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DESCRIPCION

Anticuerpos contra SARS-CoV-2

Antecedentes

Un nuevo betacoronavirus surgié en Wuhan, China, a finales de 2019. A partir del 19 de febrero de 2021, se
confirmaron en todo el mundo aproximadamente 110 millones de casos de infeccién por este virus
(denominado, entre otros nombres, SARS-CoV-2 e identificado originalmente como coronavirus de Wuhan) en
todo el mundo, lo que resulté en aproximadamente 2,45 millones de muertes. Son necesarios estudios para
prevenir o tratar la infeccion por SARS-CoV-2 y herramientas de diagnédstico para diagnosticar una infecciéon
por SARS-CoV-2.

Tian X. et al., Potent binding of 2019 novel coronavirus spike protein by a SARS coronavirus-specific human
monoclonal antibody. Emerg Microbes Infect. 2020 Feb 17;9(1):382-385 describe un anticuerpo monoclonal
especifico humano de SARS-CoV, CR3022, que podria unirse al dominio del receptor de uniéon (RBD) de SARS-
CoV-2.

Breve descripcion de las figuras

Figuras 1A y 1B: muestran la unién de los anticuerpos (1A) S303 (VH SEQ ID NO.:63; VL SEQ ID NO.:67) y
(1B) S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168) de la presente descripcion al RBD de SARS-CoV-2
recombinante, como se describe en el Ejemplo 2.

Figuras 2A y 2B: muestran la neutralizacion de la infeccién por SARS-CoV-2 por ciertos anticuerpos de la
presente descripcion, como se describe en el Ejemplo 4.

Figuras 3A-3l: muestran la neutralizacion de la infeccion por SARS-CoV-2, como se describe en el Ejemplo 4.
La Figura 3A muestra la neutralizacién por el plasma de un donante sobreviviente de SARS- CoV-1. Las Figuras
3B-3D y 3l muestran la neutralizacion por sobrenadante de células B que expresan ciertos anticuerpos de la
presente descripcion. Las Figuras 3E-3H muestran la neutralizacion por ciertos anticuerpos IgG1
recombinantes.

Figuras 4A y 4B: muestran la union del sobrenadante que contiene células B y anticuerpos a la proteina S del
SARS-CoV-2 expresado en células ExpiCHO, como se describe en el Ejemplo 1. Los graficos que muestran
los perfiles de union de los anticuerpos S300-S310 se indican con recuadros.

Figuras 5A y 5B: muestran la union de los anticuerpos S311 y S312 al SARS-CoV-1 y al SARS-CoV-2 en el
sobrenadante de células B cultivadas, como se describe en el Ejemplo 6. Las concentraciones de anticuerpos
son estimaciones. SARS S1 Sino: proteina de Sino Biological. RBD2: RBD de SARS-CoV-2 de produccion
propia.

Figuras 6A-6E: muestran (arriba) las curvas de unién de ciertos anticuerpos de la presente descripcion para el
RBD de SARS-CoV-1 (SARS1) y el RBD de SARS-CoV-2 (SARS2), medidas por Octeto y (abajo) valores KD.
Los valores de KD para anticuerpos (p. ej. <1,0x10""2M) con unién muy fuerte y disociacion lenta son
estimaciones. Estos datos y experimentos se describen con mas detalle en el Ejemplo 3.

Figura 7: muestra la neutralizacion de la infeccién por los anticuerpos S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID
NO.:83) y S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168), solos o en combinacion, contra el virus
pseudotipado SARS-CoV-2, como se describe en el Ejemplo 5.

Figuras 8A-8K: muestran las curvas de union de ciertos anticuerpos para RBD de SARS-CoV-1, RBD de SARS-
CoV-2 y ectodominios de diversos coronavirus medidos por ELISA. Ver el Ejemplo 8.

Figura 9: muestra la neutralizacion de la infeccion por S309 rigG1 y (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168)
y S315rigG1 (VH SEQ ID NO.:178; VL SEQ ID NO.:182) contra el virus SARS-CoV-2 pseudotipado, como se
describe en el Ejemplo 7.

Figura 10: muestra la neutralizacion de la infeccion por S309 rigG1 de longitud completa y S309 rFab (ambos
comprenden un VH de SEQ ID NO.:105 y un VL de SEQ ID NO.:168) contra el virus pseudotipado de SARS-
CoV-2, como se describe en el Ejemplo 7.
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Figura 11: muestra la union del anticuerpo S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168) a la proteina de la
espicula de SARS-CoV-1 y SARS-CoV-2 expresada en células ExpiCHO, como se describe en el Ejemplo 9.
Los histogramas apilados de los graficos de citometria de flujo muestran la uniéon dependiente de la dosis de
los anticuerpos de S309 a SARS-CoV y SARS-CoV-2.

Figuras 12A y 12B: muestran la unién dependiente de la concentracion medida por citometria de flujo para
ciertos anticuerpos, como se describe en el Ejemplo 9. La figura 12A muestra la union a SARS-CoV-2. La figura
12B muestra la union a SARS-CoV-1.

Figura 13: muestra la neutralizaciéon de la infeccion por anticuerpos S303 (VH SEQ ID NO.:63; VL SEQ ID
NO.:67), S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83), S306 (VH SEQ ID NO.:87; VL SEQ ID NO.:91), S309
(VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168), S310 (VH SEQ ID NO.:155; VL SEQ ID NO.:159), y S315 (VH SEQ
ID NO.:178; VL SEQ ID NO.:182) contra el virus pseudotipado SARS-CoV-2, como se describe en el Ejemplo
4,

Figuras 14A-14D: muestran la afinidad/avidez de union de los anticuerpos S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ
ID NO.:168), S303 (VH SEQ ID NO: 63; VL SEQ ID NO: 67), S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83), y
S315 (VH SEQ ID NO.:178; VL SEQ ID NO.:182) a RBD de SARS-CoV-1 (paneles derechos) y de SARS- CoV-
2 (paneles izquierdos), como se describe en el Ejemplo 10.

Figuras 15A y 15B: muestran la competencia de pares de anticuerpos de la presente descripcién por unirse a
RBD de SARS-CoV-1 (Figura 15A) y de SARS-CoV-2 (Figura 15B), como se describe en el Ejemplo 12. Para
cada grafico, el eje X muestra el tiempo (0 a 1000 segundos) y el eje Y muestra la union a RBD medida por BLI
(0 a 3 nm). El primer anticuerpo se indica a la izquierda de la matriz y el segundo anticuerpo se indica en la
parte superior de la matriz. Las lineas verticales discontinuas de la Figura 15B muestran el cambio del primer
anticuerpo al segundo anticuerpo. A la derecha ("I"-"IV" en la Figura 15A, "lI" y "IV" en la Figura 15B) estan los
sitios antigénicos determinados por informacién estructural, andlisis de mutantes de escape y agrupacion de
epitopos basada en BLI.

Figura 16: muestra la capacidad de S309 para interferir con RBD de SARS-CoV-1 (izquierda) o de SARS-CoV-
2 (derecha) uniéndose a ACE2 humano (hACE2), como se describe en el Ejemplo 13. hACE2 se cargd en
sensores BLI, seguido de incubacion de los sensores con RBD solo o con RBD en combinacion con anticuerpo.
La linea discontinua vertical indica el inicio de la asociacion de RBD con o sin anticuerpo. En el grafico de la
izquierda, se uso el anticuerpo S230 como control positivo de la inhibicién de la unién de RBD de SARS-CoV-
1 a ACE2 segun estudios previos (véase Walls et al., Cell 176(5): 1023-1039.e15 (2019)).

