ES 2314179 T3

@ Numero de publicacién: 2 314 179

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
CO07K 16/10 (2006.01)
ESPANA GO1N 33/576 (2006.01)

CO7K 16/42 (2006.01)

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 03705004 .4
Fecha de presentacién : 29.01.2003

Numero de publicacién de la solicitud: 1476468
Fecha de publicacion de la solicitud: 17.11.2004

Titulo: Fragmentos Fab de anticuerpo monoclonal humano dirigidos contra la glucoproteina E2 del VHC y
que estan dotados de actividad neutralizante in vitro.

Prioridad: 30.01.2002 IT RM02A0049 @ Titular/es: Roberto Burioni
Piazza Ferrari, 22
47900 Rimini, IT

Fecha de publicacion de la mencién BOPI: @ Inventor/es: Burioni, Roberto
16.03.2009

Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente: Duran Moya, Luis Alfonso
16.03.2009

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2314179 T3

DESCRIPCION

Fragmentos Fab de anticuerpo monoclonal humano dirigidos contra la glucoproteina E2 del VHC y que estdn
dotados de actividad neutralizante in vitro.

La presente invencion se refiere a fragmentos Fab de anticuerpo monoclonal humano dirigidos contra la gluco-
proteina E2 del VHC y que estdn dotados de actividad neutralizante in vitro. El virus de la hepatitis C (VHC) infecta
a aproximadamente el 4% de la poblacién mundial (Organizacién Mundial de la Salud, 1999). Aproximadamente el
80% de los sujetos que entran en contacto con este patégeno desarrollan una infeccién crénica ya que la respuesta
inmunitaria del huésped es incapaz de erradicar la infeccién, con el riesgo de contraer enfermedades hepdticas graves
tales como hepatitis crénica, cirrosis y carcinoma de células hepdticas [1, 2].

El tratamiento de la infeccién crénica se basa en la terapia combinada con interferén y ribavirina, que es extrema-
damente costosa, causa reacciones adversas muy importantes y es moderadamente eficaz (solo 1 paciente de cada 4
obtiene resultados a largo plazo) [3, 4]. La infeccién viral no proporciona proteccién inmunitaria. Este hecho, junto
con la alta variabilidad del virus en la estructura antigénica reconocida por el sistema inmunitario, ha impedido el
desarrollo de una seroterapia y de vacunas eficaces en la proteccion de los individuos frente a la infeccién por el VHC.
Por consiguiente, es evidente que se necesitan encarecidamente nuevas estrategias antivirales.

El autor ha clonado los genes que codifican una gran cantidad de fragmentos de anticuerpos Fabs humanos dirigidos
contra una de las proteinas del VHC, la glucoproteina E2 externa, que se considera la diana mds importante para
una respuesta inmunitaria protectora [S]. No obstante, la evaluacion de la actividad bioldgica de estos fragmentos
de anticuerpo no es sencilla, ya que no se encuentran disponibles sistemas in vitro fiables para la determinacion de
la actividad neutralizante frente al VHC. Por lo tanto, el autor solo ha evaluado y descrito la capacidad variable de
distintos Fabs para inhibir la unién de la proteina E2 a la célula diana, sin demostrar una correlacion entre esta actividad
y la actividad neutralizante de los sueros [5].

En un trabajo anterior, Burioni y otros (2001) [6], mostraron que algunos anticuerpos anti-E2 producidos por pa-
cientes infectados con el VHC tenian un efecto negativo, que dejaba al virus menos sensible a la respuesta inmunitaria
del huésped, probablemente debido a su unién al antigeno E2 y a modificaciones de su conformacion [6]. Esto po-
dria explicar por qué titulos elevados de anticuerpos anti-E2 no se encuentran correlacionados directamente con la
proteccion frente a la infeccién con el VHC.

La solicitud de patente internacional WO 00/05266 y Allander y otros (J. of General Virol., (2000) 81:2451-2459)
dan a conocer anticuerpos recombinantes humanos capaces de neutralizar la unién de la glucoproteina E2 del VHC
sobre células susceptibles o sobre CD81, respectivamente. El documento WO 02/055560 da a conocer un anticuerpo
monoclonal humano, que muestra afinidad de unién inmunolégica con el antigeno E2 del VHC, que tiene secuencias
especificas de aminodcidos. Finalmente, Rosa y otros, (PNAS (1996) 93:1759-1763) describe un procedimiento para
estimar los anticuerpos de neutralizacién para el VHC mediante la evaluacién citofluorimétrica de la unién de E2 a
células diana.

Bugli y otros 2001 [7] generaron un mapa de los epitopos de la proteina E2 que se pueden unir in vitro al panel de
Fabs humanos anti-E2, que muestran cuatro regiones discretas frente a las que se dirige la respuesta inmunitaria (figura
2) [7]. La presencia de anticuerpos dirigidos contra una o mds de estas regiones en el suero de pacientes infectados
de forma crénica podria estar asociada con complicaciones, eficacia reducida del tratamiento y con un prondstico
distinto. Por consiguiente, es evidente que hay una necesidad de disponer de un procedimiento para la determinacién
de anticuerpos en un fluido biolégico dirigido contra distintos epitopos de la proteina E2 del VHC. Una realizacién de
la presente invencién da a conocer este procedimiento.

Los autores de la presente invencién también han evaluado la actividad neutralizante de distintos anticuerpos anti-
E2 en un sistema de pseudotipos virales, es decir virus que son externamente idénticos al VHC pero que, después de
la introduccién de las células diana, son capaces de producir una proteina que produce fluorescencia [8]. Revelando la
presencia o ausencia de fluorescencia en las células, el procedimiento da a conocer una medida directa de la actividad
neutralizante in vivo de los anticuerpos anti-E2 dirigidos contra distintos epitopos.

De forma inesperada, los autores descubrieron que dos de los anticuerpos ensayados, e137 y €301, pueden neu-
tralizar el virus en concentraciones que se pueden obtener con una administracién tnica por via parenteral de un
preparado de anticuerpos; otros dos anticuerpos no tenian actividad neutralizante y uno fue incluso capaz de fomentar
la infeccién viral.

El desarrollo del procedimiento de titulaciéon de diferentes poblaciones de anticuerpos en un paciente represen-
ta un valioso instrumento de diagndstico y de prondstico con el potencial de distinguir entre los sujetos afectados
con riesgo de desarrollar complicaciones graves y aquellos con un prondstico mds favorable. En este tltimo grupo,
este procedimiento eliminaria la necesidad de administrar un tratamiento en gran medida ineficaz que también se
encuentra asociado con reacciones adversas graves, al tiempo que se proporciona una reduccién considerable en los
costes.
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Como los epitopos de E2, asf identificados, no se pueden reproducir mediante la sintesis de péptidos sintéticos
[5], el procedimiento representa la tinica via para la determinacién de la cantidad de anticuerpos frente a las distintas
partes de la proteina E2, con datos clinicos y epidemiolégicos que se correlacionan.

La identificacién de anticuerpos anti-E2 en el formato Fabs humano con una buena capacidad de neutralizacién
permite su produccion a gran escala y su utilizacién como medicacion en el tratamiento anti-VHC, o como agente pre-
ventivo de forma tépica para inhibir la transmisién viral a pacientes en riesgo (parejas con estado de VHC discordante,
individuos sometidos a exposicién profesional, etc.).

Los anticuerpos de la invencién se pueden utilizar de forma ventajosa para evaluar in vitro moléculas candida-
tas para vacunas anti-VHC, es decir, moléculas capaces de estimular a los anticuerpos neutralizantes pero no a los
anticuerpos ineficaces o negativos.

La disponibilidad de anticuerpos humanos neutralizantes capaces de reconocer un amplio espectro de virus podria
ser crucial en la produccién de vacunas artificiales. Los anticuerpos neutralizantes descritos en este documento se
pueden utilizar como una cadena de ADN molde para el desarrollo de vacunas (preparadas a partir de péptidos o de
anticuerpos anti-idiotipo) capaces de estimular una respuesta de reaccion cruzada neutralizante.

El objetivo de esta invencién es la utilizacién de un anticuerpo humano, o de sus fragmentos funcionales, caracte-
rizado porque tiene las siguientes secuencias de aminodcidos de las partes variables de las cadenas pesadas (HC, en
inglés “heavy chains”) y de las cadenas ligeras (LC, en inglés “light chains”):

Cadena pesada (HC) e 137

LLEQSGSEVKVPGSSLKVSCKTSGGTFSTYTFSWVRQAPGQGLEWMG
GITPIIGIANYARNFQDRVTITADESTSTVYMEVRRLRSEDTAVYYCAKTS
EVTATRGRTFFYSAMDVWGQGT

Cadena ligera (LC) e 137

MAELTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQGISNYLAWYQQKPGKAPKLLIYA
ASTLQSGVPSRFSGSGSWTEFTLTISRLQPEDFATYYCQHLNTYPWTFG
QGT

para la preparacién de:
a) un medicamento para el tratamiento anti-VHC o
b) como agente preventivo en forma tdpica para inhibir la transmisién viral a un sujeto en situacion de riesgo.

