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DESCRIPCIÓN

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

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

El tratamiento de la infección crónica se basa en la terapia combinada con interferón 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 infección viral no proporciona protección 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 protección de los individuos frente a la infección 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 proteínas del VHC, la glucoproteína E2 externa, que se considera la diana más importante para
una respuesta inmunitaria protectora [5]. No obstante, la evaluación de la actividad biológica de estos fragmentos
de anticuerpo no es sencilla, ya que no se encuentran disponibles sistemas in vitro fiables para la determinación 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 unión de la proteína E2 a la célula diana, sin demostrar una correlación 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 tenían un efecto negativo, que dejaba al virus menos sensible a la respuesta inmunitaria
del huésped, probablemente debido a su unión al antígeno E2 y a modificaciones de su conformación [6]. Esto po-
dría explicar por qué títulos elevados de anticuerpos anti-E2 no se encuentran correlacionados directamente con la
protección frente a la infección 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 unión de la glucoproteína 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 unión inmunológica con el antígeno E2 del VHC, que tiene secuencias
específicas de aminoácidos. Finalmente, Rosa y otros, (PNAS (1996) 93:1759-1763) describe un procedimiento para
estimar los anticuerpos de neutralización para el VHC mediante la evaluación citofluorimétrica de la unión de E2 a
células diana.

Bugli y otros 2001 [7] generaron un mapa de los epítopos de la proteína 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 más de estas regiones en el suero de pacientes infectados
de forma crónica podría estar asociada con complicaciones, eficacia reducida del tratamiento y con un pronóstico
distinto. Por consiguiente, es evidente que hay una necesidad de disponer de un procedimiento para la determinación
de anticuerpos en un fluido biológico dirigido contra distintos epítopos de la proteína E2 del VHC. Una realización de
la presente invención da a conocer este procedimiento.

Los autores de la presente invención 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 introducción de las células diana, son capaces de producir una proteína 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 epítopos.

De forma inesperada, los autores descubrieron que dos de los anticuerpos ensayados, e137 y e301, pueden neu-
tralizar el virus en concentraciones que se pueden obtener con una administración única por vía parenteral de un
preparado de anticuerpos; otros dos anticuerpos no tenían actividad neutralizante y uno fue incluso capaz de fomentar
la infección viral.

El desarrollo del procedimiento de titulación de diferentes poblaciones de anticuerpos en un paciente represen-
ta un valioso instrumento de diagnóstico y de pronóstico con el potencial de distinguir entre los sujetos afectados
con riesgo de desarrollar complicaciones graves y aquellos con un pronóstico más favorable. En este último grupo,
este procedimiento eliminaría 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 reducción considerable en los
costes.
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Como los epítopos de E2, así identificados, no se pueden reproducir mediante la síntesis de péptidos sintéticos
[5], el procedimiento representa la única vía para la determinación de la cantidad de anticuerpos frente a las distintas
partes de la proteína E2, con datos clínicos y epidemiológicos que se correlacionan.

La identificación de anticuerpos anti-E2 en el formato Fabs humano con una buena capacidad de neutralización
permite su producción a gran escala y su utilización como medicación en el tratamiento anti-VHC, o como agente pre-
ventivo de forma tópica para inhibir la transmisión viral a pacientes en riesgo (parejas con estado de VHC discordante,
individuos sometidos a exposición profesional, etc.).

Los anticuerpos de la invención 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 podría
ser crucial en la producción 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 reacción cruzada neutralizante.

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

para la preparación de:

a) un medicamento para el tratamiento anti-VHC o

b) como agente preventivo en forma tópica para inhibir la transmisión viral a un sujeto en situación 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 tamaño completo que contenga al citado fragmento Fab.

Otro objetivo de la presente invención es la utilización de un anticuerpo humano o de su fragmento funcional,
caracterizado porque tiene las siguientes secuencias de aminoácidos de las partes variables de las cadenas pesadas y
de las cadenas ligeras:
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para la preparación de:

a) un medicamento para el tratamiento anti-VHC o

b) como agente preventivo en forma tópica para inhibir la transmisión viral a un sujeto en situación de riesgo.

Preferentemente el anticuerpo humano, o sus fragmentos funcionales, es el fragmento Fab de anticuerpo monoclo-
nal humano e301 o un anticuerpo monoclonal humano de tamaño completo que contenga al citado fragmento Fab.