Figura 17A y 17B: muestran los efectos dependientes de anticuerpos de ciertos anticuerpos de la presente
descripcion contra células modelo infectadas, como se describe en el Ejemplo 14. La figura 17A muestra la
citotoxicidad dependiente de anticuerpos utilizando células efectoras NK primarias y células ExpiCHO que
expresan SARS-CoV-2 como células diana. El grafico de barras de la derecha muestra la ADCC para los
anticuerpos indicados, calculada como area bajo la curva (AUC). La Figura 17B muestra la fagocitosis celular
dependiente de anticuerpos utilizando PBMC como células fagociticas y ExpiCHO que expresa SARS-CoV-2
marcado con PKF67 como células diana. Los graficos de lineas muestran la intensidad de fluorescencia media
(MFI) de las PBMC después de la incubacion con células diana y anticuerpos, determinada para un donante
representativo con FcyRllla de alta afinidad (los simbolos muestran la media + SD de los duplicados).

Figuras 18A-18J: muestran las curvas de unién de ciertos anticuerpos recombinantes para RBD de SARS-CoV-
1, RBD de SARS-CoV-2 y ectodominios de varias cepas de coronavirus, medidas por ELISA. Ver el Ejemplo 8.
Los mAb recombinantes se analizaron mediante ELISA en un intervalo de concentracion de 5 a 0,00028 mg/ml.
RBD2: Dominio de unién al receptor del SARS-CoV-2. RBD1: Dominio de union al receptor del SARS-CoV
(también denominado aqui como SARS-CoV-1). Spike: trimero de prefusion estabilizado del coronavirus
indicado. Algunos anticuerpos se expresaron de forma recombinante como IgG1 (rlgG1) y algunos anticuerpos
se expresaron de forma recombinante como IgG1 con la mutacion MLNS (M428L y N434S (numeracion de la
UE)) en la Fc (rlgG1-LS).

Figuras 19A y 19B: muestran la capacidad de ciertos anticuerpos para interferir con la uniéon de RBD a ACE2
humana, como se describe en el Ejemplo 13. Se cargé ACE2 humano (hACE2) en sensores BLI, seguido de
incubacion de los sensores con RBD solo o RBD en combinacién con anticuerpo recombinante. La linea
discontinua vertical indica el inicio de la carga de RBD con o sin anticuerpo. RBD: Dominio de unién al receptor.
La Figura 19A muestra la unién de RBD de SARS-CoV-1 a ACE2. La Figura 19B muestra la unién de RBD de
SARS-CoV-2 a ACE2.

Figuras 20A y 20B: muestran la afinidad de unién y la avidez del anticuerpo S309 IgG (Figura 20A) frente a
S309 Fab (Figura 20B) para RBD de SARS-CoV-1 (parte inferior de cada figura) y RBD de SARS-CoV-2 (parte
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superior de cada figura), como se describe en el ejemplo 10. Tanto para IgG como para Fab: VH SEQ ID
NO.:105; VL SEQ ID NO.:168. Se cargd RBD en pines BLI y se midié la asociacion de diferentes
concentraciones de S309-IgG-MLNS o S309 Fab. Las lineas discontinuas verticales indican el inicio de la fase
de disociacion cuando los pines BLI se cambiaron a un tampén.

Figuras 21A-21C: muestran la reactividad de los anticuerpos S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83),
S306 (VH SEQ ID NO.:87; VL SEQ ID NO.:91), S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168) y S310 (VH
SEQ ID NO.:155; VL SEQ ID NO.:159) contra SARS-CoV-2, como se describe en el Ejemplo 15. La Figura 21A
muestra la reactividad de los anticuerpos S304, S306, S309 y S310 contra el lisado extraido con TX100 de
células Vero E6 infectadas con SARS-CoV-2. La Figura 21B muestra la reactividad de los mismos anticuerpos
contra lisado extraido con SDS de células Vero E6 infectadas con SARS-CoV-2. La Figura 21C muestra la
reactividad de suero de convaleciente de SARS-CoV-1 humano frente al lisado extraido con TX100 o extraido
con SDS de células Vero E6 infectadas con SARS-CoV-2. Las Figuras 21A y 21B también muestran datos para
el anticuerpo comparativo LCA57, que es especifico para la proteina de la espicula de MERS-CoV (Corti et al.
PNAS 112(33):10473-10478 (2015).

Figuras 22A-22D: muestran la neutralizacion de la infeccion por SARS-CoV-2 mediante anticuerpos evaluada
mediante inhibicion de la expresion de nucleoproteinas (NP) a las 24 y 45 horas posteriores a la infeccién. Ver
el Ejemplo 16. La Figura 22A muestra la neutralizacion de la infeccion por SARS-CoV-2 mediante S304 (VH
SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83). La Figura 22B muestra la neutralizacion de la infeccion por SARS-CoV-2
mediante S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168). La Figura 22C muestra la neutralizacion de la
infeccion por SARS-CoV-2 mediante la combinaciéon de S304 y S309. La figura 22D muestra la neutralizacion
de control de la infeccion por SARS-CoV-2 mediante el anticuerpo comparativo LCA57, que es especifico para
la proteina de la espicula de MERS-CoV (Corti et al. PNAS 112(33):10473-10478 (2015)).

Figura 23: muestra la neutralizacion de la infeccién por los anticuerpos S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID
NO.:168) y S315 (VH SEQ ID NO.:178; VL SEQ ID NO.:182), solos o en combinacion, contra el virus
pseudotipado SARS-CoV-2, como se describe en el Ejemplo 5.

Figuras 24A y 24B: muestran los efectos dependientes de anticuerpos de ciertos anticuerpos de la presente
descripcion contra células infectadas modelo, como se describe en el Ejemplo 14. La Figura 24A muestra la
citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos (ADCC) utilizando células efectoras NK
primarias y células ExpiCHO que expresan SARS- CoV-2 como células diana. El grafico muestra el % de muerte
de células diana después de incubacion con el anticuerpo o con la combinacién de anticuerpos que se muestra
en la leyenda. La Figura 24B muestra la ADCC para el(los) anticuerpo(s) indicado(s), calculada como area bajo
la curva (AUC). Panel izquierdo: AUC determinada usando células FcyRllla con genotipo VV; panel derecho:
AUC determinada para células FcyRllla con genotipo FF o FV.

Figuras 25A y 25B: muestran otros efectos dependientes de anticuerpos de ciertos anticuerpos de la presente
descripcion, como se describe en el Ejemplo 14. La Figura 25A muestra la fagocitosis celular dependiente de
anticuerpos (ADCP) utilizando PBMC como células fagociticas y células ExpiCHO que expresan SARS-CoV-2
marcadas con PKF67 como células diana. El grafico muestra la intensidad de fluorescencia media (MFI) de las
PBMC después de la incubacion con células diana y anticuerpos, determinada para un donante representativo
con alta afinidad para FcyRllla (los simbolos muestran la media + SD de duplicados). La Figura 25B muestra
la ADCP para el(los) anticuerpo(s) indicado(s), calculada como area bajo la curva (AUC).

Figura 26: muestra la union de anticuerpos medida por citometria de flujo. La unién del anticuerpo S309 a la
proteina de la espicula de SARS-CoV-2 expresada en células Expi-CHO se detectdé con un anticuerpo
secundario marcado con fluorescencia.

Figura 27: muestra la unién del anticuerpo S309 (marcado como "11" en la clave de la figura) y cuatro variantes
disefiadas de S309 (marcadas como "12" a "15", respectivamente) a la proteina S, medida por citometria de
flujo. Ver el Ejemplo 9. Los cuatro anticuerpos variantes disefiados son los siguientes: S309 N55Q comprende
una mutacion N55Q en CDRHZ2, resultando en una secuencia VH variante (SEQ ID NO: 113) y una secuencia
VL de tipo salvaje (SEQ ID NO: 168) de S309; S309 W50F comprende una secuencia de VH variante de W50F
(SEQ ID NO: 129) y la secuencia de VL de tipo salvaje (SEQ ID NO: 168) de S309; S309 W105F comprende
una secuencia VH variante de W105F (SEQ ID NO: 119) y la secuencia VL de tipo salvaje (SEQ ID NO: 168)
de S309; y S309 W50F/G56A/W105F comprende una secuencia VH variante W50F/G56A/W105F (SEQ ID
NO.:172) y la secuencia VL de tipo salvaje de S309. En la Figura 27, S309 N55Q esta etiquetado como "12",
S309 W50F esta etiquetado como "13", S309 W105F esta etiquetado como "14" y S309 W50F-G56A-W105F
esta etiquetado como "15”. La unién del anticuerpo a la proteina de la espicula del SARS-CoV-2 expresada en
células Expi-CHO se detectd con un anticuerpo secundario marcado con fluorescencia. Se muestran los datos
de dos experimentos.
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Figura 28: muestra la neutralizacion de la infeccion por el anticuerpo S309 (denominado en la figura "Variante-
11 (wt)") y cuatro anticuerpos variantes de S309 contra virus pseudotipados de SARS-CoV-2, como se describe
en el Ejemplo 19. En la Figura 28, S309 N55Q esta etiquetado como "Variante-12", S309 W50F esta etiquetado
como "Variante-13", S309 W105F esta etiquetado como "Variante-14" y S309 W50F-G56A- W105F esta
etiquetado como "Variante-15". Los virus pseudotipados son VSV pseudotipados con la proteina de la espicula
de SARS-CoV-2.

