con gripe del
subtipo H3. Mejora, como se usa en este documento, puede hacer referencia a la reduccion de sintomas de
enfermedad visibles o perceptibles, viremia, o cualquier otra manifestacion medible de infeccién por gripe.

El término "tratamiento" se refiere a tratamiento terapéutico, asi como medidas profilacticas o preventivas para curar
o detener o al menos retardar el progreso de la enfermedad. Los que necesitan tratamiento incluyen los que ya estéan
afectados por una afeccion resultante de infeccién con virus de la gripe que comprende HA del subtipo H3, asi como
aquellos en los que tiene que prevenir infeccién con virus de la gripe que comprende HA del subtipo H3. Los sujetos
parcial o totalmente recuperados de infeccion con gripe H3 podrian estar también en necesidad de tratamiento. La
prevencion abarca inhibir o reducir la propagacion del virus de la gripe que comprende HA del subtipo H3 o inhibir o
reducir la aparicion, desarrollo o progresiéon de uno o mas de los sintomas asociados con infeccion con gripe H3.

El término "vector" indica una molécula de acido nucleico en que puede insertarse una segunda molécula de acido
nucleico para la introducciéon en un hospedador donde se replicara y, en algunos casos, se expresara. En otras
palabras, un vector puede transportar una molécula de acido nucleico a la que se ha ligado. Se contemplan vectores
de clonacién, asi como de expresidn por el término "vector", como se usa en este documento. Los vectores incluyen,
aunque sin limitacion, plasmidos, cosmidos, cromosomas artificiales bacterianos (BAC) y cromosomas artificiales de
levadura (YAC) y vectores derivados de bacteriéfagos o virus vegetales o animales (incluyendo humanos). Los
vectores comprenden un origen de replicacién reconocido por el hospedador propuesto y, en el caso de vectores de
expresion, un promotor y otras regiones reguladoras reconocidas por el hospedador. Un vector que contiene una
segunda molécula de acido nucleico se introduce en una célula por transformacion, transfeccién o haciendo uso de
mecanismo de entrada viricos. Determinados vectores tienen capacidad de replicacion autbnoma en un hospedador
en que se introducen (por ejemplo, vectores que tienen un origen de replicacion bacteriano pueden replicarse en
bacterias). Otros vectores pueden integrarse en el genoma de un hospedador tras su introduccién en el hospedador,
y de ese modo se replican junto con el genoma hospedador.

Sumario de la invencion

La invencion proporciona moléculas de unién humanas que pueden unirse especificamente a cepas de virus de la
gripe que comprenden HA del subtipo H3, incluyendo H3N2, y que muestran actividad neutralizante contra dicho virus
de la gripe, y que tienen actividad neutralizante cruzada contra al menos un virus de la gripe que comprende HA del
subtipo H7 y/o un virus de la gripe que comprende HA del subtipo H10, en las que la molécula de unién se une a un
epitopo que comprende el aminoacido en la posicion 19, 25, 27, 33 y 34 del polipéptido HA2 de la proteina HA H3. En
una realizacion, las moléculas de unién de la invencion sin Unicas puesto que pueden neutralizar varias cepas,
incluyendo al menos una o mas de las recientes, preferiblemente todas las cepas conocidas, de virus de la gripe de
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subtipo H3, el subtipo epidémico mas comun en seres humanos, con alta potencia. En una realizacion, las moléculas
de unidén se unen a un epitopo conservado en la region de tronco de la proteina HA H3. En una realizacion, las
moléculas de unidn puede prevenir la escision in vitro de la molécula HAO precursora de HA. En una realizacion, las
moléculas de unién de la presente invencién pueden prevenir el cambio conformacional de la proteina HA requerida
para la fusion de la membrana del virus de la gripe con la membrana del endosoma de una célula infectada.