Preferentemente el anticuerpo humano, o sus fragmentos funcionales, es el fragmento Fab de anticuerpo monoclo-
nal humano e137 o un anticuerpo monoclonal humano de tamafio completo que contenga al citado fragmento Fab.

Otro objetivo de la presente invencion es la utilizacién de un anticuerpo humano o de su fragmento funcional,
caracterizado porque tiene las siguientes secuencias de aminodcidos de las partes variables de las cadenas pesadas y
de las cadenas ligeras:

Cadena pesada (HC) e 301

LLEQSGSEVKKPGSSVRVSCTTSGGTLSDYGFNWLRQAPGQGPEWMG
GIPLFRRTTYGQKFQGRLTITADESTGATYMELSSLRSDDTAVYYCARE
KVSVLTGGKSLHYFEYWGKGT

Cadena ligera (LC) e 301

MAELTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSRLAWYQQKRGQAPSLLIY
DTSSRATGVPARFSASGSGTQFTLTISSLOQSEDFALYYCQQYNDWPSTF
GQGT
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para la preparacién de:
a) un medicamento para el tratamiento anti-VHC o
b) como agente preventivo en forma tdpica para inhibir la transmisién viral a un sujeto en situacién de riesgo.

Preferentemente el anticuerpo humano, o sus fragmentos funcionales, es el fragmento Fab de anticuerpo monoclo-
nal humano €301 o un anticuerpo monoclonal humano de tamafio completo que contenga al citado fragmento Fab.

Preferentemente los anticuerpos humanos de la presente invencion son una molécula de IgG1 de tamafio completo.

Un objetivo adicional de la presente invencidn es una composicién para la terapia anti-VHC que comprende, en
una cantidad terapéuticamente eficaz, como minimo uno de los anticuerpos de la presente invencion. Preferentemente,
la composicién se suministra de forma purificada para su utilizacién por via parenteral o en otra formulacién para
su utilizacién por via tépica como un gel, crema, pomada, dvulo, con excipientes conocidos por los expertos en la
materia.

Un objetivo adicional de la presente invencidn es un procedimiento para la determinacién de la presencia de
anticuerpos que tienen actividad neutralizante del VHC en un fluido biolégico que comprende las etapas de:

a) marcar los Fabs de anticuerpo monoclonal humano e137 o €301, o un anticuerpo monoclonal humano de tamafio
completo que contenga como minimo uno de dichos fragmentos Fab;

b) determinar la presencia de anticuerpos en el citado fluido capaces de inhibir la unién del citado Fab de anticuerpo
monoclonal humano marcado, o de dicho anticuerpo monoclonal humano de tamafio completo, a la proteina E2 del
VHC.

La presente invencion se describe a continuacién en ejemplos experimentales, que no limitan a la propia invencidn,
en referencia a las siguientes figuras:

- Figura 1 FIT: BASE TEORICA. El Panel A muestra la unién de un Fab-FLAG a sus epitopos sin competidores.
Utilizando la misma concentracién de Fab presente en (A), la preincubacion del antigeno con el suero del paciente
permite el andlisis cuantitativo de los anticuerpos dirigidos contra el epitopo reconocido mediante el Fab presente en
el suero. En los paneles B y C, los anticuerpos unidos, como compiten con Fab, disminuyen de forma proporcional la
cantidad unida en comparacién con el panel A. En los paneles D y E, la presencia de anticuerpos que no se dirigen
contra el epitopo especifico no influye en grado minimo la unién de Fab.

- Figura 2 A y B: Inhibicién de la unién entre e8-FLAG (A) y e509-FLAG (B) a VHC/E2 mediante sueros que
contienen concentraciones conocidas de e8-IgG1 y de e509-IgG1 (anticuerpos completos dirigidos contra los epitopos
reconocidos mediante el Fab). Es evidente que la inhibicién de la unién de Fab se puede observar solo en presencia
del anticuerpo completo que tiene la misma especificidad y que eso depende de la concentracién de anticuerpo.

- Figuras 3A, B y C: Inhibicién de la infeccién de pseudotipos VSV/VHC y VSV/G por medio de Fabs recombinan-
tes humanos purificados de anti-VHC/E2 a diferentes concentraciones. Las células HepG2 infectadas con pseudotipos
tratados con Fab se incubaron durante 16 h y mediante microscopia de fluorescencia se determind el niimero de células
que expresan la proteina fluorescente de color verde. Los datos se presentan como % de la infeccién detectada en los
pocillos de control (sin adicién de Fabs). Los resultados mostrados son el promedio de tres ensayos independientes
llevados a cabo por duplicado.

- Figura 4: Mapa bidimensional similar a la superficie de los epitopos de células B humanas presentes en la super-
ficie de VHC/E2 tal como se reconocen por los anticuerpos monoclonales utilizados en este estudio. El solapamiento
de los circulos indica inhibicién reciproca. Los Fabs dotados con el pseudotipo VSV/VHC con actividad neutralizante
se encuentran subrayados. La regién supuesta que media en la interaccién de VHC/E2 con la diana celular se indica
mediante la linea de puntos. La regidn supuesta reconocida por los anticuerpos neutralizantes se indica mediante un
circulo sé6lido de color negro. Debido a las modificaciones que se pueden inducir mediante las interacciones antigeno-
anticuerpo, este diagrama no se corresponde con el mapa fisico real.

Ejemplo 1
Materiales y procedimientos

Produccion de Fabs anti-VHC' y de 1gG1 de tamaiio completo

La generacion, purificacién y caracterizacién de los Fabs anti-VHC/E2 se ha descrito en otro documento [5]. Los
FLAG-Fabs (Fabs marcados con un epitopo FLAG fusionado en el grupo carboxi terminal del fragmento de cadena

pesada con un puente pentapeptidico) se construyeron y se purificaron tal como se describié en otro documento [6].
La validacién y estandarizacion del ensayo se llevaron a cabo mediante la utilizacién de genes que codifican Fab para



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2314179 T3

construir anticuerpos monoclonales humanos de tamafio completo (HuMabs, por sus siglas en inglés), que se insertaron
en un vector eucaridtico adecuado para la produccion posterior en células transfectadas [9]. Los HuMabs presentes en
el sobrenadante del cultivo se purificaron mediante inmunoafinidad segin se describe en [10] y su pureza se controld
mediante PAGE. La cantidad de anticuerpo humano se evalué mediante un inmunoensayo de tipo sdndwich. Todos los
anticuerpos y Fabs se almacenaron a -70°C hasta su utilizacién.

Sueros y especimenes

Los sueros obtenidos a partir de donantes sanos y de pacientes positivos para el VHC se analizaron utilizando kits
comerciales de diagndstico (Ortho, Raritan, NJ) siguiendo procedimientos estdndar. Para la preparacion de especime-
nes simulados con cantidades conocidas de anticuerpos dirigidos contra un epitopo dado, a los sueros negativos para
el VHC se les afiadieron HuMabs purificados concentrados en PBS y se les trat6 exactamente igual que a los sueros
positivos y negativos.

Diserio de un ensayo para la determinacion del titulo de inhibicion de Fab (FIT (en inglés, “Fab Inhibition Titer”))

El propésito de este ensayo es evaluar la capacidad de los sueros para inhibir la unién de un Fab marcado a su
epitopo, obteniendo de este modo una medida indirecta de la cantidad de unidén al epitopo de los anticuerpos en los
sueros (figura 1).