Figura 29: muestra un resumen de los resultados de los ensayos de union y neutralizacién de pseudovirus para
el anticuerpo S309 ("S309-WT") y cuatro variantes disefiadas de S309 ("N55Q"; "W50F"; "W105F";
"W50F/G56A/W105F"). La linea horizontal discontinua muestra el cambio de funcién de variantes disefiadas
frente a la linea de base S309-WT. Las barras sombreadas de forma diferente muestran la unién a RBD
glicosilado segun se mide mediante SPR, la unién a RBD desglucosilado segun se mide mediante SPR, la
uniodn a células que expresan antigenos segun se mide mediante FACS y la neutralizacién segun se mide
empleando pseudovirus de SARS-CoV-2.

Figuras 30A-30F: muestran la cinética de union de anticuerpos de ejemplo a RBD glicosilado o desglicosilado
de SARS-CoV-2 medida mediante SPR. Ver el Ejemplo 18. Se ensayaron los anticuerpos S309 (con
secuencias de aminoacidos VH (SEQ ID NO.:105) y VL (SEQ ID NO.:168) de tipo salvaje S309), S309 N55Q,
S309 W50F, S309 W105F y S309 W50F/G56A/W105F. La Figura 30A muestra la cinética de union del
anticuerpo de tipo salvaje S309 (2 réplicas del experimento). La Figura 30B muestra la cinética de unién de
S309 N55Q (abajo), en comparacion con el anticuerpo de tipo salvaje S309 (arriba). La Figura 30C muestra la
cinética de union de S309 W50F (abajo) en comparacion con el anticuerpo de tipo salvaje S309 (arriba). La
figura 30D muestra la cinética de uniéon de S309 W105F (abajo) en comparacion con el anticuerpo de tipo
salvaje S309 (arriba). La Figura 30E muestra la unién de S309 W50F/G56A/W105F (abajo) en comparacion
con el anticuerpo de tipo salvaje S309 (arriba). La Figura 30F muestra la union de S309 W50F/G56A/W105F
utilizando un periodo de inyeccion de 10 minutos (panel superior) o un periodo de inyeccion de 3 minutos (panel
inferior).

Figura 31: muestra la activacion de FcyRIlla de alta afinidad (158V) (panel izquierdo) o de baja afinidad (158F)
(panel derecho) por los anticuerpos S303 (VH SEQ ID NO.:63; VL SEQ ID NO: 67), S304 (VH SEQ ID NO: 79
VL SEQ ID NO.:83), S306 (VH SEQ ID NO.:87; VL SEQ ID NO.:91), S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID
NO.:168) y una combinacion de S309 y S315, junto con el anticuerpo comparativo S230. Ver Ejemplo 20. La
activacion se midié usando células ExpiCHO que expresan S de SARS-CoV-2 como células diana y células
reporter Jurkat transfectadas de manera estable con el gen reporter de luciferasa dirigido por NFAT. La
activacion de FcyRllla resulta en la expresion mediada por NFAT del gen reporter de luciferasa. Los resultados
son de un experimento, una o dos medidas por mAb.

Figura 32: muestra la activacion de FcyRIla por anticuerpos de ejemplo S303 (VH SEQ ID NO.:63; VL SEQ ID
NO.:67), S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83), S306 (VH SEQ ID NO.:87; VL SEQ ID NO.:91), S309
(VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168) y una combinacion de S309 y S315, junto con el anticuerpo
monoclonal comparativo S230. Ver el Ejemplo 20. La activaciéon se midié6 usando células ExpiCHO que
expresan S de SARS-CoV-2 como células diana y células reporter Jurkat transfectadas de manera estable con
el gen reporter de luciferasa dirigido por NFAT. La activacion de FcyRlla resulta en la expresion mediada por
NFAT del gen reporter de luciferasa.

Figuras 33A y 33B: muestran la union de los anticuerpos S303 (VH SEQ ID NO.:63; VL SEQ ID NO.:67), S304
(VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83), S306 (VH SEQ ID NO.:87; VL SEQ ID NO.:91), S309 (VH SEQ ID
NO.:105; VL SEQ ID NO.:168), S310 (VH SEQ ID NO.:155; VL SEQ ID NO.:159) y S315 (VH SEQ ID NO.:178;
VL SEQ ID NO.:182), junto con los anticuerpos comparativos S110, S230 y S109, contra la proteina S
expresada en una superficie celular. Ver el Ejemplo 9. La Figura 33A muestra la unién a células ExpiCHO
transfectadas con proteina S de SARS-CoV-2. La Figura 33B muestra la union a células ExpiCHO transfectadas
con proteina S de SARS- CoV-1. La intensidad de fluorescencia media se midié por citometria de flujo para
cada anticuerpo. Las concentraciones de anticuerpos analizadas se indican en el eje X.

Figura 34: muestra la neutralizacion de la infeccion por los anticuerpos de ejemplo S303 (VH SEQ ID NO.:63;
VL SEQ ID NO.:67), S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83), S306 (VH SEQ ID NO.:87; VL SEq ID
NO.:91), S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168), S310 (VH SEQ ID NO.:155; VL SEQ ID NO.:159) y
S315 (VH SEQ ID NO.:178; VL SEQ ID NO.:182) contra el virus pseudotipado SARS-CoV-1. Ver el Ejemplo 4.

Figuras 35A y 35B: muestran la conservacién de los residuos de la proteina de la espicula, como se describe
en el Ejemplo 21. La Figura 35A muestra variantes de la proteina de la espicula con una frecuencia n > 1 como
esferas mapeadas en la forma cerrada (izquierda) y abierta (derecha) del ectodominio trimérico completo de la
espicula. EI RBD y otros dominios de la proteina de la espicula se muestran como se indica. Se muestran 40
mutaciones (de un total de 2229). Solo el residuo 367 (n=8) esta resaltado en el RBD y los residuos 476 (n=7)
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y 483 (n=17) no lo estan. La Figura 35B muestra la prevalencia de variantes en la glicoproteina de la espicula
por aminoacido. Cada punto es una variante distinta. Se muestran las ubicaciones del Dominio A y RBD. Las
variantes que superan un umbral de frecuencia del 0,1 % son como se indicada.

Figura 36: muestra la neutralizacion de SARS-CoV-2 -MLV por el anticuerpo S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL
SEQ ID NO.:168) combinado con una cantidad equimolar del anticuerpo S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEC ID
N°: 83). Para cocteles de anticuerpos, la concentracion mostrada en el eje X es la de los anticuerpos
individuales. Ver el Ejemplo 4.

Figura 37: muestra la neutralizacion de SARS-CoV2-MLV por S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168)
combinado con una cantidad equimolar del anticuerpo S315 (VH SEQ ID NO.:178; VL SEQ ID NO.:182). Para
cocteles de anticuerpos, la concentracion mostrada en el eje X es la de los anticuerpos individuales. Ver el
Ejemplo 4.