Preferentemente los anticuerpos humanos de la presente invención son una molécula de IgG1 de tamaño completo.

Un objetivo adicional de la presente invención es una composición para la terapia anti-VHC que comprende, en
una cantidad terapéuticamente eficaz, como mínimo uno de los anticuerpos de la presente invención. Preferentemente,
la composición se suministra de forma purificada para su utilización por vía parenteral o en otra formulación para
su utilización por vía tópica como un gel, crema, pomada, óvulo, con excipientes conocidos por los expertos en la
materia.

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

a) marcar los Fabs de anticuerpo monoclonal humano e137 o e301, o un anticuerpo monoclonal humano de tamaño
completo que contenga como mínimo uno de dichos fragmentos Fab;

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

La presente invención se describe a continuación en ejemplos experimentales, que no limitan a la propia invención,
en referencia a las siguientes figuras:

- Figura 1 FIT: BASE TEÓRICA. El Panel A muestra la unión de un Fab-FLAG a sus epitopos sin competidores.
Utilizando la misma concentración de Fab presente en (A), la preincubación del antígeno con el suero del paciente
permite el análisis cuantitativo de los anticuerpos dirigidos contra el epítopo 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 comparación con el panel A. En los paneles D y E, la presencia de anticuerpos que no se dirigen
contra el epítopo específico no influye en grado mínimo la unión de Fab.

- Figura 2 A y B: Inhibición de la unión 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 epítopos
reconocidos mediante el Fab). Es evidente que la inhibición de la unión de Fab se puede observar solo en presencia
del anticuerpo completo que tiene la misma especificidad y que eso depende de la concentración de anticuerpo.

- Figuras 3A, B y C: Inhibición de la infección 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 microscopía de fluorescencia se determinó el número de células
que expresan la proteína fluorescente de color verde. Los datos se presentan como % de la infección detectada en los
pocillos de control (sin adición 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 epítopos 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 círculos indica inhibición recíproca. Los Fabs dotados con el pseudotipo VSV/VHC con actividad neutralizante
se encuentran subrayados. La región supuesta que media en la interacción de VHC/E2 con la diana celular se indica
mediante la línea de puntos. La región supuesta reconocida por los anticuerpos neutralizantes se indica mediante un
círculo sólido de color negro. Debido a las modificaciones que se pueden inducir mediante las interacciones antígeno-
anticuerpo, este diagrama no se corresponde con el mapa físico real.

Ejemplo 1

Materiales y procedimientos

Producción de Fabs anti-VHC y de IgG1 de tamaño completo

La generación, purificación y caracterización de los Fabs anti-VHC/E2 se ha descrito en otro documento [5]. Los
FLAG-Fabs (Fabs marcados con un epítopo FLAG fusionado en el grupo carboxi terminal del fragmento de cadena
pesada con un puente pentapeptídico) se construyeron y se purificaron tal como se describió en otro documento [6].
La validación y estandarización del ensayo se llevaron a cabo mediante la utilización de genes que codifican Fab para
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construir anticuerpos monoclonales humanos de tamaño completo (HuMabs, por sus siglas en inglés), que se insertaron
en un vector eucariótico adecuado para la producción posterior en células transfectadas [9]. Los HuMabs presentes en
el sobrenadante del cultivo se purificaron mediante inmunoafinidad según se describe en [10] y su pureza se controló
mediante PAGE. La cantidad de anticuerpo humano se evaluó mediante un inmunoensayo de tipo sándwich. Todos los
anticuerpos y Fabs se almacenaron a -70ºC hasta su utilización.

Sueros y especímenes

Los sueros obtenidos a partir de donantes sanos y de pacientes positivos para el VHC se analizaron utilizando kits
comerciales de diagnóstico (Ortho, Raritan, NJ) siguiendo procedimientos estándar. Para la preparación de especíme-
nes simulados con cantidades conocidas de anticuerpos dirigidos contra un epítopo dado, a los sueros negativos para
el VHC se les añadieron HuMabs purificados concentrados en PBS y se les trató exactamente igual que a los sueros
positivos y negativos.