Los FLAG-Fabs se purificaron [10] y se ensayaron por medio de un procedimiento ELISA especifico para FLAG-
Fab para determinar la concentracién correcta que se debe utilizar en los experimentos de inhibicion. En sintesis, a
los preparados de FLAG-Fab de concentracién conocida se les determing el titulo mediante el procedimiento ELISA
[11], en el que placas recubiertas de antigeno se bloquearon durante 1 h a 37°C con PBS/1% BSA. Después de retirar
la disolucién de bloqueo, se afiadieron a los pocillos 50 ul de diluciones progresivas de FLAG-Fab preparadas en
PBS/BSA 1% y se incubaron durante 2 h a 37°C. Las placas se lavaron 10 veces con PBS/0,05% Tween-20 en un
lavador de placas automatico (DiaSorin, Saluggia, Italia) antes de afiadir 50 ul de una disolucién de 10 pg/ml de
anticuerpo monoclonal de ratén anti-FLAG M2 (Sigma, St. Louis, MO; 10 ug/ml en PBS) en PBS/BSA 1%. Después
de 1 h de incubacién a 37°C, los pocillos se lavaron 10 veces con PBS/Tween-20 tal como se indicé anteriormente
y la unién de anticuerpos monoclonales de ratén se revel con IgG antiratén de cabra conjugada con peroxidasa de
rdbano (Pierce; 1:8.000 en PBS). Se afiadi6 el sustrato y en las placas se ley6 la ODys, (“densidad 6ptica a 450 nm”™)
en un lector de placas automdtico después de 30 min de incubacién a temperatura ambiente en la oscuridad. Todos los
ensayos se llevaron a cabo, como minimo, por duplicado. Siempre se incluy6 un control negativo de antigeno (BSA)
y la lectura de OD se resté como fondo.

Para la determinacién del titulo de inhibicién de Fab (FIT) de los sueros, para los experimentos adicionales de
inhibicién de Fab mediante el procedimiento ELISA se utiliz6 una concentraciéon de FLAG-Fabs purificados que
producia, en condiciones estdndar, una lectura de OD,;s, igual al 50% de la lectura maxima. Para estos experimentos,
las placas se recubrieron y se bloquearon tal como se describié anteriormente. Se afiadieron diluciones de suero 1:4
progresivas en PBS/BSA 1% en la cantidad de 50 ul por pocillo ELISA. Después de 2 h de incubacién a 37°C, se
afladié FLAG-Fab purificado directamente a las diluciones de suero hasta alcanzar la concentracién final deseada. Las
placas se incubaron durante 30 min adicionales y a continuacion se procesaron tal como se describié anteriormente
para FLAG-Fab segtin el procedimiento ELISA. Se incluye una muestra de control positivo, que contiene un exceso
de 20:1 de Fab purificado sin marcar, que se corresponde con el 100% de inhibicién. También se incluye una muestra
de control negativa, que contiene un exceso de un control de Fab sin correlacionar [12] y que se corresponde con el
0% de inhibicién. Los resultados finales se determinan como % de inhibicién con la férmula: proporcién porcentual
de inhibicién = 100 x (ODys, de la sonda FLAG-Fab sola - OD,s, de la sonda FLAG-Fab con suero competidor)/ODys
de la sonda FLAG-Fab sola.

La dilucién de suero més alta que proporciona mas de un 70% de inhibicién de la unién de FLAG-Fab se considera
como el titulo de inhibicién de Fab (FIT) para ese epitopo y para ese suero.
Resultados

La concentracién de FLAG-Fab adecuada para utilizarse en el ensayo se determina para cada FLAG-Fab y varia

entre 10 pug/ml (e8, €20, e137, 301, e509) y 0,1 ug/ml (e10-B). Las secuencias de aminodcidos de las cadenas ligeras
y pesadas de los distintos anticuerpos se indican a continuacioén:
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e8 HC
LLEQSGAEVKMPGATVKVSCQSSRYTFTSYGIGWVRQAPGQGLEWMG
WISGYTHETKYAQSFQGRVTMTAETSTGTAYMELRSLRSDDTATYYCA
RDGGGRVVVPPTHLRAFDVWGQGT

e§ LC
MAELTQSPGTLSLSPGERATLSCRASHRVNNNFLAWYQQKPGQAPRLLI
SGASTRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPDDFAVYYCQQYGDSPLY
SFGQGT

el HC
LLESGPGLVKPSQTLSLTCTVSGVSISYGGRGVSYWGWVRQSPGKGLE
WIGHIYYFGDTFYNPSLNNRATISIDSSKNQFSLKLKSVTASDTALYFCAR
STLQYFDWLLTREAAYSIDFWGQGI

el0LC
MAELTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQGVTILLAWYQQKPGKPPKALIYA
ASSLQSGVPSRFSGSGSDTDFTLTISSLQPEDSATYYCQQLNTYPWTFG
QGT

20 HC
LLEQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGDHYGINWVRQAPGQGLEWMGGIHIP
VEGTTTYAQKFQGRATITADDSTGTAFLELTRLTFDDTAVYFCATPHQLH
VLRGGKALSPWDYWGQGT

e20LC
MAELTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVYSSNLAWYQQKRGQAPSLLIY

GTSTRATGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNDWPSTF
GQGT
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€137 HC
LLEQSGSEVKVPGSSLKVSCKTSGGTFSTYTFSWVRQAPGQGLEWMG
GITPHGIANYARNFQDRVTITADESTSTVYMEVRRLRSEDTAVYYCAKTS
EVTATRGRTFFYSAMDVWGQGT

el37LC

MAELTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQGISNYLAWYQQKPGKAPKLLIYA
ASTLQSGVPSRFSGSGSWTEFTLTISRLQPEDFATYYCQHLNTYPWTFG
QGT

e301 HC
LLEQSGSEVKKPGSSVRVSCTTSGGTLSDYGFNWLRQAPGQGPEWMG
GHIPLFRRTTYGQKFQGRLTITADESTGATYMELSSLRSDDTAVYYCARE
KVSVLTGGKSLHYFEYWGKGT

e301LC
MAELTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSRLAWYQQKRGQAPSLLIY
DTSSRATGVPARFSASGSGTQFTLTISSLQSEDFALYYCQQYNDWPSTF
GQGT

e509 HC
LLEESGAEVKKPGSSVKVSCKTSGDTFRYGITWVRQAPGQGLEWMGAQI

MPTFATATYAQRFQGRVTISADESTSTAYLEVRSLRSEDTAVYYCATPR
QVTILRGPKALSPWDYWGQGT

e509 LC
MAELTQSPATLSASPGERASLSCRASQSVSSNLAWYQQKPGQAPRLLIS
GASTRATGVPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQYNNWPPH
FGQGT
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siguiente:
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e8 HC
CTGCTCGAGCAGTCTGGAGCTGAGGTGAAGATGCCTGGGGCCACAG
TGAAGGTCTCCTGCCAGTCTTCCCGTTACACCTTCACCAGTTACGGT
ATCGGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAGGGGCTTGAGTGGATG
GGATGGATCAGCGGATACACCCATGAGACAAAATATGCACAGAGTTT
CCAGGGCAGAGTCACCATGACCGCAGAGACATCCACGGGCACAGCG
TATATGGAGTTGAGGAGCCTGCGGTCTGACGACACGGCCACATATTA
CTGCGCGAGAGATGGAGGAGGGAGGGTGGTAGTGCCGCCTACTCAT
CTACGTGCTTTTGATGTCTGGGGTCAAGGGACG

e8 LC
ATGGCCGAGCTCACCCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGG
GGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCACAGAGTCAATAACA
ACTTCTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTC
CTCATCTCTGGTGCATCTACCAGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTY
CAGTGGCAGTGGGTCTGGAACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGAC
TGGAGCCTGATGATTTTGCAGTTTATTATTGTCAGCAGTATGGTGACT
CACCTCTTITATTCTTTTGGCCAGGGGACC

el0 HC
CTGCTCGAGTCTGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCACAGACCCTGT
CCCTCACCTGCACCGTCTCCGGTGTCTCCATCAGTTACGGTGGTCGT
GGCGTTTCCTACTGGGGTTGGGTCCGCCAGTCCCCAGGGAAGGGCC
TGGAGTGGATTGGCCACATCTACTACTTTGGAGACACCTTCTACAAC
CCGTCCCTCAACAATCGAGCTACCATATCAATAGACTCATCCAAAAAC
CAGTTCTCCCTCAAGCTCAAGTCTGTGACTGCCTCAGACACGGCCCT
GTATTTCTGTGCCAGGAGCACCCTACAGTATTTTGACTGGTTATTGAC
ACGGGAGGCTGCCTACTCCATTGACTTCTGGGGCCAGGGAATA
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el0LC
ATGGCCGAGCTCACCCAGTCTCCATCCTTCCTGTCTGCATCTGTTGG
AGACCGAGTCACCATCACTTGCCGGGCCAGTCAGGGCGTCACCATT
CTTTTAGCCTGGTATCAGCAAAAGCCAGGGAAACCCCCTAAGGCCCT
GATTTATGCTGCATCGTCTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCA
GCGGCAGTGGTTCTGACACAGATTTCACTCTCACAATCAGCAGCCTA
CAGCCTGAAGATTCTGCAACTTATTACTGTCAACAACTTAACACTTAC
CCGTGGACGTTCGGCCAGGGGACC

e20 HC

CTGCTCGAGCAGTCAGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCTGGGTCCTCGG
TGAAGGTCTCCTGCAAGGCTTCTGGAGACCACTATGGTATCAACTGG
GTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTGGAGTGGATGGGCGGTATCA
TCCCTGTCTTTGGCACAACTACCTACGCACAGAAGTTCCAGGGCAGA
GCCACCATTACCGCGGACGACTCCACGGGGACGGCCTITTTGGAGC
TGACCAGACTGACATTITGACGACACGGCCGTCTATTTCTGTGCGACA