La invencion proporciona moléculas de unidn que se unen a un epitopo en la proteina hemaglutinina que esta
compartida entre subtipo de gripe dentro del grupo filogenético 2 al que pertenecen los subtipos H3 y, por lo tanto, se
refiere a moléculas de unién que reaccionan de forma cruzada entre subtipos basados en gripe H3, H7 y/o H10, y
otros subtipos de gripe que contienen la proteina HA con estos epitopos particulares, preferiblemente todos los
subtipos del grupos filogenético 2. Las moléculas de unién de la presente invencién, por tanto, son Unicas puesto que
poseen actividad neutralizante cruzada contra uno o mas subtipos diferentes de virus de la gripe A, tales como virus
de la gripe que comprenden HA del subtipo H7 y/o H10. Preferiblemente, las moléculas de unién de la presente
invencion pueden neutralizar de forma cruzada todos los subtipos de virus de la gripe del grupo filogenético 2, que
abarca los subtipos H3, H7 y H10 y, por tanto, pueden usarse como agente profilactico, diagndstico y/o de tratamiento
universal para virus de la gripe que pertenecen el grupo filogenético 2, incluso independientemente del subtipo de
gripe causante dentro de ese grupo filogenético.

Se supone que las moléculas de unién de acuerdo con la presente invencién se unen a los epitopos conservados
hasta ahora desconocidos que no son propensos 0 son mucho menos propensos a variaciones antigénicas menores
o mayores. Por tanto, también se abarca el uso de las moléculas de union de la invencién para identificar y/o
caracterizar estos epitopos. La invencién también se refiere a moléculas de acido nucleico que codifican al menos la
region de unién de las moléculas de uniéon humanas. La invencién proporciona ademas el uso de las moléculas de
unién humanas de la invencion en la profilaxis y/o tratamiento de un sujeto que tiene, o esta en riesgo de desarrollar,
una infeccién de gripe H3, tal como una infeccion de gripe H3N2. Ademas, la invencion se refiere al uso de las
moléculas de unién humanas de la invencion en el diagnéstico/deteccion de dicha infeccidn de gripe.

Descripcidn detallada

En un primer aspecto, la presente invencién abarca moléculas de unién humanas que pueden unirse especificamente
ay que tienen actividad neutralizante contra virus de la gripe A, particularmente virus de la gripe A que comprende HA
del subtipo H3, en particular H3N2, y que tienen actividad neutralizante cruzada contra al menos un virus de la gripe
que comprende HA del subtipo H7, y/o un virus de la gripe que comprende HA del subtipo H10, en las que las
moléculas de unién se unen a un epitopo que comprende el aminoacido en la posicion 19, 25, 27, 33 y 34 del
polipéptido HA2 de la proteina HA H3. En una realizacién, las moléculas de unién de la invencion pueden unirse
especificamente a y/o tienen actividad neutralizante contra varias cepas del virus de la gripe H3N2, preferiblemente
dos o mas cepas H3N2 diferentes, mas preferiblemente tres o mas, mas preferiblemente cuatro o mas, mas
preferiblemente cinco o mas cepas H3N2 diferentes. Las cepas pueden obtenerse tanto de seres humanos como de
animales no humanos, por ejemplo, aves. En una realizacion, las moléculas de unién se unen a y neutralizan al menos
una o mas de las cepas H3N2 recientes seleccionadas del grupo que consiste en A/Wisconsin/67/2005,
A/Hiroshima/52/2005, A/Panama/2007/99 y A/Johannesburgo/33/94. En otra realizacion, las moléculas de unidn
también se unen a y neutralizan la cepa H3N2 A/Hong Kong/1/68. Mas preferiblemente, las moléculas de unién se
unen a y tienen actividad neutralizante contra todas las cepas H3N2 de gripe entre los afios 1968 y 2005.
Preferiblemente, las moléculas de unién tienen actividad neutralizante contra al menos todos los aislados de origen
natural del virus de la gripe H3N2 conocido antes del 20 de enero de 2010.