Diseño de un ensayo para la determinación del título de inhibición de Fab (FIT (en inglés, “Fab Inhibition Titer”))

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

Los FLAG-Fabs se purificaron [10] y se ensayaron por medio de un procedimiento ELISA específico para FLAG-
Fab para determinar la concentración correcta que se debe utilizar en los experimentos de inhibición. En síntesis, a
los preparados de FLAG-Fab de concentración conocida se les determinó el título mediante el procedimiento ELISA
[11], en el que placas recubiertas de antígeno se bloquearon durante 1 h a 37ºC con PBS/1% BSA. Después de retirar
la disolución de bloqueo, se añadieron a los pocillos 50 µl de diluciones progresivas de FLAG-Fab preparadas en
PBS/BSA 1% y se incubaron durante 2 h a 37ºC. Las placas se lavaron 10 veces con PBS/0,05% Tween-20 en un
lavador de placas automático (DiaSorin, Saluggia, Italia) antes de añadir 50 µl de una disolución de 10 µg/ml de
anticuerpo monoclonal de ratón anti-FLAG M2 (Sigma, St. Louis, MO; 10 µg/ml en PBS) en PBS/BSA 1%. Después
de 1 h de incubación a 37ºC, los pocillos se lavaron 10 veces con PBS/Tween-20 tal como se indicó anteriormente
y la unión de anticuerpos monoclonales de ratón se reveló con IgG antiratón de cabra conjugada con peroxidasa de
rábano (Pierce; 1:8.000 en PBS). Se añadió el sustrato y en las placas se leyó la OD450 (“densidad óptica a 450 nm”)
en un lector de placas automático después de 30 min de incubación a temperatura ambiente en la oscuridad. Todos los
ensayos se llevaron a cabo, como mínimo, por duplicado. Siempre se incluyó un control negativo de antígeno (BSA)
y la lectura de OD se restó como fondo.

Para la determinación del título de inhibición de Fab (FIT) de los sueros, para los experimentos adicionales de
inhibición de Fab mediante el procedimiento ELISA se utilizó una concentración de FLAG-Fabs purificados que
producía, en condiciones estándar, una lectura de OD450 igual al 50% de la lectura máxima. Para estos experimentos,
las placas se recubrieron y se bloquearon tal como se describió anteriormente. Se añadieron diluciones de suero 1:4
progresivas en PBS/BSA 1% en la cantidad de 50 µl por pocillo ELISA. Después de 2 h de incubación a 37ºC, se
añadió FLAG-Fab purificado directamente a las diluciones de suero hasta alcanzar la concentración final deseada. Las
placas se incubaron durante 30 min adicionales y a continuación se procesaron tal como se describió anteriormente
para FLAG-Fab según 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 inhibición. 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 inhibición. Los resultados finales se determinan como % de inhibición con la fórmula: proporción porcentual
de inhibición = 100 x (OD450 de la sonda FLAG-Fab sola - OD450 de la sonda FLAG-Fab con suero competidor)/OD450
de la sonda FLAG-Fab sola.

La dilución de suero más alta que proporciona más de un 70% de inhibición de la unión de FLAG-Fab se considera
como el título de inhibición de Fab (FIT) para ese epítopo y para ese suero.

Resultados

La concentración de FLAG-Fab adecuada para utilizarse en el ensayo se determina para cada FLAG-Fab y varía
entre 10 µg/ml (e8, e20, e137, e301, e509) y 0,1 µg/ml (e10-B). Las secuencias de aminoácidos de las cadenas ligeras
y pesadas de los distintos anticuerpos se indican a continuación:
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Las secuencias de nucleótidos que codifican los fragmentos Fab enumerados anteriormente se indican del modo
siguiente:
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Mediante el procedimiento ELISA, el FLAG-Fab en moléculas de Fab purificadas marcadas produce resultados
muy específicos y reproducibles. La determinación del FIT se lleva a cabo en 10 sueros negativos para VHC; el título es
> 1:20 de forma consistente, límite superior de detección de nuestro ensayo, lo que indica que no tiene lugar inhibición
en ausencia de anticuerpos específicos anti-VHC.