Figuras 38A-38D: muestran la unién de ciertos anticuerpos a RBD de SARS-CoV-2 y SARS-CoV-1, como se
describe en el Ejemplo 6. Los anticuerpos se expresaron de forma recombinante y la union se ensay6 mediante
ELISA. Se recubrieron placas ELISA de 96 pocillos con RBD de SARS-CoV-2 (produccién propia; residuos
331-550 de la proteina de la espicula de BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019, niumero de acceso MN908947) a 10
pg/mly con RBD de SARS-CoV-1 (Sino Biological, 40150-V08B1) a 1 ug/ml. Después de bloquear con 1% de
BSA en PBS, se anadieron anticuerpos a las placas y se incubaron a temperatura ambiente durante una hora.
Las placas se lavaron y se afadid el anticuerpo secundario IgG-AP antihumano de cabra (Southern
Biotechnology, 2040-04). Se us6 el sustrato p-nitrofinilfosfato (pNPP, Sigma-Aldrich, 337 71768) para el
desarrollo del color. La DO405 se analizé en un lector de placas ELx808IU (Biotek). El panel izquierdo de cada
figura muestra la unién a RBD SARS-CoV-2 y el panel derecho muestra la uniéon a RBD SARS-CoV-1.

Figuras 39A y 39B: muestran la unién de ciertos anticuerpos a la proteina de la espicula de SARS-CoV-2 y
SARS-CoV- 1, como se describe en el Ejemplo 9. Se transfectaron células Expi-CHO transitoriamente con
phCMV1-SARS-CoV-2 -S, SARS-spike-pcDNA.3 (cepa SARS) o phCMV1 vacio usando Expifectamine CHO
Enhancer. Dos dias después de la transfeccion, se recolectaron las células para inmunotincion con anticuerpos.
Para la deteccion se utilizé un anticuerpo secundario FC anti-lgG marcado con Alexa647. La unién de los
anticuerpos a las células transfectadas se analizd por citometria de flujo utilizando un analizador de células
ZE5 (BioRad). La Figura 39A muestra la unioén del anticuerpo recombinante S300 (VH SEQ ID NO.:1; VL: SEQ
ID NO.:5). La Figura 39B muestra la unién del anticuerpo recombinante S307. Los simbolos muestran los
valores de una sola medida. El panel izquierdo de cada figura muestra los datos como % de células positivas
y el panel derecho muestra los datos como intensidad de fluorescencia media (MFI).

Figuras 40A y 40B: muestran la unién de anticuerpos de ejemplo a glicoproteinas S de SARS-CoV-2 (Figura
40A) o SARS-CoV-1 (Figura 40B) expresadas en la superficie de células ExpiCHO, como se describe en el
Ejemplo 9. Los simbolos son la media de duplicados a partir de un experimento.

Figuras 41A y 41B: muestran la afinidad de unién y la avidez de S309 IgG (Figura 41A) y S309 Fab (Figura
41B) para RBD de SARS-CoV-2 (panel superior) o la proteina espicula de SARS-CoV-2 (panel inferior). Tanto
para IgG como para Fab: VH SEQ ID NO.:105 y VL SEQ ID NO.:168. Ver el Ejemplo 11. EI RBD biotinilado de
SARS-CoV-2 o el trimero de ectodominio S de prefusion de SARS-CoV-2 biotinilado se cargaron en
biosensores de estreptavidina y se midié la asociacion con diferentes concentraciones de S309-IgG-MLNS (que
comprende las mutaciones M428L y N434S Fc (numeracion de la UE)) o S309 Fab. Las lineas discontinuas
verticales indican el inicio de la fase de disociacion cuando los biosensores se cambiaron a un tampén.

Figuras 42A y 42B: muestran la unién de los anticuerpos S303, S304, S306, S309, S310 y S315, junto con los
anticuerpos comparativos S110, S124, S230 y S109, a la proteina S expresada en una superficie celular. Ver
el Ejemplo 9. La figura 42A muestra la union a células ExpiCHO transfectadas con proteina S de SARS-CoV-
2. La Figura 42B muestra la unién a células ExpiCHO transfectadas con proteina S de SARS-CoV-1. La
intensidad de fluorescencia media se midié por citometria de flujo para cada anticuerpo. Las concentraciones
de anticuerpos analizadas se indican en el eje X.

Figura 43: muestra la conservacion de los residuos de la proteina de la espicula, como se describe en el
Ejemplo 21. Variantes de la proteina de la espicula se soportaron en al menos dos secuencias indicadas como
esferas mapeadas en forma cerrada (izquierda) y abierta (derecha) del ectodominio de la espicula trimérico
completo. El RBD y otros dominios de la proteina de la espicula se muestran como se indica. Se muestran 171
variantes (de un total de 11.839 secuencias de la proteina de la espicula analizadas).

Figuras 44A-44C: muestran la seleccion de resistencia del SARS-CoV-2, como se describe en el Ejemplo 23.
La Figura 44A es un diagrama de flujo que muestra un método para la seleccion de resistencia. La figura 44B
es una linea de tiempo que muestra el procedimiento utilizado para cada paso del proceso de selecciéon de
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resistencia. La Figura 44C muestra los resultados de la seleccion de SARS-CoV-2 resistente al anticuerpo S309
N55Q MLNS GAALIE, que comprende un VH segun la SEQ ID NO.:113 y un VL segun la SEQ ID NO.:168, con
las mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y N434S en la Fc (numeracion UE).

Figura 45: muestra la citotoxicidad dependiente de anticuerpos de ciertos anticuerpos de la presente
descripcion utilizando células NK primarias como células efectoras y células ExpiCHO que expresan SARS-
CoV-2 como células diana. Ver el Ejemplo 14. El grafico muestra el porcentaje de eliminacion de células diana
después de incubacion con anticuerpos S309 LS (también denominado aqui S309 MLNS), S309 GRLR
(G236R/L328R; variante de union sin FcR) 0 S309 LS GAALIE (también denominado aqui S309 MLNS GAALIE,
que comprende las mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y N434S Fc (numeracion de la UE)).

Figura 46: muestra la neutralizacién de la infeccion por SARS-CoV-2 en células de pulmén humano Calu-3 y
células VeroE6 por el anticuerpo S309 N55Q MLNS, como se describe en el Ejemplo 24.

Figura 47: muestra la neutralizacion de la infeccion por SARS-CoV-2 por el anticuerpo S309 (VH SEQ ID
NO.:105; VL SEQ ID NO.:168), segun se detecta en el ensayo de nano luciferasa. Ver el Ejemplo 25. El eje X
muestra la concentracion de anticuerpos. Las tres curvas representan ensayos que utilizan tres
concentraciones virales diferentes en unidades MOI (multiplicidad de infeccién), como se muestra en la Figura
clave de la derecha. Los datos se recopilaron seis horas después de la infeccion con el virus SARS-CoV-2. Los
valores IC50 calculados para cada MOI se muestran en los recuadros debajo del grafico.

Figuras 48A y 48B: muestra la neutralizacion de la infeccion por SARS-CoV-2 por el anticuerpo S309 (VH SEQ
ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168) analizado por IFA (ensayo de anticuerpos de inmunofluorescencia). Ver el
Ejemplo 25. Los datos se recopilaron seis horas después de la infeccion con el virus SARS-CoV-2. La Figura
48A muestra fotografias de pocillos representativos en los que los nucleos celulares se tifieron de azul y la
nucleocapside del SARS-CoV-2 se tifid de rojo, apareciendo mas brillante en las fotografias. Cada punto rojo
en cada imagen representa una célula infectada individual. La neutralizacién de la infeccion por el anticuerpo
S309 se puede observar como una disminucién del nimero de puntos brillantes, que indican las células
infectadas, a medida que aumenta la concentracion de S309. Las concentraciones de anticuerpos se muestran
en la parte superior y las concentraciones virales en unidades MOI (multiplicidad de infeccion) se muestran a
la izquierda. La Figura 48B muestra datos cuantificados del ensayo IFA. Los valores IC50 calculados para cada
MOI se muestran en los recuadros debajo del grafico.