Las moléculas de unién de la invencién pueden tener la capacidad de unirse especificamente a la subunidad HAO,
HA1 y/o HA2 de la proteina HA. Pueden tener la capacidad de unirse especificamente a epitopos lineales o
estructurales y/o conformacionales en la subunidad HAO, HA1 y/o HA2 de la proteina HA. La molécula HA puede
purificarse de virus o producirse de forma recombinante y opcionalmente aislarse antes de su uso. Como alternativa,
HA puede expresarse sobre la superficie de células. Preferiblemente, las moléculas de unién de la invencién se unen
a un epitopo que comprende uno o mas de los aminoacidos en la posicion 19, 25, 27, 33 y 34 del polipéptido HA2 de
la proteina HA H3. En una realizacién, las moléculas de unién se unen a dicho epitopo en HA2, cuando el aminoacido
en la posicién 19 es acido aspartico (D), el aminoacido en la posicion 25 es glutamina (Q), el aminoacido en la posicién
27 es glicina (G), el aminoacido en la posicion 33 es glicina (G) y/o el aminoacido en la posicion 34 es glutamina
(numeracién de HA2 empezando en la posicion 1 justo después del residuo de arginina que constituye el sitio de
escision entre HA1 y HA2). En una realizacion, las moléculas de union no se unen a dicho epitopo en HA2 cuando se
ha cambiado uno o0 mas de dichos aminoécidos.

En otro aspecto, la presente invencion abarca moléculas de unién que pueden prevenir, al menos in vitro, la escision
con tripsina de la molécula HAO precursora de HA H3 en HA1 y HA2.

En otro aspecto, la presente invencion abarca moléculas de unién que pueden prevenir el cambio conformacional de

la proteina HA H3, requerido para la fusion membranaria de la membrana del virus de la gripe y la membrana del
endosoma de una célula infectada, al menos in vitro.
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En otro aspecto, las moléculas de union tienen alguna o todas las propiedades enumeradas anteriormente, es decir,
actividad neutralizante cruzada, unién a un epitopo conservado en la region de trinco de HA2, inhibicion in vitro de la
escision con tripsina de HAO y/o inhibiciéon del cambio conformacional.

En una realizacién, las moléculas de unién de la invencién tienen todas o algunas de las propiedades anteriores vy,
ademas, no pueden unirse a y/o neutralizar virus de la gripe A que comprende HA del subtipo H1, tal como H1N1.

Las moléculas de unién de la invencién pueden tener la capacidad de unirse especificamente a, por ejemplo, virus de
la gripe H3N2 que son viables, estan vivos y/o infecciosos o que estan en forma inactivada/atenuada. Los métodos
para inactivar/atenuar virus, por ejemplo, virus de la gripe H3N2, son bien conocidos en la técnica e incluyen, aunque
sin limitacién, tratamiento con formol, B-propiolactona (BPL), mertiolato y/o luz ultravioleta.

Las moléculas de unién de la invencion también pueden tener la capacidad de unirse especificamente a uno o mas
fragmentos de los virus de la gripe, tales como, entre otras, una preparacién de o mas proteinas y/o (poli)péptidos
derivados del subtipo H3N2 o una o mas proteinas y/o polipéptidos de H3N2 producidos de forma recombinante. Para
métodos de tratamiento y/o prevencion de infecciones por H3N2, las moléculas de unién preferiblemente pueden
unirse especificamente a proteinas accesibles en la superficie de H3N2 tales como las glucoproteinas superficiales,
hemaglutinina (HA), que es necesaria para la fijacién del virus y la liberacion celular.

La secuencia de nucleétidos y/o aminoacidos de proteinas de diversas cepas H3N2 puede encontrarse en la base de
datos GenBank, la base de datos de secuencias de virus de la gripe del NCBI, la base de datos de secuencias de la
gripe (ISD), la base de datos del EMBL y/o otras bases de datos. Pertenece al alcance de los expertos en la materia
encontrar dichas secuencias en las bases de datos respectivas.