CCTCACCAACTGCATGTCCTCCGGGGCGGTAAAGCCCTCTCCCCCT
GGGACTACTGGGGCCAGGGAACC

e20 LC
ATGGCCGAGCTCACCCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCAGG
GGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGT
AACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACGTGGCCAGGCTCCCAGTCTCCT
CATCTACGGAACATCTACCAGGGCCACTGGTATCCCAGCCAGGTTCA
GTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGCAGCCT
GCAGTCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGTATAATGATTG
GCCCTCCACCTTCGGCCAAGGGACA
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e137 HC
CTGCTCGAGCAGTCTGGGTCTGAAGTAAAAGTGCCCGGGTCCTCGTT
GAAGGTCTCCTGCAAGACTTCTGGAGGCACCTTCAGCACCTATACTT
TCAGCTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAGGGACTTGAGTGGATGGG
GGGGATCACCCCTATCATTGGCATCGCAAACTACGCACGGAACTTCC
AGGACAGAGTCACCATCACCGCGGACGAATCCACGAGCACGGTCTA
CATGGAGGTGAGGAGGCTGAGATCTGAGGACACGGCCGTATATTATT
GTGCGAAAACTTCGGAAGTAACAGCCACTAGAGGGCGGACTTTICTTC
TACTCCGCTATGGACGTCTGGGGTCAAGGGACC

e137LC
ATGGCCGAGCTCACCCAGTCTCCATCCTTCCTGTCTGCATCTGTAGG
AGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCCAGTCAGGGCATAAGCAATT
ATTTAGCCTGGTATCAGCAAAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTG
ATCTATGCTGCATCCACTTTGCAAAGTGGGGTCCCATCGAGGTTCAG
CGGCAGTGGATCTTGGACAGAATTCACTCTCACAATCAGCCGCCTCC
AGCCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACACCTTAATACTTACCC
GTGGACGTTCGGCCAAGGGACC

301 HC
CTGCTCGAGCAGTCTGGGTCTGAGGTGAAGAAACCTGGGTCCTCGG
TGAGGGTCTCGTGCACGACTTCTGGAGGCACCTTGAGCGACTATGGT
TTCAACTGGTTACGACAGGCCCCTGGACAAGGGCCTGAGTGGATGG
GAGGGATCATCCCTTTGTTTCGAAGAACAACCTACGGACAGAAGTTC

CAGGGCAGACTCACCATTACCGCGGACGAGTCCACGGGCGCAACCT
ACATGGAGCTGAGCAGCCTGAGATCTGACGACACGGCCGTCTATTAC
TGTGCGAGAGAGAAAGTTTCGGTCCTCACAGGCGGAAAGTCACTCCA
TTACTTTGAATATTGGGGCAAGGGAACC
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e301LC
ATGGCCGAGCTCACGCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGTGTCTCCAG
GGGAAAGAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAG
CAGGTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACGTGGCCAGGCTCCCAGTCTC
CTCATCTATGACACATCTTCCAGGGCCACTGGTGTCCCAGCCAGGTT
CAGTGCCAGTGGGTCTGGGACGCAGTTCACTCTCACCATCAGCAGC
CTGCAGTCTGAAGATTTTGCACTTTATTACTGTCAGCAGTATAATGATT
GGCCCTCCACCTTCGGCCAAGGGACA

e508 HC
CTGCTCGAGGAGTCTGGGGCTGAGGTGAAGAAGCCAGGGTCCTCGG
TGAAGGTCTCCTGCAAGACTTCTGGAGACACCTTCAGATATGGTATC
ACGTGGGTGCGACAGGCCCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGAC
AGATCATGCCTACGTTTGCGACAGCAACCTACGCACAGAGGTTCCAG
GGCAGAGTCACGATTTCCGCGGACGAATCCACGAGCACAGCCTACTT
GGAGGTGCGCAGCCTGAGATCTGAAGACACGGCCGTCTATTACTGT
GCGACACCTCGCCAAGTTACTATACTTCGGGGACCTAAAGCCCTCTC
CCCTTGGGACTACTGGGGCCAGGGAACC

e509 LC
ATGGCCGAGCTCACCCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTGCGTCTCCAG
GGGAAAGAGCCTCCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGTAG
CAACTTAGCCTGGTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTC
CTCATCTCTGGTGCATCCACCAGGGCCACTGGTGTCCCGGCCAGGT
TCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGAGTTCACTCTCACCATCAGTAGC
CTGCAGTCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGTATAATAAC
TGGCCTCCCCACTTTGGCCAGGGGACC

Mediante el procedimiento ELISA, el FLAG-Fab en moléculas de Fab purificadas marcadas produce resultados
muy especificos y reproducibles. La determinacidon del FIT se lleva a cabo en 10 sueros negativos para VHC; el titulo es
> 1:20 de forma consistente, limite superior de deteccion de nuestro ensayo, lo que indica que no tiene lugar inhibicién
en ausencia de anticuerpos especificos anti-VHC.

Para demostrar que el FIT mide de forma eficaz los anticuerpos dirigidos contra los epitopos reconocidos por
nuestros FLAG-Fabs, se lleva a cabo el mismo andlisis en especimenes simulados preparados mediante la mezcla de
sueros negativos con anticuerpos monoclonales humanos de especificidad dada, con lo que se obtenian muestras falsas
que contenian cantidades conocidas de IgG dirigida contra los epitopos de E2 del VHC definidos por nuestros Fabs.
Los resultados (figuras 2A y B) muestran una buena correlacién entre el FIT y la cantidad de anticuerpo, lo que indica
que el FIT puede proporcionar informacién fiable sobre la cantidad de anticuerpos especificos de epitopo en el suero
de un paciente.
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Finalmente, el FIT siempre es positivo en los sueros positivos para el VHC, con valores que abarcan un amplio
intervalo de diluciones. El FIT es muy diverso para los diferentes Fabs presentes en la misma muestra de suero, con
una considerable heterogeneidad entre pacientes.

Ejemplo 2
Materiales y procedimientos
Fragmentos de anticuerpos humanos

Los fragmentos de anticuerpo recombinante humano de este ejemplo se encuentran completamente descritos en
Bugli y otros (2001) [7] y se corresponden con los utilizados en el ejemplo 1. En sintesis, los genes que codifican los
Fabs se obtuvieron a partir de una biblioteca combinatoria de expresion en fago que contiene el repertorio IgG1/kappa
de una mujer de 58 afios de edad con hepatitis crénica con presencia persistente en la sangre del ARN del VHC de
genotipo 1 b. Los genes seleccionados se insertan en un vector de expresion bacteriano apropiado [13] y las células
transformadas se utilizan a continuacién como fuente de Fabs recombinantes, que se producen y se purifican tal como
se describe en [14]. La neutralizacién de la unién de E2 (NOB (“Neutralization of E2 binding”)) a la actividad de
la célula [5, 15] y las interacciones reciprocas [7] de estas moléculas se han descrito. La presencia de anticuerpos
similares en el suero de pacientes infectados con el VHC se determina mediante el procedimiento de ELISA por
inhibicion [7].

Ensayos de pseudotipos y de neutralizacion

Los pseudotipos que se han utilizado aqui han sido cuidadosamente caracterizados y descritos en Matsuura y
otros, 2001 [8]. En sintesis, el pseudotipo VSVAG*/VHCE1-E2 (VSV/VHC) se compone del Virus de la Estomatitis
Vesicular, en el que la proteina G de la envoltura se sustituye con glucoproteinas quiméricas de envoltura de VHC E1
y E2 constituidas por los ectodominios de las proteinas E1 y E2 de tipo 1 b del clon de ADNc del VHC (NIH-J1)
combinado con las secuencias de sefial con N-terminal, con dominios transmembranales y citoplasmaticos de proteina
G de VSV [8]. La construccién de plasmidos [16] y de vectores de expresion eucariota se ha descrito [8, 17]. El
VSV/VHC se prepara mediante la infeccion de células de CHO que expresan de forma constitutiva ADNc quimérico
de E1 y E2 con un VSV recombinante en el que la regién que codifica la proteina G se ha sustituido por el gen de la
proteina fluorescente de color verde (GFP) [18]. El pseudotipo VSVAG*/VHCEI1-E2 (VSV/G) utilizado como control
(y para producir el pseudotipo VSV/VHC), se produce mediante la infeccién con VSVAG* de una linea celular que
expresa de forma temporal la proteina G. El ensayo de neutralizacién se lleva a cabo tal como se describe en [8]. Las
diluciones de Fabs recombinantes humanos purificados se incuban con 2,4 x 10* Unidades Infectivas (UI (IU, por sus
siglas en inglés)) del pseudotipo VSV/VHC o del VSV/G durante 30 min a 37°C y se inoculan en células HepG2 (4
x 10* células) preparadas en una placa de 96 pocillos. Después de la adsorcién durante 60 min a 37°C, las células se
lavan 3 veces con DMEM que contiene 10% FBS y se incuban a 37°C durante 16 h.