Figura 49: muestra la neutralizacion de la infeccion por SARS-CoV-2 por los anticuerpos S309 N55Q LS
(también denominado aqui S309 N55Q MLNS, que comprenden mutaciones M428L/N434S Fc (numeracion de
la UE)) y S309 N55Q LS GAALIE (también denominado aqui S309 N55Q MLNS GAALIE, que comprende las
mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y N434S Fc (numeracion de la UE)). Ver el Ejemplo 26. Cada uno
de S309 N55Q LS y S309 N55Q LS GAALIE comprende un VH con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO.:113 y un VL con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.:168. Los datos representan la media de
cuadruplicadostdesviacion estandar. El grafico que se muestra es representativo de tres experimentos
independientes.

Figuras 50A y 50B: muestran la neutralizacion de la infeccion por virus pseudotipados de SARS-CoV-2
utilizando anticuerpos S309 N55Q LS (también denominados aqui S309 N55Q MLNS, que comprenden
mutaciones M428L/N434S Fc (numeracién de la UE)) (Figura 50A) y S309 N55Q LS GAALIE (también
denominado aqui S309 N55Q MLNS GAALIE, que comprende las mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y
N434S Fc (numeracion UE)) (Figura 50B). Ver el Ejemplo 27. Los virus pseudotipados son VSV pseudotipados
con la proteina de la espicula de SARS-CoV-2. Los datos representan la media de duplicadostdesviacion
estandar. Cada grafico que se muestra es representativo de cuatro experimentos independientes.

Figuras 51A y 51B: muestran la unién de los anticuerpos S309 N55Q MLNS (Figura 51A) y S309 N55Q MLNS
GAALIE (Figura 51B) al RBD de SARS-CoV-2, medida por resonancia de plasmén superficial (SPR). Ver el
Ejemplo 28. Los valores son de dos experimentos independientes.

Figuras 52A y 52B: muestran la unién de los anticuerpos S309 N55Q LS (también denominado aqui S309 N55Q
MLNS, que comprende mutaciones M428L/N434S Fc (numeracion de la UE)) (Figura 52A) y S309 N55Q LS
GAALIE (también denominado aqui S309 N55Q MLNS GAALIE, que comprende mutaciones G236A, A330L,
I332E, M428L y N434S Fc (numeracion de la UE)) (Figura 52B) a la proteina de la espicula de SARS-CoV-2
expresada en la superficie celular, medida por citometria de flujo. Ver el Ejemplo 29. Los datos se expresan
como porcentaje de células identificadas como positivas para la unién de anticuerpos. Los resultados
mostrados son de un experimento y representativos de tres experimentos individuales independientes
realizados.
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Figura 53: muestra la unién de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE a FcyRlla
humano (alelo R131 de baja afinidad y H131 de alta afinidad), FcyRllla (alelo F158 de baja afinidad y V158 de
alta afinidad) y FCyRIIb, usando SPR. Ver el Ejemplo 30. Los FcyR purificados biotinilados se capturaron en la
superficie del chip sensor antes de la inyeccion del anticuerpo. Los perfiles de asociacién y disociacion
(separados por la linea de puntos vertical en cada grafico) se midieron en tiempo real como cambio en la sefial
SPR.

Figura 54: muestra la unién de anticuerpos S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) LS (también
denominado aqui S309 MLNS, que comprende mutaciones M428L/N434S Fc), S309 N55Q (VH: SEQ ID
NO.:113; VL: SEQ ID NO.:168) LS (también denominado aqui S309 N55Q MLNS, que comprende mutaciones
M428L/N434S Fc (numeracion de la UE)), y S309 N55Q LS GAALIE (también denominado aqui S309 N55Q
MLNS GAALIE, que comprende las mutaciones G236A, A330L, 1332E, M428L y N434S Fc (numeracion de la
UE)) para complementar el componente C1q, medido por BLI en un instrumento Octet. Ver el Ejemplo 31. Los
perfiles de asociacion y disociacion (separados por la linea de puntos vertical en el grafico) se midieron en
tiempo real como cambio en el patron de interferencia.

Figuras 55A-55D: muestran la activacion in vitro de FcyR humanos por los anticuerpos S309 (VH: SEQ ID
NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) LS (también denominado aqui S309 MLNS, que comprende mutaciones
M428L/N434S Fc), S309 N55Q (VH: SEQ ID NO.:113; VL SEQ ID NO.:168) LS (también denominado aqui
S309 N55Q MLNS, que comprende mutaciones M428L/N434S Fc) (numeracion de la UE) y S309 N55Q LS
GAALIE (también denominado aqui S309 N55Q MLNS GAALIE, que comprende las mutaciones G236A,
A330L, 1332E, M428L y N434S Fc (numeracion de la UE)), junto con el anticuerpo de control negativo S309
GRLR. Ver el Ejemplo 32. Las células CHO transfectadas de manera estable con la proteina de la espicula de
SARS-CoV-2 sirvieron como dianas de anticuerpos. Se incubaron diluciones seriadas del anticuerpo con las
células diana a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se resuspendieron células efectoras Jurkat que
expresan el FcyR indicado y disefiadas con un indicador de luciferasa mediado por NFAT en tampén de ensayo
y luego se agregaron a las placas de ensayo. Después de incubacion a 37 °C durante 18 horas, se afiadio el
reactivo de ensayo de luciferasa Bio-Glo™ (Promega) y se cuantific la luminiscencia con un luminémetro (Bio-
Tek). Los graficos muestran la activacion de FcyRIla humano (arriba a la izquierda), FcyRIlb (arriba a la
derecha), FcyRllla alelo F158 de baja afinidad (abajo a la izquierda) y FCyRIIb alelo V158 de alta afinidad
(abajo a la derecha). Los datos mostrados son mediastdesviacion estandar de los duplicados.

Figuras 56A y 56B: muestran in vitro la muerte mediada por células NK (ADCC) de células que expresan la
proteina de la espicula de SARS-CoV-2 en presencia de anticuerpos S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID
NO.:168) LS (también denominado aqui S309 MLNS, que comprende mutaciones M428L/N434S Fc), S309
N55Q (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) LS (también denominado aqui S309 N55Q MLNS, que
comprende mutaciones M428L/N434S Fc (numeracion de la UE)), o S309 N55Q LS GAALIE (también
denominado aqui S309 N55Q MLNS GAALIE, que comprende las mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y
N434S Fc (numeracién de la UE)), o el anticuerpo de control S309 GRLR. Ver el Ejemplo 33. Se incubaron
diluciones en serie de anticuerpo (diluidas en serie 10 veces en medio AIM-V de 40.000 ng/ml a 0,075 ng/ml)
con células CHO-CoV-2 Spike durante 10 minutos antes de mezclarlas con células NK durante 4 horas. Las
células NK se aislaron recientemente de dos donantes previamente genotipados para la expresion
homocigotica de baja afinidad (F/F158; Figura 56A) o alta afinidad (V/V158; Figura 56B). La ADCC se midid
utilizando el ensayo de liberacion de LDH. Los datos mostrados son mediastdesviacion estandar de
cuadruplicados.

Figura 57: muestra la fagocitosis mediada por monocitos (ADCP) in vitro de células que expresan la proteina
de la espicula de SARS-CoV-2 en presencia de los anticuerpos S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID
NO.:168) LS (también denominado aqui S309 MLNS, que comprende mutaciones M428L/N434S Fc), S309
N55Q (VH: SEQ ID NO.:113; VL: SEQ ID NO.:168) LS (también denominado aqui S309 N55Q MLNS, que
comprende M428L y mutaciones N434S Fc (numeracion de la UE)) o S309 N55Q LS GAALIE (también
denominado aqui S309 N55Q MLNS GAALIE, que comprende las mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y
N434S Fc (numeracién de la UE)), o el anticuerpo de control S309 GRLR. Ver el Ejemplo 33. Los anticuerpos
se incubaron con células CHO-CoV-2-Spike marcadas con PKH67 recién aisladas, durante 10 minutos, antes
de mezclarlas con PBMC marcado con trazas de violeta. La actividad de ADCP se midié después de la
incubacion durante la noche mediante citometria de flujo como porcentaje de monocitos CD14+ que eran
doblemente positivos para PKH67 y las células de PBMC etiquetadas con trazas de violeta. Los datos
mostrados son mediastdesviacion estandar de los duplicados.