En otra realizacion, las moléculas de unién de la invencion pueden unirse especificamente a un fragmento de las
proteinas y/o polipéptidos mencionados anteriormente, en las que el fragmento comprende al menos un epitopo
reconocido por las moléculas de unién de la invencién. Un "epitopo”, como se usa en este documento, es un resto que
puede unirse a una molécula de unién de la invencion con afinidad suficientemente alta para formar un complejo de
antigeno-molécula de unién detectable.

Las moléculas de unién de la invencion pueden tener la capacidad o no de unirse especificamente a la parte
extracelular de HA (también denominada en este documento HA soluble (sHA)).

Las moléculas de unién de la invencion pueden ser moléculas de inmunoglobulinas intactas tales como anticuerpos
policlonales o monoclonales o las moléculas de unién pueden ser fragmentos de union a antigeno incluyendo, aunque
sin limitacion, Fab, F(ab'), F(ab')2, Fv, dAb, Fd, fragmentos de regién determinante de la complementariedad (CDR),
anticuerpos monocatenarios (scFv), anticuerpos monocatenarios bivalentes, anticuerpos fagicos monocatenarios,
diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y (poli)péptidos que contienen al menos un fragmento de una inmunoglobulina,
que es suficiente para conferir unién a antigeno especifico a las cepas H3N2 del virus de la gripe o un fragmento de
las mismas. En una realizacion preferida, las moléculas de unién de la invencion son anticuerpos monoclonales
humanos.

Las moléculas de union de la invencion pueden usarse en forma no aislada o aislada. Ademas, las moléculas de union
de lainvencion pueden usarse en solitario o en una mezcla que comprende al menos una molécula de union (o variante
o fragmento de la misma) de la invencion. En otras palabras, las moléculas de unién pueden usarse en combinacién,
por ejemplo, como una composicion farmacéutica que comprende dos o mas moléculas de unién de la invencion,
variantes o fragmentos de las mismas. Por ejemplo, las moléculas de unioén que tienen diferentes actividades, pero
complementarias, pueden combinarse en una monoterapia para conseguir un efecto profilactico, terapéutico o
diagnéstico deseado, pero, como alternativa, las moléculas de unién que tengan actividades idénticas también pueden
combinarse en una monoterapia para conseguir un efecto profilactico, terapéutico o diagnéstico deseado.
Opcionalmente, la mezcla comprende ademéas al menos otro agente terapéutico. Preferiblemente, el agente
terapéutico tal como, por ejemplo, inhibidores de M2 (por ejemplo, amantidina, rimantadina) y/o inhibidores de
neuraminidasa (por ejemplo, zanamivir, oseltamivir) es Util en la profilaxis y/o tratamiento de una infeccién con virus
de la gripe H3N2.

Tipicamente, las moléculas de unién de acuerdo con la invencién pueden unirse a sus compareros de union, es decir,
virus de la gripe H3N2 o fragmentos de los mismos, con una constante de afinidad (valor de Kd) que es menor de
0,2x10* M, 1,0 x 10° M, 1,0 x 10° M, 1,0 x 107 M, preferiblemente menor de 1,0 x 108 M, mas preferiblemente
menor de 1,0 x 10° M, mas preferiblemente menor de 1,0 x 1071 M, incluso méas preferiblemente menor de 1,0 x 10
"My en particular menor de 1,0 x 102 M. Las constantes de afinidad pueden variar para los isotipos de anticuerpo.
Por ejemplo, la afinidad de unién para un isotipo IgM se refiere a una afinidad de unién de al menos aproximadamente
1,0 x 107 M. Las constantes de afinidad pueden medirse, por ejemplo, usando resonancia de plasmones superficiales,
por ejemplo, usando el sistema BIACORE (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Suecia).

Tipicamente, las moléculas de unidén de acuerdo con la invencién tienen una actividad neutralizante de 10 pg/ml o
menos, preferiblemente 5 pg/ml o menos, mas preferiblemente 2 pg/ml o menos, incluso mas preferiblemente 1 pg/ml
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0 menos, como se determina en un ensayo de neutralizacion de virus in vitro (VNA) como se describe en el ejemplo
6.