Las UI del virus se determinan mediante el recuento del nimero de células que expresan GFP por medio de
microscopia de fluorescencia. Los datos se presentan como proporciéon porcentual de inhibicién en comparacién con
los pocillos de control en los que no se afiadié anticuerpo. Los datos son el promedio de tres experimentos llevados a
cabo por duplicado.

Resultados
Generacion del panel del anticuerpo monoclonal humano anti-VHC/E2 y caracterizacion de la secuencia

El panel de los fragmentos Fab de anticuerpo monoclonal humano representa el repertorio inmunolégico de anti-
VHC/E2 de un paciente con una infeccion persistente con VHC de genotipo 1b [5, 19]. Los fragmentos de anticuerpo,
seleccionados con VHC/E2 recombinante purificado de genotipo 1a (cepa H) [20] expresados en células de CHO, se
han caracterizado por completo y se corresponden a clones presentes en el suero de pacientes infectados de forma
crénica [7] con una afinidad equivalente compartida por el VHC/E2. Cada uno de los cinco anticuerpos representa una
de las cinco familias en las que se agrupa el repertorio del anticuerpo anti-E2 completo de este paciente. Los Fabs que
pertenecen a la misma familia comparten una actividad biolégica similar y tienen fuertes homologias en las secuencias
de ADN [5]. Cada uno de los cinco Fabs reconoce un epitopo distinto en la superficie de E2 [7]. Las diferencias de las
secuencias de la estirpe bacteriana relativa son tipicas de maduracién de afinidad conducida por antigenos (Tablas la
y 1b), lo que sugiere una exposicién prolongada al antigeno.

Tablas 1 A, B. Estirpes bacterianas y mutaciones de los genes V en regiones variables de anticuerpos monoclonales
humanos anti-VHCE2.

Las secuencias se determinan tal como se describe en Burioni y otros, 1998 [5] y se alinean con secuencias de la
estirpe en la base de datos de IMGT [21]. El porcentaje de mutaciones de nucle6tidos y aminodcidos se calcula de
acuerdo con el procedimiento de alineamiento de Kabat y Wu [22], que tiene en cuenta la region estructural (FR, en
inglés “framework region”) 1, FR 2 y FR 3 para las cadenas pesadas y ligeras, la region determinante de la comple-
mentariedad (CDR, en ingles “complementarity determining region”) 1 y CDR 2 para las cadenas pesadas, CDR 1,
CDR 2 y CDR 3 para las cadenas ligeras.
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TABLA la

Cadenas pesadas

% de nucledtidos | % de aminoacidos |
mutados mutados
Anticuerpo Gen V FRs CDRs FRs CDRs
eB VH1-18 9,5 22,2 14,9 33,3
e20 VH1-69 | 9,4 le,9 19 38
el37 VH1-69 | 11,5 15,3 14 41,7
e301 VH1-69 | 8,9 19,4 15,6 45,8
e 509 VH1-69 | 5,2 15,9 10,9 33,3
N
TABLA 1b

Cadenas ligeras

% de nucledtidos | % de aminodcidos
mutados mutados

Anticuerpo Gen V FRs CDRs FRs CDRs 4%

e 8 KV 3-20 | 2,7 16 2,6 33,3

e 20 KV 1- 9 | 4,3 7,7 9,7 22,2

e 137 KV 1- 8 | 2,2 9 3,2 15,4

e 301 KV 3-15 | 3,8 14,3 9,7 23

e 509 KV 3-15 | 3,2 1,3 6,5 0

La actividad de neutralizacién de la unién (NOB, en inglés “neutralizing of binding”) de cada Fab también se
determind [5], encontrdndose que algunos clones (e137 y e8) no eran capaces de inhibir la unién de VHC/E2 a las
células y otros inhibian la unién de VHC/E2 incluso con concentraciones muy bajas (véase a continuacion).

Neutralizacion del virus pseudotipo bv mediante Fabs recombinantes humanos

Dos de los Fabs, e8 y €20, que reconocen distintos epitopos en la superficie de VHC/E2 [7] no neutralizan la
infeccién del pseudotipo del VSV/VHC incluso con concentraciones elevadas (80 pg/ml). Uno de estos dos Fabs, €20,
tiene una fuerte actividad NOB [5], 1o que confirma que incluso los anticuerpos que inhiben la unién de E2 pueden
fracasar en la prevencién de la infeccion viral.

Otros dos Fabs, e137 y €301, neutralizan de forma eficaz el VSV/VHC a una concentracién de 10 pg/ml, mientras
que los pseudotipos VSV que llevan la proteina G de envoltura de VSV (pseudotipos VSV/G) no se ven afectados (fi-
guras 3a'y 3b). Estos datos son congruentes con resultados anteriores que indicaban que estos dos clones compiten por
la misma regién E2, probablemente son reconocidos por los anticuerpos humanos dotados con actividad neutralizante,
tal como se indica en un mapa bidimensional de la superficie de los epitopos humanos en el VHC/E2 (figura 4).

En la actualidad el Fab 509 es el anticuerpo disponible mas fuerte en términos de actividad NOB y es capaz de
inhibir la unién entre E2 y la diana celular a concentraciones muy bajas (Tabla 2). La incubacién de los pseudotipos
VSV/VHC con este Fab aumenta la entrada del virus en el interior de las células de hepatoma hasta una concentracién
de 1 pg/ml. No se demuestra un aumento en la infectividad cuando se utilizan los pseudotipos VSV/G, excluyendo
asf la posibilidad de que una interaccion no especifica de este Fab con la membrana celular promueva la entrada viral
hacia el interior de la célula (figura 3C).
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TABLA 2

Caracteristicas de los anticuerpos anti-VHC/E2

La actividad NOB se calcula como la concentracién (en upg/ml) que

consigue el 50% de neutralizacidén de la unidén de un preparado

purificado de VHC/E2 a dianas celulares.

Clon Fab Concentracién que causa |Efecto en la infeccidn
el 50% de NOB (pg/ml) VSV/VHC

e8 > 40 (ninguno) ninguno

e20 3 (alto) ninguno

el37 40 (bajo) inhibicién

e301 3 (alto) fuerte inhibicién

e509 < 0,035 (el més alto) mejora

Un anticuerpo de control [23] no ejerce ninguna influencia en el sistema de pseudotipo, ya que fracasa en la neu-
tralizacion de ambos pseudotipos VSV/VHC y VSV/G. El pseudotipo VSV/G se neutraliza correctamente mediante
diluciones de hasta 1:1000 de un antisuero anti-VSV utilizado como control neutralizante en estos experimentos [8], lo
que no tiene ninguna influencia en el VSV/VHC. La existencia de una concentracién aumentada de los anticuerpos po-
liclonales y monoclonales anti-E1 y anti-E2 en varios huéspedes no muestra un efecto neutralizante en los pseudotipos
VSV/VHC.

La actividad neutralizante de Fabs monovalentes muestra que se puede inhibir la entrada del VHC sin necesidad de
agregacion o de reticulacion del virién; ademads, parece poco probable que el bloqueo de la interaccion entre el virus
y sus dianas celulares sea un factor clave en la neutralizacién del VHC. Estos datos pueden explicar a nivel molecular
la falta de correlacién entre la actividad NOB en el suero y la proteccion de la enfermedad.

Mediante anticuerpos anti-VHC se proporciona algin grado de proteccion cruzada, ya que los anticuerpos anti-E2
seleccionados con E2 de genotipo 1a son capaces de neutralizar un pseudotipo que lleva E2 de genotipo 1b.