Figuras 58A y 58B: muestran que el anticuerpo S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) inhibe la
fusion célula-célula mediada por la proteina de la espicula de SARS-CoV-2. Ver el Ejemplo 34. La Figura 58A
muestra micrografias de células disehadas para sobreexpresar la proteina Spike de SARS-CoV-2 en presencia
(panel inferior) o ausencia (panel superior) de S309. La Figura 58B muestra los datos cuantificados del ensayo
de inhibicion de la fusién a varias concentraciones de anticuerpo.
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Figura 59: proporciona datos de un ensayo de unidades formadoras de colonias (FFU) que muestran que los
anticuerpos variantes S309 N55Q no provocan una mejora mediada por anticuerpos de la replicacion de SARS-
CoV-2 en células dendriticas o PBMC derivadas de donantes humanos. Ver el Ejemplo 35.

Figura 60: muestra la expresion (inmunofluorescencia) de los transgenes DC-SIGN/L-SIGN, DC-SIGN y ACE2
en células HEK293T disefiadas para sobreexpresar la proteina indicada. Ver el Ejemplo 37.

Figura 61: muestra los niveles de infeccion por pseudovirus VSV en células HEK293T de tipo salvaje y en
células HEK293T disefiadas para sobreexpresar DC-SIGN, L-SIGN o ACE2. El pseudovirus expresd una
proteina de recombinante de la espicula de SARS-CoV-2 con reporter de luciferasa. Ver el Ejemplo 37.

Figura 62: muestra la neutralizacién por el anticuerpo monoclonal S309 (VH de SEQ ID NO.:105, VL de SEQ
ID NO.:168) de la infeccion por pseudovirus VSV en células HEK293T disefiadas para sobreexpresar DC-SIGN,
L-SIGN o ACEZ2. En este ejemplo, el anticuerpo S309 incluye las mutaciones M428L y N434S Fc (numeracion
de la UE). Ver el Ejemplo 37.

Figura 63: muestra los niveles de infeccion por SARS-CoV-2 vivo en células HEK293T de tipo salvaje y en
células HEK293T disefiadas para sobreexpresar DC-SIGN, L-SIGN o ACE2. La infeccion se determind
utilizando una proteina S recombinante con reporter de luciferasa. Ver el Ejemplo 37.

Figura 64: muestra la neutralizacion por ejemplo del anticuerpo monoclonal S309 (VH de SEQ ID NO.:105, VL
de SEQ ID NO.:168) de infeccién viva por SARS-CoV-2 en células HEK293T disefiadas para sobreexpresar
DC-SIGN, L-SIGN, o ACE2. En este ejemplo, el anticuerpo S309 incluye las mutaciones M428L y N434S Fc
(numeracion de la UE). Ver el Ejemplo 37.

Figura 65: muestra la expresion (inmunofluorescencia) de los transgenes L-SIGN, DC-SIGN, SIGLEC1 y ACE2
en células HEK293T disefiadas para sobreexpresar la(s) proteina(s) indicada(s). Ver el Ejemplo 37.

Figura 66: muestra los niveles de infeccion por SARS-CoV-2 vivo en células HEK293T de tipo salvaje y en
células HEK293T disefiadas para sobreexpresar DC-SIGN, L-SIGN, SIGLEC-1 o ACE2. La infeccién se
determind utilizando una proteina S recombinante con reporter de luciferasa. Ver el Ejemplo 37.

Figura 67: muestra la neutralizacion por ejemplo del anticuerpo monoclonal S309 (VH de SEQ ID NO.:105, VL
de SEQ ID NO.:168) de la infeccion viva por SARS-CoV-2 en células HEK293T disefiadas para sobreexpresar
DC-SIGN, L-SIGN, SIGLEC-1 o ACE2. En este ejemplo, el anticuerpo S309 incluye las mutaciones M428L y
N434S Fc (numeracion de la UE). Ver el Ejemplo 37.

Figuras 68A y 68B: muestran el analisis de expresion de proteinas receptoras que incluyen CD209 (DC-SIGN)
y proteinas SIGLEC en varios tipos de células. El tamafio del punto se correlaciona con el porcentaje de células
del tipo indicado que expresan la proteina y la intensidad del sombreado del punto se correlaciona con el nivel
de expresion de la proteina. Ver el Ejemplo 37.

Figura 69: muestra la infeccion por SARS-CoV-2 vivo que expresa N-luciferasa en células HEK293T
("parentales") o células HEK293T que expresan de manera estable DC-SIGN, L- SIGN, SIGLEC-1 o ACE2. Los
datos representan experimentos que ensayan SARS-CoV-2 en tres multiplicidades de infeccién (MOI). Ver el
Ejemplo 37.

Figura 70: muestra la infeccidon por VSV seudotipado de SARS-CoV-2 en células HEK293T, células HelLa y
células MRC5 transducidas transitoriamente con lentivirus para expresar DC-SIGN, L-SIGN, SIGLEC-1 o
ACE2. Las células no infectadas se muestran como control negativo. Ver el Ejemplo 37.

Figuras 71A y 71B: muestran la unién (medida por interferometria de biocapa) de S309, S309 N55Q MLNS,
S309 N55Q MLNS GAALIE (Figura 71A) y los anticuerpos comparativos REGN10933 y REGN10987 (Figura
71B) a WT y variantes mutadas de RBD. Ver el Ejemplo 39.

Figura 72: muestra la neutralizacion de SARS-CoV-2 ("WT" = Wuhan-Hu-1; "UK" = SARS-CoV-2 variante
B.1.1.7; y "SA" = variante B.1.351) pseudovirus MLV en células Vero-E6 por anticuerpos S309, como se
describe en el Ejemplo 39. También se evaluaron los anticuerpos comparativos REGN10987, REGN10933 y
la combinacién de REGN10987 + REGN10933.

Figuras 73A-73D: muestran que S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168) proporciona una proteccion
solida in vivo contra el desafio de SARS-CoV-2. Se inyectd a hamsteres sirios la cantidad indicada de mAb 48
horas antes del desafio intranasal con SARS-CoV-2. (A) Cuantificacion de ARN viral en los pulmones 4 dias
después de la infeccion. (B) Cuantificacion del virus replicante en homogeneizados de pulmdn recolectados 4
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dias después de la infeccion usando un ensayo TCID50. (C) La puntuacion histologica del tejido pulmonar se
evalud 4 dias después de la infeccién. (D) La concentracion de mAb medida en suero antes de la infeccion (dia
0) se correlaciona inversamente con la carga de ARN viral en el pulmén 4 dias después de la infeccion. Ver el
Ejemplo 38.

DESCRIPCION DETALLADA

Se proporcionan aqui anticuerpos y fragmentos de union a antigeno que son capaces de unirse a SARS-CoV-
2 (p. €j. una glicoproteina de superficie de SARS-CoV-2 y/o RBD, como se describe aqui, en un virion de SARS-
CoV-2 y/o expresado en la superficie de una célula huésped, tal como una célula infectada por SARS-CoV-2 ).
Especificamente, se proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de unién a antigeno del mismo que
comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de la
region determinante de la complementariedad (CDR) H1 indicada en la SEQ ID NO.:106, la secuencia de
aminoacidos CDRH2 indicada en la SEQ ID NO.:121, y la secuencia de aminoacidos CDRH3 indicada en la
SEQ ID NO.:108, y un dominio de variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos
CDRL1 indicada en la SEQ ID NO.:169, la secuencia de aminoacidos CDRL2 indicada en la SEQ ID NO.:170
y la secuencia de aminoacidos CDRL3 indicada en la SEQ ID NO.:171, donde el anticuerpo o el fragmento de
union a antigeno es capaz de unirse a una glicoproteina de superficie (S) de SARS-CoV-2. Una célula huésped
puede ser, por ejemplo, una célula de pulmén o una célula CHO (tal como, por ejemplo, una célula ExpiCHO
transfectada para expresar la glicoproteina de superficie). En determinadas realizaciones, los anticuerpos y los
fragmentos de union a antigeno pueden neutralizar una infeccion por SARS-CoV-2 en un modelo de infeccion
in vitro. También se proporcionan el uso de los anticuerpos para tratar (p. €j. reducir, retrasar, eliminar o
prevenir) una infecciéon por SARS- CoV-2 en un sujeto.