Las moléculas de unién de acuerdo con la invencion pueden unirse a virus de la gripe H3N2 o un fragmento del mismo
en forma soluble, tal como, por ejemplo, en una muestra o en suspension o pueden unirse a virus de la gripe H3N2 o
un fragmento del mismo unido o fijado a un vehiculo o sustrato, por ejemplo, placas de microvaloracion, membranas
y microesferas, etc. Los vehiculos o sustratos pueden estar hechos de vidrio, plastico (por ejemplo, poliestireno),
polisacaridos, nailon, nitrocelulosa o Teflon, etc. La superficie de dichos soportes puede ser sélida o porosa y de
cualquier forma conveniente. Ademas, las moléculas de uniéon pueden unirse a virus de la gripe H3N2 en forma
purificada/aislada o no purificada/no aislada.

Las moléculas de unién de la invencién muestran actividad neutralizante. La actividad neutralizante puede medirse,
por ejemplo, como se describe en este documento. Se describen ensayos alternativos que miden la actividad
neutralizante en, por ejemplo, el Manual de la OMS sobre Diagnéstico y Vigilancia de la Gripe en Animales, Ginebra:
Organizacion Mundial de la Salud, 2005, version 2002.5.

La presente invencién se refiere a una molécula de uniéon humana aislada que puede reconocer y unirse a un epitopo
en la proteina hemaglutinina (HA) de la gripe, caracterizada por que dicha molécula de unién tiene actividad
neutralizante contra un virus de la gripe A, que comprende HA del subtipo H3. Un ejemplo de un subtipo de gripe que
contiene HA del subtipo H3 es H3N2. Son particularmente preferidas moléculas de unidén que neutralizan el subtipo
de gripe H3N2. En una realizacién, las moléculas de unién neutralizan al menos una o mas de las cepas H3N2
recientes. En una realizacion, las moléculas de unién, por tanto, al menos se unen a y neutralizan una o mas cepas
H3N2 seleccionadas del grupo que consiste en A/Wisconsin/67/2005, A/Hiroshima/52/2005, A/Panama/2007/99 y
A/Johannesburgo/33/94. En otra realizacion, las moléculas de unién también se unen a y neutralizan la cepa H3N2
A/Hong Kong/1/68. Mas preferiblemente, las moléculas de unién se unen a y tienen actividad neutralizante contra
todas las cepas H3N2 de gripe entre los afios 1968 y 2005, preferiblemente todas las cepas conocidas de dicho subtipo
de virus de la gripe.

Las moléculas de union de acuerdo con la invencién también tienen actividad neutralizante contra virus de la gripe de
otros subtipos de virus de la gripe A, preferiblemente al menos virus de la gripe que comprenden HA del subtipo H7,
tal como la cepa A/Anade real/Paises Bajos/12/2000 y/o del subtipo H10, tal como la cepa A/Pollo/Alemania/N/49. Por
tanto, se ha demostrado que algunas de las moléculas de union de la presente invencion neutralizan de forma cruzada
estos subtipos de gripe. La invencion, por tanto, proporciona moléculas de unién que se unen a un epitopo en la
proteina hemaglutinina que esta compartido y conservado entre subtipos de gripe y, por lo tanto, se refiere a moléculas
de unién que reaccionan de forma cruzada entre subtipos basados en gripe H3, H7 y/o H10, y otros subtipos de gripe
que contienen la proteina HA con estos epitopos particulares, preferiblemente todos los virus de la gripe del grupo
filogenético 2. Las moléculas de unién neutralizantes cruzadas preferiblemente se unen a y neutralizan varias cepas
de los subtipos H3, H7 y/o H10. En una realizacion, estas moléculas de union neutralizantes cruzadas se unen a y
neutralizan al menos una o mas de las cepas H3N2 recientes seleccionadas del grupo que consiste en
A/Wisconsin/67/2005, A/Hiroshima/52/2005, A/Johannesburgo/33/94 y A/Panama/2007/99. En otra realizacién, las
moléculas de unién también se unen a y neutralizan la cepa H3N2 A/Hong Kong/1/68. Mas preferiblemente, las
moléculas de union se unen a y tienen actividad neutralizante contra todas las cepas H3N2 de gripe entre los afos
1968 y 2005, preferiblemente todas las conocidas, e incluso mas preferiblemente también las cepas H3N2 futuras. En
una realizacién mas, las moléculas de union neutralizan sustancialmente todos los aislados de dichos otros subtipos
de virus de la gripe.