Los resultados muestran que el Fab 509 es capaz de potenciar la infectividad del virus de pseudotipo VSV/VHC,
aunque no se evidencid ningtn efecto en la construccién VSV/G. Una posible explicacion de la capacidad del e509
para promover la entrada viral se puede encontrar en la observacion de que este anticuerpo se une de forma especifica
y muy eficiente a la regién de E2 que se une a la CD81, una estructura celular implicada en la unién viral a la célula
[24]. La uni6n del €509 a E2 podria imitar la unién de E2 a una de sus dianas celulares y promover una modificacién de
la conformacién de E2 similar a la que se induce por medio de CD81. E2 estd presente en, como minimo, dos estados
conformacionales y la unién del anticuerpo a esta proteina puede modificar el estado estérico de la proteina mediante
la modulacién de la actividad NOB de Fabs humanos sin competicién por la unién [6]. Por lo tanto, el Fab 509 parece
ser una herramienta clave para el estudio de las interacciones entre el VHC y la superficie celular y se podria utilizar
en modelos in vitro para la evaluacién de moléculas para vacunas.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacién de un anticuerpo humano o de su fragmento funcional, caracterizado porque tiene las siguientes
secuencias de partes variables de la cadena pesada y de la cadena ligera:

e 137 cadena pesada (HC)

LLEQSGSEVKVPGSSLKVSCKTSGGTFSTYTFSWVRQAPGQGLEWMG
GITPIIGIANYARNFQDRVTITADESTSTVYMEVRRLRSEDTAVYYCAKTS
EVTATRGRTFFYSAMDVWGQGT

e 137 cadena ligera (LC)
MAELTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQGISNYLAWYQQKPGKAPKLLIYA

ASTLQSGVPSRFSGSGSWTEFTLTISRLQPEDFATYYCQHLNTYPWTFG
QGT,

para la preparacion de:

a) un medicamento para el tratamiento anti-VHC; o

b) como agente preventivo en forma tdpica para inhibir la transmisién viral a un sujeto en situacion de riesgo.

2. Utilizacién, segun la reivindicacion 1, en la que el citado anticuerpo o su fragmento es el fragmento Fab e137
de anticuerpo monoclonal humano o un anticuerpo monoclonal humano de tamafio completo que contiene al citado

fragmento Fab.

3. Utilizacién de un anticuerpo humano o de su fragmento funcional, caracterizado porque tiene las siguientes
secuencias de partes variables de la cadena pesada y de la cadena ligera:

e 301 cadena pesada (HC)

LLEQSGSEVKKPGSSVRVSCTTSGGTLSDYGFNWLRQAPGQGPEWMG
GIPLFRRTTYGQKFQGRLTITADESTGATYMELSSLRSDDTAVYYCARE
KVSVLTGGKSLHYFEYWGKGT

e 301 cadena ligera (LC)
MAELTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSVSSRLAWYQQKRGQAPSLLIY
DTSSRATGVPARFSASGSGTQFTLTISSLQSEDFALYYCQQYNDWPSTF
GQGT,

para la preparacién de:

a) un medicamento para el tratamiento anti-VHC o

b) como agente preventivo en forma tdpica para inhibir la transmisién viral a un sujeto en situacién de riesgo.

4. Utilizacidn, segiin la reivindicacién 3, en la que el citado anticuerpo o su fragmento es el fragmento Fab de
anticuerpo monoclonal humano €301 o un anticuerpo monoclonal humano de tamafio completo que contiene al citado

fragmento Fab.

5. Utilizacion, segun las reivindicaciones 1-4, en la que el anticuerpo humano es una molécula de IgG1 de tamafio
completo.
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6. Composicidn para terapia anti-VHC, que comprende en una cantidad terapéuticamente eficaz, como minimo, un
anticuerpo humano, o sus fragmentos funcionales, siendo el citado anticuerpo o su fragmento los fragmentos Fab de
anticuerpo monoclonal humano e301 o e137, segun las reivindicaciones 1 6 3 o un anticuerpo monoclonal humano de
tamafio completo que contiene cualquiera de los citados fragmentos Fab.

7. Composicidn, segtin la reivindicacién 6, para utilizacion por via parenteral o tdpica.

8. Procedimiento para la determinacidén de la presencia de anticuerpos que tienen actividad neutralizante del VHC
en un fluido bioldgico, que comprende las etapas de:

a) marcar los Fabs de anticuerpo monoclonal humano e137 0 €301, segtn las reivindicaciones 1 6 3, o un anticuerpo
monoclonal humano de tamafio completo que contenga, como minimo, uno de dichos fragmentos Fab;

b) determinar la presencia de anticuerpos en el citado fluido capaces de inhibir la unién del citado Fab de anticuerpo

monoclonal humano marcado, o de dicho anticuerpo monoclonal humano de tamafio completo, a la proteina E2 del
VHC.

17
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Burioni, Roberto

<120> FRAGMENTOS FAB DE ANTICUERPO MONOCLONAL HUMANO DIRIGIDOS CONTRA LA GLU-
COPROTEINA E2 DEL VHC Y QUE ESTAN DOTADOS DE ACTIVIDAD NEUTRALIZANTE IN VITRO

<130> 30068

<150> IT RM2002A/000049

<151> 2002-01-30

<160> 24

<170> Patentln version 3.1

<210> 1

<211> 119

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Lteu Leu Glu Gln Ser Giy Ala Glu val Lys Met Pro Gly Ala Thr val

Lys val Ser Cys Gln Ser Ser Arg Tyr Thr phe Thr Ser '3r(y)r Gly 1le
20 25

Gly Trp val arg GIn Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly Trp
35 40 45

Ile Ser Gly Tyr Thr His Glu Thr Lys Tyr Ala Gln Ser Phe GIn Gly
50 55 60

Arg val Thr Met Thr Ala Glu Thr Ser Thr Gly Thr Ala Tyr Met Glu
65 70 75 80

Lteu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr géa Thr Tyr Tyr Cys Ala Arg
B85 95

Asp Gly Gly Gly Arg val val val Pro Pro thr His Leu Arg Ala phe

100 108 110

asp val Trp Gly 6¢1n Gly rhr
113

<210>2
<211> 104

<212> PRT
<213> Homo sapiens
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<400> 2

met ala Glu
1

Leu Thr
S

Glu Arg Ala Thr Leu
20

phe Leu Ala
35

Ile Ser Gly
50

Gly ser Gly

65

Pro Asp Asp

Leu Tyr ser

<210>3
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
ieu Leu Glu

Lteu Thr Cys
val ser Tyr
35

Trp Ile Gly
50

Leu Asn Asn
65

Ser tLeu Lys
Cys Ala Arg

Ala Ala Tyr
115

<210> 4
<211> 102

Trp Tyr
Ala Ser
Ser Gly

Phe Ala
85

rhe Gly
100

Ser Gly
)

Thr val
20

Trp Gly
His Ile

Arg Ala

Leu Lys

ser Thr
100

ser Ile

ES 2314179 T3

Gln

ser

GIn

Thr

Thr

70

val

Gln

Pro

ser

Trp

Tyr

Thr
70

ser

Leu

ASp

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Gly

Gly

Gly

val

w
[¥a)

Ile

val

Glin

Phe

pro Gly Thr Leu
10

Arg ;;a
kés Pro
Ala Thr
Phe Thr
Tyr Cys

Thr

Leu val
val ser
25

Arg GIn
40

Phe Gly

Ser ITe

Thr Ala

Tyr Phe
105

Trp Gly
120

ser

Gly

Gly

Leu

Gln
90

Ser

ASp

Asp

Ser
90

Asp

Glin

His

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Pro Ser GIn Thr Leu
ser Tyr Gly Gly Arg
30

Pro Gly Lys Gly Leu

The

Ser
75

ASp

Trp

Gly

sSer Leu Ser Pro
15
Arg val Asn Asn
30
Ala Pro Arg Leu
45

Pro Asp Arg Phe
60

Ile Ser Arg Leu

Tyr Gly Asp Ser
95

45

Phe Tyr Asn Pro

60

ser Lys Asn GlIn

Thr Ala Leu T{r
9

Leu Leu Thr Arg

Ile

Gly

Asn

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ser

Gly

Glu

Ser

phe
80

Phe

Glu
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

<210> 5
<211> 116
<212> PRT

Met

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Ala

Arg

Ala

Ala

50

Gly

ASp

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 5

<210> 6
<211>102

Leu

LysS

Arg

val

Ile

65

Leu

Leu

Gly

Leu

val

Gin

fhe

50

Thr

Thr

His

Gln

Glu
val
Trp
35

Ala
Ser

Ser

Gly

Glu
Ser
ala
35

Gly
Ala
Phe

val

Gly

Leu

Thr
20

Tyr

Ser

ASp

Ala

Glin
100

Gln
Cys
20

Pro

Thr

ASp

ASp

Leu
100

Thr

Thr

1le

Glin

ser

Thr

85

Gly

Se

Ly

Gl

Th

As

AS

pd
5

r

S

Y

r

p

p

[{e]