Antes de exponer esta descripcion con mas detalle, puede ser util para su comprension proporcionar
definiciones de ciertos términos que se utilizaran en este documento.

Se establecen definiciones adicionales a lo largo de esta descripcion.

Tal como se usa aqui, "SARS-CoV-2 ", también denominado aqui "coronavirus de Wuhan" o "virus de la
neumonia del mercado de mariscos de Wuhan" o "Wuhan CoV", o "nuevo CoV" o0 "nCoV" 0 "2019 nCoV" o
"Wuhan nCoV", es un betacoronavirus que se cree que es del linaje B (sarbecovirus). EIl SARS-CoV-2 se
identificd por primera vez en Wuhan, provincia de Hubei, China, a fines de 2019 y se propagé dentro de China
y a otras partes del mundo a principios de 2020. Los sintomas del SARS-CoV-2 incluyen fiebre, tos seca y
disnea.

La secuencia gendmica del SARS-CoV-2 aislado Wuhan-Hu-1 se proporciona en la SEQ ID NO.:163 (ver
también GenBank MN908947.3, 23 de enero de 2020) y la traduccién de aminoacidos del genoma se
proporciona en la SEQ ID NO.:164 (ver también GenBank QHD43416.1, 23 de enero de 2020). Al igual que
otros coronavirus (p. €j. SARS CoV), el SARS-CoV-2 comprende una glicoproteina transmembrana tipo | de
"espicula" o superficie ("S") que contiene un dominio de unién al receptor (RBD). Se cree que RBD media la
entrada del coronavirus SARS de linaje B en las células epiteliales respiratorias mediante su unién al receptor
de superficie celular-enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2). En particular, se cree que un motivo de
union al receptor (RBM) en el RBD del virus interactia con ACE2.

La secuencia de aminoacidos de la glicoproteina de superficie (S) del SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 se
proporciona en la SEQ ID NO.:165. Los anticuerpos y los fragmentos de unién a antigeno de la presente
descripcion son capaces de unirse a una glicoproteina (S) de superficie del SARS CoV-2, tal como la de Wuhan-
Hu-1. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno se une a
un epitopo en la proteina S RBD de Wuhan-Hu-1.

La secuencia de aminoacidos de SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 RBD se proporciona en la SEQ ID NO.:166. La
proteina S de SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 tiene aproximadamente un 73 % de identidad de secuencia de
aminoacidos con la proteina S de SARS-CoV. La secuencia de aminoacidos de SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1
RBM se proporciona en la SEQ ID NO.:167. EI SARS-CoV-2 RBD tiene aproximadamente un 75 % a un 77 %
de similitud en la secuencia de aminoacidos con el RBD del coronavirus SARS y el SARS-CoV-2 Wuhan Hu-
1RBM tiene aproximadamente un 50 % de similitud en la secuencia de aminoacidos con el RBM del coronavirus
SARS.

A menos que se indique lo contrario en el presente documento, SARS-CoV-2 Wuhan Hu-1 se refiere a un virus

que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en uno o mas de las SEQ ID NO.:164, 165 y 166,
opcionalmente con la secuencia gendémica establecida en la SEQ ID NO.:163.
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Existe una serie de variantes emergentes del SARS-CoV-2. Algunas variantes de SARS-CoV-2 contienen una
mutacion N439K, que ha mejorado la afinidad de union al receptor ACE2 humano (Thomson, E.C., et al., The
circulating SARSColj2 spike variant N439K maintains fithess while evading antibody-mediated immunity.
bioRxiv, 2020). Algunas variantes del SARS-CoV-2 contienen una mutacion N501Y, que se asocia con una
mayor transmisibilidad, incluidos los linajes R1.1.7 (también conocidos como 201/501Y.V1 y VOC 202012/01;
(del69-70, del144, N501Y, A570D , D614G, P681H, T716l, S982A y mutaciones D1118H)) y B.1.351 (también
conocidas como mutaciones 20H/501Y.V2; L18F, D80A, D215G, R246l, K417N, E484K, N501Y, D614G y
A701V), que fueron descubiertos en Reino Unido y Sudafrica respectivamente (Tegally, H., et al., Emergence
and rapid spread of a new severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2 (SARS-CoV-2 ) lineage
with multiple spike mutations in South Africa. medRxiv, 2020: p. 2020.12.21.20248640; Leung, K., et al., Early
empirical assessment of the N501Y mutant strains of SARS-CoV-2 in the United Kingdom, October to November
2020. medRxiv, 2020: p. 2020.12.20.20248581). B.1.351 también incluye otras dos mutaciones en el dominio
RBD de la proteina espicula de SARS-CoV2, K417N y E484K (Tegally, H., et al., Emergence and rapid spread
of a new severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2 (SARS-CoV-2 ) lineage with multiple spike
mutations in South Africa. medRxiv, 2020: p. 2020.12.21.20248640). Otras variantes de SARS-CoV-2 incluyen
el linaje B.1.1.28, que fue informado por primera vez en Brasil; la Variante P.1, linaje B.1.1.28 (también conocida
como 20J/501Y.V3), que fue informada por primera vez en Japoén; la Variante L452R, que fue informada por
primera vez en California, Estados Unidos (Pan American Health Organization, Epidemiological update:
Occurrence of variants of SARS-CoV-2 in the Americas, 20 de enero de 2021, disponible en
reliefweb.int/sites/reliefweb. int/files/resources/2021-jan-20-phe-epi-update-SARS-CoV-2.pdf ). Otras variantes
de SARS-CoV-2 incluyen SARS CoV-2 clado 19A; SARS CoV-2 clado 19B; CoV-2 clado 20A; SARS CoV-2
clado 20B; SARS CoV-2 clado 20C; SARS CoV-2 clado 20D; SARS CoV-2 clado 20E (EU1); SARS CoV-2
clado 20F; SARS CoV-2 clado 20G; y SARS CoV-2 B 1.1.207; y otros linajes de SARS CoV-2 descritos en
Rambaut, A., et al., A dynamic nomenclature proposal for SARS-CoV-2 lineages to assist genomic
epidemiology. Nat Microbiol 5, 1403-1407 (2020).

En la presente descripcion, se debe entender que cualquier rango de concentracion, rango de porcentaje, rango
de relacion o rango de numeros enteros incluye el valor de cualquier niumero entero dentro del rango indicado
y, cuando corresponda, fracciones del mismo (como una décima y una centésima de un entero), a menos que
se indique lo contrario. Ademas, se debe entender que cualquier rango de numeros aqui mencionado en
relacion con cualquier caracteristica fisica, como subunidades de polimero, tamafio o espesor, incluye cualquier
numero entero dentro del rango mencionado, a menos que se indique lo contrario. Tal como se usa aqui, el
término "aproximadamente" significa £ 20% del rango, valor o estructura indicados, a menos que se indique lo
contrario. Debe entenderse que los términos "un" y "una" como se usan aqui se refieren a "uno o mas" de los
componentes enumerados. El uso de la alternativa (por ejemplo, "0") debe entenderse como una, ambas o
cualquier combinacién de las alternativas. Tal como se usa aqui, los términos "incluyen", "tienen" y
"comprenden” se usan como sinénimos, siendo los términos y variantes de los mismos interpretados como no
limitativos.