En una realizacion, las moléculas de union se unen a y neutralizan todos los subtipos de virus de la gripe del grupo
filogenético 2.

Los expertos en la materia, basandose en lo que se ha divulgado en este documento, pueden determinar si un
anticuerpo, de hecho, reacciona de forma cruzada con proteinas HA de diferentes subtipos y también pueden
determinar si pueden neutralizar virus de la gripe de diferentes subtipos in vivo.

Los virus de la gripe infectan células por unién a residuos de acido sialico sobre la superficie celular de células diana,
y después de la transferencia a los endosomas, por fusién de sus membranas con las membranas endosémicas y
liberacién del complejo de genoma-transcriptasa en la célula. Tanto la unién al receptor como el proceso de fusién
membranaria estan mediados por la glucoproteina HA. La HA del virus de la gripe A comprende dos regiones
estructuralmente distintas, es decir, una region de cabeza globular, que contiene un sitio de union al receptor que es
responsable de la fijaciéon del virus a la célula diana, y esta implicada en la actividad de hemaglutinacion de HA, y una
region de tronco, que contiene un péptido de fusion que es necesaria para la fusion membranaria entre la envuelta
virica y la membrana endos6émica de la célula. La proteina HA es un trimero en el que cada monémero consiste en
dos glucopéptidos ligados por disulfuro, HA1 y HA2, que se producen durante la infeccion por escision proteolitica de
un precursor (HAO). La escisién es necesaria para la infectividad del virus, ya que es necesaria para sensibilizar la HA
para la fusibn membranaria, para permitir el cambio conformacional. La activacion de la molécula sensibilizada se
produce a bajo pH en los endosomas, entre pH 5 y pH 6, y requiere cambios amplios en la estructura de HA. La
estructura tridimensional de las conformaciones de HA sin escindir prefusion (1), escindida prefusion (ll) y posfusion
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(1) se muestran esquematicamente en la figura 4. Cada una de las fases en la sensibilizacion y activacién de HA para
su participacion en el proceso de fusibn membranaria presenta una diana diferente para la inhibicién, por ejemplo, por
anticuerpos monoclonales.

En una realizacién de la presente invencion, las moléculas de unién al menos pueden prevenir la escisién de la
molécula HAO precursora de HA en un ensayo in vitro, por ejemplo, un ensayo como se describe a continuaciéon en
los ejemplos. Como se explica anteriormente, la escisién de la molécula HAO precursora de HA en HA1 y HA2 por las
proteasas del hospedador es necesaria para activar la infectividad del virus. La prevencion de la escision de la
molécula HAOQ precursora de HA por las moléculas de unién de la invencién, por tanto, puede prevenir la infeccidén por
el virus de la gripe.