Gin
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Ser

Thr cys

Gln Lys

Leu

Gln
b3

Asp Phe
70

~

Tyr

Tyr

Thr

G

A

G

-

S
7

T

4

Ty

la

In

hr

er
0

hr

o
A

~

Aca

Ser

Gly

Pro
Arg
Pro
40

ser

Thr

Cys

Glu
Gly
Leu
40

Ala

Gly

val

FLYS

Ser
ala
25

Gly

Gly

Leu

val
Asp
25

Glu

Gin

Thr

Tyr

Ala
10§

Phe

10

Ser

Lys

val

Thr

GlIn
90

Lys

10

H1s

Trp

Lys

Ala

Phe

90

Leu

Leu
Gin
Pro
Pro
Ile

75

Leu

Lys
Tyr
Met
Phe
Phe
75

cys

Ser

ser
Gly
Pro
ser
60

ser

AsSn

Pro

Gly

Gly

Gln
60

Leu

Ala

Pro

Ala
val
Lys
45

Arg

Ser

Thr

Gly
Ile
Gly
45

Gly
Glu

Thr

Tep

Ser

Thr

30

Ala

Phe

Leu

Tyr

Ser
ASh

30

Ile

Arg

Leu

Pro

Asp
110

val

15

Ile

Leu

Ser

Gln

Pro
85

ser
15
Trp

Ile

Ala

Thr

His

95

Tyr

Gly

Leu

Ile

Gly

Pro
80

Trp

val
val
Pro
Thr
Arg
80

Gln

Trp
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

<210> 7
<211> 120
<212> PRT

Met Ala
1

Glu Arg

Leu Ala

Tyr Gly
0

5

ser Gly

65

Glu

Ala

Irp
35

Thr

17
fae]
-

Glu Asp phe

Thr pPhe

<213> Homo sapiens

<400> 7

<210> 8
<211>102

Leu

Lys

ser

Ile

Arg
65

val

Thr

Met

Leu

val

Trp

Thr

50

val

Arg

ser

ASp

Gly

Glu

Ser

val

35

Pro

Thr

Arg

Glu

val
11§

Leu Thr

Thr Leu

20

Tyr Gln

ser Thr

¢ly Thr

ala val Tyr Tyr

GIn Gly Thr

100

Arg

Ile

Ile

Leu

val

100

Trp

5

85

ser

Lys

Gln

Thr

Arg
85

Thr

Gly

ES 2314179 T3

Gln

ser

Gln

Arg

Glu
70

Gly

Thr

Ala

Gly

Ala
70

Ser

Ala

GlIn

Ser

Cys

Lys

Ala
55

Ser

Ser

Pro

Ile

55

AsSp

Glu

Thr

Gly

Pro Ala

Arg Ala
25

Arg Gly

40

Thr Gly

rhr Leu

Cys GIn

Glu
Gly
Gly
40

Ala
Glu
Asp

Arg

Thr
120

val

Gly

25

Gln

Asn

ser

Thr

Gly
105

Thr
10

ser
Glin

Ile

Thr

GlIn
30

1
Thr

Gly

Thr

Ala
90

Arg

Leu

GlIn

Ala

Pro

Ile
75

Tyr

val

Phe

Leu

Ala

Ser

75

val

Thr

Ser

ser

Pro

Ala

60

Ser

AsSn

Pro

Ser

Glu

Arg

Thr

Tyr

Phe

val

val

ser
45

Arg

ser

ASp

Gly
Thr
Trp
45

AsSn

val

Tyr

pPhe -

Ser

ser

30

Leu

Phe

Leu

1rp

Ser

Tyr

Met

Phe

Tyr

Cys

Pro
15

Ser

Leu

Ser

Gin

Pro
95

Ser
15

Thr

Gly

Met

Ala
95

ser

AsSn

Iie

Gly

ser
80

Ser

Leu

Phe

Gly

ASD

Glu
80

Lys

Ala
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<212> PRT
<213> Homo sapiens

s <400> 8

Met Ala Glu Leu Thr 6In Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala Ser val Gly
1 S 10 15

Asp Arg val Thr Ile Thr Ccys arg Ala ser Gln Gly Ile Ser Asn Tyr
20 25 30

teu Ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
15 35 40 45

Tyr ala ala Ser Thr teu G6In Ser Gly val Pro ser Arg Phe ser Gly
50 5§ 60

20

ser Gly ser Trp Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Gln Pro
65 70 75 80

25 Glu Asp phe Ala ggr Tyr Tyr Cys Gin ggs Leu Asn Thr Tyr ;go Trp

Thr phe Gly Gln Gly Thr

100
30

<210>9
<211> 118
<212> PRT

35 <213> Homo sapiens

<400> 9

Leu Leu Glu GIn Ser Gly Ser Glu val Lgs Lys Pro Gly Ser Ser val
40 1 5 1 15

Arg val ser Cys Thr Thr Ser Gly Gly Thr Leu Ser Asp Tyr Gly Phe
20 25 30
45

Asn Trp Leu Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly pro Glu Trp Met Gly Gly
35 40 45

50 Ile Ile Pro Leu Phe Arg Arg Thr Thr Tyr Gly GIn Lys Phe GIn Gly
50 55 60

Arg Leu thr 1le rhr Ala Asp Glu Ser Thr Gly Ala Thr Tyr Met Glu
55 65 70 75 8O

ieu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Aasp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg
85 90 95

60

Glu Lys val ser val Leu Thr Gly Gly Lys Ser teu His Tyr Phe Glu
100 105 110

65 Tyr Trp Gly Lys Gly Thr
<210> 10
<211> 102
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<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

<210> 11
<211>118
<212> PRT

Met

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

ala

Arg

Ala

Asp
50

Gly

Asp

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 11

Leu

LysS

Trp

Met

vatl
65
Arg

Arg

Tyr

Leu

val

val

Pro
50

Thr

Ser

Gin

Trp

Glu

Trp
35

Thr

Ser

phe

Gly

Glu

ser
Arg

35

Thr

Ile

Leu

val

Gly

Leu

Thr
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Glu

Cys

Gln

Phe

Ser
Arg
Thr
100

Gln
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Ihr GlIn
Leu Ser
Gln Gln

ser Arg

Thr GIn
70

Leu Tyr
85

Gly Thr

ser Gly

Lys Thr

Ala Pro

ala Thr

Ala Asp
70

ser Glu
85

1le Leu

Gly Thr

sSer

Cys

Lys

Ala
55

Phe T

Tyr

Ala

ser

Gly

Ala

Glu

Asp

Arg

Pro
Arg
Arg
40

Thr

Glu

Gly

Gln

40

Thr

Ser

Thr

Gly

Ala

Ala
28

Gly

Gly

Leu

val

ASp

25

Gly

Tyr

Thr

Ala

Pro
105

Thr

10

ser

Gln

val

Thr

G1In
90

LyS
10
Thr

Leu

Ala

Ser

val
90

Lys

Leu

Gin

Ala

Pro
Ile

75

Tyr

Glu

Gln

Thr
75

Tyr

Ser

Ser

Pro

Ala
60

Ser

Asn

Pro

Arg

Trp

Arg
60

Ala

Tyr

teu

val
val
Ser
45

Arg

Ser

ASp

Gly
Tyr
Met
45

pPhe

Tyr

Cys

Ser

Ser

Ser
30

Leu

Phe

Leu

1rp

Ser
Gly

30

Gln

Leu

Ala

Pro
110

Pro Gly
15

Ser Arg

Leu Ile

ser Ala

Gln Ser
80

Pro Sser
95

Ser val
15

1le Thr

Gln Ile

Gly Arg

Glu val
80

Thr fro
95

Trp ASp
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<210> 12

<211> 102

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Met Ala

Glu aArg

Leu Ala

Sser Gly
50

Ser Gly
65

Glu Asp

His pPhe

<210> 13
<211> 357
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13

ctgetcgage
cagtcttcec
caggggcitg
agtttccagg
ttgaggagcc
agggtggtag

<210> 14
<211> 312
<212> ADN

<213> Homo sapiens

Glu Leu Th

ES 2314179 T3

r 6ln Ser

Ala Ser Leu Ser Cys

20

Trp Tyr Gl
35

n Gin Lys

Ala ser Thr arg ala

55

ser Gly Thr Glu Phe

phe Ala va
85

Gly 6In 61
100

agtctggage
gttacacctt
agtggatggg
gcagagtcac
tgcggtctga

tgcecgectac

70

1 Tyr Tyr

y Thr

tgaggtgaag
caccagttac
atggatcagc
catgaccgca
cgacacggcc

tcatctacgt

pPro Ala Thr
10

Arg Ala ser
25

Pro Gly Gln
40

Thr Gly val

Thr Leu Thr

Cys GIn Gin

atgcctgggg
ggtatcggct
ggatacaccc
gagacatcca
acatattact

gcrttrgatg

Leu Ser Ala Ser Pro G

15

GIn Ser val Ser Ser
30

Ala Pro Arg lLeu teu
45

Pro Ala Arg Phe Ser
60

Ile Ser Ser Leu Gln
75

Tyr Asn Asp Trp Sro
5

ccacagtgaa ggtctcctgc
gggtgcgaca ggcccctgga
atgagacaaa atatgcacag
cgggcacagc gtatatggag
gcgcgagaga tggaggaggg
tctggogtca agggacg