Para demostrar que el FIT mide de forma eficaz los anticuerpos dirigidos contra los epítopos reconocidos por
nuestros FLAG-Fabs, se lleva a cabo el mismo análisis en especímenes simulados preparados mediante la mezcla de
sueros negativos con anticuerpos monoclonales humanos de especificidad dada, con lo que se obtenían muestras falsas
que contenían cantidades conocidas de IgG dirigida contra los epítopos de E2 del VHC definidos por nuestros Fabs.
Los resultados (figuras 2A y B) muestran una buena correlación entre el FIT y la cantidad de anticuerpo, lo que indica
que el FIT puede proporcionar información fiable sobre la cantidad de anticuerpos específicos de epítopo 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 síntesis, los genes que codifican los
Fabs se obtuvieron a partir de una biblioteca combinatoria de expresión en fago que contiene el repertorio IgG1/kappa
de una mujer de 58 años de edad con hepatitis crónica con presencia persistente en la sangre del ARN del VHC de
genotipo 1 b. Los genes seleccionados se insertan en un vector de expresión bacteriano apropiado [13] y las células
transformadas se utilizan a continuación como fuente de Fabs recombinantes, que se producen y se purifican tal como
se describe en [14]. La neutralización de la unión de E2 (NOB (“Neutralization of E2 binding”)) a la actividad de
la célula [5, 15] y las interacciones recíprocas [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
inhibición [7].

Ensayos de pseudotipos y de neutralización

Los pseudotipos que se han utilizado aquí han sido cuidadosamente caracterizados y descritos en Matsuura y
otros, 2001 [8]. En síntesis, el pseudotipo VSV∆G*/VHCE1-E2 (VSV/VHC) se compone del Virus de la Estomatitis
Vesicular, en el que la proteína G de la envoltura se sustituye con glucoproteínas quiméricas de envoltura de VHC E1
y E2 constituidas por los ectodominios de las proteínas E1 y E2 de tipo 1 b del clon de ADNc del VHC (NIH-J1)
combinado con las secuencias de señal con N-terminal, con dominios transmembranales y citoplasmáticos de proteína
G de VSV [8]. La construcción de plásmidos [16] y de vectores de expresión eucariota se ha descrito [8, 17]. El
VSV/VHC se prepara mediante la infección de células de CHO que expresan de forma constitutiva ADNc quimérico
de E1 y E2 con un VSV recombinante en el que la región que codifica la proteína G se ha sustituido por el gen de la
proteína fluorescente de color verde (GFP) [18]. El pseudotipo VSV∆G*/VHCE1-E2 (VSV/G) utilizado como control
(y para producir el pseudotipo VSV/VHC), se produce mediante la infección con VSV∆G* de una línea celular que
expresa de forma temporal la proteína G. El ensayo de neutralización se lleva a cabo tal como se describe en [8]. Las
diluciones de Fabs recombinantes humanos purificados se incuban con 2,4 x 103 Unidades Infectivas (UI (IU, por sus
siglas en inglés)) del pseudotipo VSV/VHC o del VSV/G durante 30 min a 37ºC y se inoculan en células HepG2 (4
x 104 células) preparadas en una placa de 96 pocillos. Después de la adsorción durante 60 min a 37ºC, las células se
lavan 3 veces con DMEM que contiene 10% FBS y se incuban a 37ºC durante 16 h.

Las UI del virus se determinan mediante el recuento del número de células que expresan GFP por medio de
microscopia de fluorescencia. Los datos se presentan como proporción porcentual de inhibición en comparación con
los pocillos de control en los que no se añadió anticuerpo. Los datos son el promedio de tres experimentos llevados a
cabo por duplicado.

Resultados

Generación del panel del anticuerpo monoclonal humano anti-VHC/E2 y caracterización de la secuencia

El panel de los fragmentos Fab de anticuerpo monoclonal humano representa el repertorio inmunológico de anti-
VHC/E2 de un paciente con una infección 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
crónica [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 biológica similar y tienen fuertes homologías en las secuencias
de ADN [5]. Cada uno de los cinco Fabs reconoce un epítopo distinto en la superficie de E2 [7]. Las diferencias de las
secuencias de la estirpe bacteriana relativa son típicas de maduración de afinidad conducida por antígenos (Tablas 1a
y 1 b), lo que sugiere una exposición prolongada al antígeno.