En una realizacién, las moléculas de union se unen a un epitopo que comprende el aminoacido en la posicién 19, 25,
27, 33 y 34 del polipéptido HA2 de la proteina HA H3. En una realizacion, las moléculas de unién se unen a dicho
epitopo en HA2, cuando el aminoacido en la posicion 19 es acido aspartico (D), el aminoacido en la posicién 25 es
glutamina (Q), el aminoacido en la posicién 27 es glicina (G), el aminoacido en la posicion 33 es glicina (G) y/o el
aminoacido en la posicion 34 es glutamina. Preferiblemente, las moléculas de unién no se unen a dicho epitopo en
HA2 cuando se ha cambiado uno o mas de dichos aminoacidos. La numeracion de los amino&cidos se basa en la
secuencia de hemaglutinina del nimero de la base de datos Uniprot Q91MA7 (SEQ ID NO: 193). Q91MA?7 aporta la
secuencia de longitud completa de HA inmadura de A/Hong Kong/1/1968. La secuencia de HA2 empieza en G346 de
la proteina inmadura HA sin escindir. En la numeracién anterior, la G346 es G1 en la secuencia de HA2.

Se prefiere una molécula de unién de acuerdo con la presente invencion que se selecciona del grupo que consiste en:

a) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de la cadena pesada de SEQ ID NO:109, una region
CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO:110 y una regiéon CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:111,

b) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de la cadena pesada de SEQ ID NO:138, una region
CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO:139 y una regién CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:140,

y

c¢) una molécula de uniéon que comprende una region CDR1 de la cadena pesada de SEQ ID NO:144, una region
CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO:145 y una regién CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:146.

En una realizacion preferida, la molécula de unién de acuerdo con la invencion es para su uso como medicamento y
preferiblemente para el tratamiento diagndstico, terapéutico y/o profilactico de infeccién de gripe. Preferiblemente, el
virus de la gripe que provoca la infeccién de gripe y que puede tratarse por las moléculas de unién de la presente
invencion, es virus de la gripe de subtipo H3N2. La presente invencion también se refiere a una composicién
farmacéutica que comprende una molécula de union de acuerdo con la invencion, y un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

En otra realizacion, la invencién se refiere a un uso de una molécula de uniéon de acuerdo con la invencion en la
preparacion de un medicamento para el diagnéstico, profilaxis y/o tratamiento de una infeccion por virus de la gripe.
Dichas infecciones pueden producirse en pequenas poblaciones, pero también pueden propagarse por todo el mundo
en epidemias estacionales o, peor, en pandemias globales donde millones de individuos estan en riesgo. La invencion
proporciona moléculas de union que pueden neutralizar la infecciéon de cepas de la gripe que provocan dichas
epidemias estacionales, asi como posibles pandemias. De forma importante, ahora puede preverse proteccion y
tratamiento con las moléculas de unién de la presente invencién con respecto a diversos subtipos de gripe, ya que se
ha divulgado que las moléculas de unién de la presente invencion pueden neutralizar de forma cruzada diversos
subtipos de gripe del grupo filogenético 2, que abarca los subtipos H3, H7 y H10.

En una realizacién preferida, las moléculas de unién humanas de acuerdo con la invencion se caracterizan por que
las moléculas de unién humanas se seleccionan del grupo que consiste en:

a) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de la cadena pesada de SEQ ID NO:109, una region
CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO:110 y una regién CDRS3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:111,
una region CDR1 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:112, una region
CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:113 y una regiéon CDR3 de
la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:114,

b) una molécula de unién que comprende una region CDR1 de la cadena pesada de SEQ ID NO:138, una region
CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO:139 y una regién CDRS3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:140,
una region CDR1 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:141, una region
CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:142 y una regién CDR3 de
la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:143, y
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¢) una molécula de unién que comprende una regiéon CDR1 de la cadena pesada de SEQ ID NO:144, una regién
CDR2 de la cadena pesada de SEQ ID NO:145 y una regiéon CDR3 de la cadena pesada de SEQ ID NO:146,
una region CDR1 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:147, una region
CDR2 de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 148 y una region CDR3 de
la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:149.

Las regiones CDR de las moléculas de unién de la invencién se muestran en la tabla 1. Las regiones CDR son de
acuerdo con Kabat et al. (1991) como se describe en Sequences of Proteins of Immunological Interest. En una
realizacién de la presente invencion, las moléculas de unién pueden comprender una, dos, tres, cuatro, cinco o las
seis regiones CDR divulgadas en este documento. Preferiblemente, una molécula de unién de acuerdo con la presente
invencion comprende al menos dos de las CDR divulgadas en este documento.