Asn

Ile

Gly

ser

80

Pro

60
120
180
240
300
357
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<400> 14

atggccgage
ctctectgea
cctggecagg
gacaggttca
cctgatgatt
ggccaggygga

<210> 15
<211>372
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15

crgctcgagt
grtcrecggty
cagrccecag
tacaacccgt
Tccetcaage
acccracagt

ggccagggda

<210> 16
<211> 306
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16

tcacccagte
gggccagtca
ctcccaggcet
gtggcagtgg
ttgcagttta

cC

ctggeceagy
tctecatcag
ggaagggcct
ccctcaacaa
tcaagtctgt
attttgactg

ta

atggccgage tcacccagte

atcacttgcee gggocagtea

gggaaacecce craaggecct

aggtrcageg geagrggttc

gaagattcig caacttatta

gggacc

<210> 17
<211> 348
<212> ADN

<213> Homo sapiens

ES 2314179 T3

tccaggcacce
cagagtcaat
cctcatctet
gtctggaaca
ttattgtcag

actggtgaag
ttacggtggt
ggagtggatt
tcgagctace
gactgecetca

gttartgaca

tccatecttc
gggcgtcacc
gattratgct
tgacacagat

ctgtcaacaa

ctgrctttgt
aacaacttct
ggtgcatcta
gacttcactc

cagtatggtg

ccttcacaga
cgrggcgtet
ggccacatct
atatcaatag
gacacggeee

€g9ggaggcty

ctgtctgeat
attcttrtag
gcatrcgrate
rtcactcrca

Cttaacactt

ctccagggga
tagcctggta
ccagggccac
tcaccatcag

actcacctct

tcergtecct
cctactgggg
actactttgg
actcatccaa
tgtatttctg

ccractcecat

ctgttgyaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
caatcagcag

acccgtggac

aagagccace
tcagcagaaa
tggcatccca
cagactggag
ttattcrett

caccrgeace
ttgggtccge
agacaccttc
aaaccagttc
tgccaggage

tgactrtctgg

ccgagtcace
gcaaaagcca
ggrcccarca
cctacagect

gtrcggecag

60
120
180
240
300
312

60
120
180
240
300
360
372

60
120
180
240
300
306
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<400> 17

ctgctcgagce
aaggcttctg
gagtggatgg
ggcagagcca
ctgacatttg

cggggcggta

<210> 18
<211> 306
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18

atggccgage
ctctcctgea
ggccaggetce
aggttcagtg
gaagattttg
gggaca

<210> 19
<211> 360
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19

ctgetcgage
aagacttctg
cagggacttg
aactuiccagy
gtgaggaggc

acagccacta

<210> 20

<211> 306

<212> ADN

<213> Homo sapiens

agtcaggggc
gagaccacta
gcggtatcat
ccattacegc
acgacacgge

aagccctcte

tcacccagre
gggccagtca
ccagtctcct
gcagtgggtc
cagtttatta

agrergagre
gaggcacctt
agrggargag
acagagteac
tgagatctga

gagggceggac
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tgaggtgaag
tggtatcaac
ccctgtetet
ggacgactec
cgtctattec

ccecctgggac

tccagecace
gagtgttagc
catctacgga
tgggacagag
ctgtcagcag

tgaagtaaaa
cagcaccrat
ggggatcace
catcaccyceg
ggacacgycc
ttrctrctac

aagcctgggt
tgggtrgcgac
ggcacaacta
acggggacgg
tgtgcgacac

tactggggcc

ctgtctgrgt
agtaacttag
acatctacca
ttcactctea

tataatgatt

gtgeeegggt
actrrecagct
ccratcattg
gacgaatcea
gtatarrate

tccgctatgg

cctecggtgaa
aggccectgg
cctacgecaca
cctttttgga
ctcaccaact

agggaacc

ctccagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagcag

ggcccreccac

cctcgtrgaa
gggrgcgaca
gcatcgeaaa
cgagcacqgt
gtgcgaaaac

acgtctgggg

ggtctrcctge
acaagggctg
gaagttccag
gctgaccaga

gcatgtcctc

aagagccacc
gcagaaacgt
tatcccagec
cctgcagtct

ctteggecaa

ggtcrcetge
ggcccctgga
ctacgcacgg
cracatggag
trcggaagta

tcaagggacc

60
120
180
240
300
348

120
180
240
300
306

60
120
180
240
300
360
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<400> 20

atggccgage tcacccagtce

atcacttgcc gggccagtca

gggaaagccc ctaagectcct

aggttcagcg gcagtggatc

gaagattttg caacttatta

gggacc

<210> 21
<211> 354
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21

ctgctcgagc agtctgggtc tgaggtgaag aaacctgggt
acgacttctg gaggcacctt gagcgactat ggtrtcaact
caagggectg agtggatggg agggatcatc cctrtgrutc

aagttccagg gcagactcac cattraccgcg gacgagteca

ES 2314179 T3

tccatecttc ctgtctgeat
gggcataagc aattatttag
gatctatgct gcatccactt
ttggacagaa ttcactctca

ctgtcaacac cttaatactt

ctgtaggaga
cctggtatca
tgcaaagtgg
caatcagccg

acccgtggac

ccreggtgag
ggttacgaca
gaagaacaac

cgggcgeaac

cagagtcacc
gcaaaaacca
ggtcccatcg
cctecagect

gttcggcecaa

ggtcregtge
ggcccctgga
ctacggacag

ctacatggag

ctgagcagee tgagarcrga Cgacacggce grctattact gtgcgagaga gaaagittcyg

gtcctcacag ¢gcggaaagee actccatrac ritgaatatt ggggeaaggg aacc

<210> 22
<211> 306
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 22

atggccgaqgce
ctecteoctgea
ggecaggetc
aggrtcagtg
gaagattttg

gagaca

<210> 23
<211> 354
<212> ADN

<213> Homo sapiens

tcacgcagic
gggccagtca
ccagtctect
ccagtgggtc

cactttatta

tccagecace clgretgigt Crecagagyga aagagecade

gagtgiltagce

agcaggttag cctggtaccd guagaaacgt

catctatgac acatottces gggeceactgg tgreocagec

tgggacgcag ttcactctca ccatcagcag cctgcagtct

ctgtcagcag tataatgatt ggcectccac ctteggecaa

10

60
120
180
240
300
306

60
120
180
240

300
354



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 23

ctgctcgagg
aagacttctg
gggcttgagt
trccagggea
cgcagectga

atacttcggg

<210> 24
<211> 306
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24

atggccgage tcacccagte tccagccace ctgtctgegt ctccagggga
crctectgea gggecagtca gagtgttagt agcaacttag cctggtacca

agrctggggc
gagacacctt
ggatrgggaca
gagtcacgat
gatctgaaga

gdcctaaagce

ES 2314179 T3

tgaggtgaag
cagatatggt
gatcatgcct
ttcegeggac
cacggeegic

cetecteecoct

aagecagggt
atcacgtggg
acgtttygcga
gaatccacga
tdattactgtg

tgggactact

cctcggtgaa
tgcgacaggce
cagcaaccta
gcacagccta
cgacacctcg

g9g9ggccaqggg

ggccaggctc ccaggctcct catctctggt gcatccacca gggccactgg

aggrtcagtg gcagtgggtc tgggacagag ttcactctca ccatcagtag

gaagattttg cagtttatta ctgtcagcag tataataact ggcctcccca

gggacc

11

ggtctectge
ccctggacaa
cgeacagagy
cttggaggtg
ccaagttact

aacc

aagagcctcec

gcagaaacct

tgtcceggec
cctgecagtct

ctttggccag

60
120
130
240
300
354

60
120

180
240
300
306



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	Lista de Secuencias