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 nucleótidos y aminoácidos se calcula de
acuerdo con el procedimiento de alineamiento de Kabat y Wu [22], que tiene en cuenta la región estructural (FR, en
inglés “framework region”) 1, FR 2 y FR 3 para las cadenas pesadas y ligeras, la región 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 1a

Cadenas pesadas

TABLA 1b

Cadenas ligeras

La actividad de neutralización de la unión (NOB, en inglés “neutralizing of binding”) de cada Fab también se
determinó [5], encontrándose que algunos clones (e137 y e8) no eran capaces de inhibir la unión de VHC/E2 a las
células y otros inhibían la unión de VHC/E2 incluso con concentraciones muy bajas (véase a continuación).

Neutralización del virus pseudotipo bv mediante Fabs recombinantes humanos

Dos de los Fabs, e8 y e20, que reconocen distintos epítopos en la superficie de VHC/E2 [7] no neutralizan la
infección del pseudotipo del VSV/VHC incluso con concentraciones elevadas (80 µg/ml). Uno de estos dos Fabs, e20,
tiene una fuerte actividad NOB [5], lo que confirma que incluso los anticuerpos que inhiben la unión de E2 pueden
fracasar en la prevención de la infección viral.

Otros dos Fabs, e137 y e301, neutralizan de forma eficaz el VSV/VHC a una concentración de 10 µg/ml, mientras
que los pseudotipos VSV que llevan la proteína 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 región 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 epítopos humanos en el VHC/E2 (figura 4).

En la actualidad el Fab 509 es el anticuerpo disponible más fuerte en términos de actividad NOB y es capaz de
inhibir la unión entre E2 y la diana celular a concentraciones muy bajas (Tabla 2). La incubación de los pseudotipos
VSV/VHC con este Fab aumenta la entrada del virus en el interior de las células de hepatoma hasta una concentración
de 1 µg/ml. No se demuestra un aumento en la infectividad cuando se utilizan los pseudotipos VSV/G, excluyendo
así la posibilidad de que una interacción no específica 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

Características de los anticuerpos anti-VHC/E2

Un anticuerpo de control [23] no ejerce ninguna influencia en el sistema de pseudotipo, ya que fracasa en la neu-
tralización 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 concentración 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
agregación o de reticulación del virión; además, parece poco probable que el bloqueo de la interacción entre el virus
y sus dianas celulares sea un factor clave en la neutralización del VHC. Estos datos pueden explicar a nivel molecular
la falta de correlación entre la actividad NOB en el suero y la protección de la enfermedad.

Mediante anticuerpos anti-VHC se proporciona algún grado de protección 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 evidenció ningún efecto en la construcción VSV/G. Una posible explicación de la capacidad del e509
para promover la entrada viral se puede encontrar en la observación de que este anticuerpo se une de forma específica
y muy eficiente a la región de E2 que se une a la CD81, una estructura celular implicada en la unión viral a la célula
[24]. La unión del e509 a E2 podría imitar la unión de E2 a una de sus dianas celulares y promover una modificación de
la conformación de E2 similar a la que se induce por medio de CD81. E2 está presente en, como mínimo, dos estados
conformacionales y la unión del anticuerpo a esta proteína puede modificar el estado estérico de la proteína mediante
la modulación de la actividad NOB de Fabs humanos sin competición por la unión [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 podría utilizar
en modelos in vitro para la evaluación de moléculas para vacunas.
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REIVINDICACIONES

1. Utilización 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:

para la preparación de:

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

b) como agente preventivo en forma tópica para inhibir la transmisión viral a un sujeto en situación de riesgo.

2. Utilización, según la reivindicación 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 tamaño completo que contiene al citado
fragmento Fab.

3. Utilización 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:

para la preparación de:

a) un medicamento para el tratamiento anti-VHC o

b) como agente preventivo en forma tópica para inhibir la transmisión viral a un sujeto en situación de riesgo.

4. Utilización, según la reivindicación 3, en la que el citado anticuerpo o su fragmento es el fragmento Fab de
anticuerpo monoclonal humano e301 o un anticuerpo monoclonal humano de tamaño completo que contiene al citado
fragmento Fab.

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

7. Composición, según la reivindicación 6, para utilización por vía parenteral o tópica.

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

a) marcar los Fabs de anticuerpo monoclonal humano e137 o e301, según las reivindicaciones 1 ó 3, o un anticuerpo
monoclonal humano de tamaño completo que contenga, como mínimo, uno de dichos fragmentos Fab;

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