En otra realizacion mas, las moléculas de union de acuerdo con la invencidon comprenden una regién variable de la
cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO:30,
SEQ ID NO:50 y SEQ ID NO:54. En una realizacion mas, las moléculas de unién de acuerdo con la invencion
comprenden una region variable de la cadena ligera que comprende una secuencia de aminodacidos seleccionada del
grupo que consiste en SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:52 y SEQ ID NO:56.

Otro aspecto de la presente divulgacion incluye variantes funcionales de las moléculas de unién como se define en
este documento. Se considera que las moléculas son variantes funcionales de una molécula de unién de acuerdo con
la invencién si las variantes pueden competir por unirse especificamente al virus de la gripe H3N2 o un fragmento del
mismo con las moléculas de unién "originales" o "de referencia". En otras palabras, cuando las variantes funcionales
aun pueden unirse al mismo epitopo o uno solapante del virus de la gripe H3N2 o un fragmento del mismo. En beneficio
de esta solicitud, "original" y "de referencia" se usaran como sinénimos, lo que significa que la informacién de la
molécula de referencia u original, o la propia molécula fisica puede formar la base para la variacion. Preferiblemente,
las variantes funcionales pueden competir por unirse especificamente a al menos dos (o mas) cepas H3N2 diferentes
de virus de la gripe o fragmentos de las mismas que se unen especificamente por las moléculas de unién de referencia.
Ademas, se considera que las moléculas son variantes funcionales de una molécula de unién de acuerdo con la
invencion si tienen actividad neutralizante contra virus de la gripe H3N2, preferiblemente contra las al menos dos (o
mas) cepas H3N2 de virus de la gripe contra la que la molécula de unién original muestra actividad neutralizante. Las
variantes funcionales incluyen, aunque sin limitacion, derivados que son sustancialmente similares en la secuencia
estructural primaria, incluyendo los que tienen modificaciones en el receptor de Fc u otras regiones implicadas con
funciones efectoras, y/o que contienen, por ejemplo, modificaciones in vitro o in vivo, quimicas y/o bioquimicas, que
no se encuentran en la molécula de union original. Dichas modificaciones incluyen, entre otras, acetilacion, acilacion,
unién covalente de un nucle6tido o derivado nucleotidico, unién covalente de un lipido o derivado lipidico, reticulacion,
formacion de enlaces disulfuro, glucosilacién, hidroxilacion, metilacién, oxidacion, pegilacién, procesamiento
proteolitico, fosforilacion y similares.

Como alternativa, las variantes funcionales pueden ser moléculas de union como se define en la presente invencion,
que comprenden una secuencia de aminoacidos que contiene sustituciones, inserciones, eliminaciones o
combinaciones de las mismas de uno o mas aminoacidos en comparacion con las secuencias de aminoacidos de las
moléculas de unioén originales. Ademas, las variantes funcionales pueden comprender truncamientos de la secuencia
de aminoacidos en cualquiera de los extremos aminico o carboxilico o0 ambos. Las variantes funcionales de acuerdo
con la invenciéon pueden tener las mismas afinidades de union o diferentes, ya sean mayores o menores, en
comparacién con la molécula de unién original, pero ain pueden unirse al virus de la gripe H3N2 o un fragmento del
mismo. Por ejemplo, las variantes funcionales de acuerdo con la invencién pueden tener afinidades de unién
aumentadas o disminuidas por el virus de la gripe H3N2 o un fragmento del mismo en comparacion con las moléculas
de union originales. Preferiblemente, las secuencias de aminoacidos de las regiones variables, incluyendo, aunque
sin limitacion, regiones flanqueantes, regiones hipervariables, en particular las regiones CDR3, estan modificadas. En
general, las regiones vari