"Opcional" u "opcionalmente" significa que el elemento, componente, evento o circunstancia descrito
posteriormente puede ocurrir o0 no y que la descripcion incluye instancias en las que ocurre el elemento,
componente, evento o circunstancia y las instancias en las que no ocurren.

Ademas, debe entenderse que los constructos individuales o grupos de constructos derivados de las diversas
combinaciones de estructuras y subunidades aqui descritas se describen en la presente solicitud en la misma
medida que si cada constructo o grupo de constructos se estableciera individualmente. Por tanto, la seleccién
de estructuras particulares o subunidades particulares esta dentro del alcance de la presente descripcion.

El término "que consiste esencialmente en" no es equivalente a "comprende" y se refiere a los materiales o
pasos especificados de una reivindicacién o a aquellos que no afectan materialmente a las caracteristicas
basicas de un objeto reivindicado. Por ejemplo, un dominio, regiéon o modulo de proteina (p. €j. un dominio de
unién) o una proteina "consiste esencialmente en" una secuencia de aminodacidos particular cuando la
secuencia de aminoacidos de un dominio, regidon, médulo o proteina incluye extensiones, deleciones,
mutaciones o combinaciones de éstos (p. e€j. aminoacidos en los extremos amino o carboxi o entre dominios)
que, en combinacion, contribuyen como maximo al 20 % (p. ej. como maximo al 15 %, 10 %, 8 %, 6 %, 5 %, 4
%, 3 %, 2 % 0 1 % de la longitud de un dominio, regiéon, médulo o proteina y no afecta esencialmente (es decir,
no reduce la actividad en mas del 50 %, tal como no mas del 40 %, 30 %, 25 %, 20 %, 15 %, 10 %, 5% 01 %
de la actividad de los dominios, regiones, modulos o proteinas (por ejemplo, la afinidad de union a la diana de
una proteina de unién).

Tal como se usa aqui, "aminoacido" se refiere a aminoacidos sintéticos y de origen natural, asi como a analogos
de aminoacidos y miméticos de aminoacidos que funcionan de manera similar a los aminoacidos de origen
natural. Los aminoacidos naturales son aquellos codificados por el codigo genético, asi como aquellos
aminoacidos se modifican posteriormente, por ejemplo hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-fosfoserina. Los

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2954629 T3

analogos de aminoacidos se refieren a compuestos que tienen la misma estructura quimica basica que un
aminoacido natural, es decir, un carbono a unido a un hidrogeno, un grupo carboxilo, un grupo amino y un
grupo R, por ejemplo homoserina, norleucina, metionina sulféxido, metionina metil sulfonio. Dichos analogos
tienen grupos R modificados (p. ej. norleucina) o estructuras peptidicas modificadas, pero conservan la misma
estructura quimica basica que un aminoacido natural. Los miméticos de aminoacidos se refieren a compuestos
quimicos que tienen una estructura diferente a la estructura quimica general de un aminoéacido pero que
funciona de manera similar a un aminoacido natural.

Tal como se usa en el presente documento, "mutacién” se refiere a un cambio en la secuencia de una molécula
de acido nucleico o molécula polipeptidica en comparacion con una molécula de acido nucleico o molécula
polipeptidica de referencia o de tipo salvaje, respectivamente. Una mutacion puede dar como resultado varios
tipos diferentes de cambios en la secuencia, incluyendo sustitucion, insercion o eliminacién de nucleétidos o
aminoacidos.

Una "sustitucion conservadora" se refiere a sustituciones de aminoacidos que no afectan o alteran
significativamente las caracteristicas de unién de una proteina particular. Generalmente, las sustituciones
conservadoras son aquellas donde un residuo aminoacido sustituido se reemplaza por un residuo aminoacido
con una cadena lateral similar. Sustituciones conservadoras incluyen una sustitucion de uno de los siguientes
grupos: Grupo 1: Alanina (Ala o A), Glicina (Gly o G), Serina (Ser o S), Treonina (Thr o T); Grupo 2: Acido
aspartico (Asp o D), Acido glutamico (Glu o Z); Grupo 3: Asparagina (Asn o N), Glutamina (GIn o Q); Grupo 4:
Arginina (Arg o R), Lisina (Lys o K), Histidina (His o H); Grupo 5: Isoleucina (lle o 1), Leucina (Leu o L), Metionina
(Met o M), Valina (Val o V); y Grupo 6: Fenilalanina (Phe o F), Tirosina (Tyr o Y), Triptéfano (Trp o W). Adicional
o alternativamente, los aminoacidos se pueden agrupar en grupos de sustitucién conservadores por su funcion,
estructura quimica o composicion similar (por ejemplo acido, basico, alifatico, aromatico o que contiene azufre).
Por ejemplo, una agrupacion alifatica puede incluir, con fines de sustitucion, Gly, Ala, Val, Leu e lle. Otros
grupos de sustituciones conservadoras incluyen: contienen azufre: Met y cisteina (Cys o C); acido: Asp, Glu,
Asn y GIn; pequefos residuos alifaticos, no polares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr, Pro y Gly; residuos
polares cargados negativamente y sus amidas: Asp, Asn, Glu y GIn; residuos polares cargados positivamente:
His, Arg y Lys; grandes residuos alifaticos no polares: Met, Leu, lle, Val y Cys; y grandes residuos aromaticos:
Phe, Tyr y Trp. Se puede encontrar informacion adicional en Creighton (1984) Proteins, W.H. Freeman and
Company.

Tal como se usa aqui, "proteina" o "polipéptido” se refiere a un polimero de residuos aminoacidos. Las proteinas
se aplican a polimeros de aminoacidos de origen natural, asi como a polimeros de aminoacidos donde uno o
mas residuos aminoacidos son un mimético quimico artificial de un aminoacido de origen natural
correspondiente, y polimeros de aminoacidos de origen no natural. También se contemplan variantes de
proteinas, péptidos y polipéptidos de esta descripcion. Variantes de proteinas, péptidos y polipéptidos pueden
comprender o consistir en una secuencia de aminoacidos que es al menos un 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 99,9 % idéntica a una secuencia de aminoacidos de
una secuencia de aminoacidos definida o de referencia como se describe aqui.

"Molécula de acido nucleico" o "polinucleétido™ o "acido polinucleico" se refiere a un compuesto polimérico que
incluye nucledtidos unidos covalentemente, que pueden estar formados por subunidades naturales (por
ejemplo bases purina o pirimidina) o subunidades no naturales (por ejemplo un anillo morfolina). Las bases de
purina incluyen adenina, guanina, hipoxantina y xantina y las bases de pirimidina incluyen uracilo, timina y
citosina. Las moléculas de acido nucleico incluyen acido polirribonucleico (ARN), incluyendo ARNm, microARN,
siARN, ARN gendmico viral y ARN sintético, y &cido polidesoxirribonucleico (ADN), incluyendo ADNc, ADN
gendémico y ADN sintético, cualquiera de ellos de hebra simple o doble. Si es monocatenario, la molécula de
acido nucleico puede ser la cadena codificante o la no codificante (antisentido). Una molécula de acido nucleico
que codifica una secuencia de aminoacidos incluye todas las secuencias de nucleétidos que codifican la misma
secuencia de aminoacidos. Algunas versiones de las secuencias de nucleétidos también pueden incluir intrones
en la medida en que los intrones se eliminarian mediante mecanismos transcripcionales o postranscripcionales.
En otras palabras, diferentes secuencias de nucleétidos pueden codificar la misma secuencia de aminoacidos
como resultado de la redundancia o degeneracion del cédigo genético, o por corte y empalme.

También se contemplan variantes de moléculas de acido nucleico de esta descripcion. Las moléculas variantes
de acido nucleico son al menos un 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, y preferiblemente un 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 % 0 99,9 % idénticas a una molécula de acido nucleico de un polinucleétido definido o de referencia
como se describe en el presente documento o que hibridan a un polinucleétido en condiciones de hibridacion
estrictas en cloruro de sodio 0,015 M, citrato de sodio 0,0015 M, a 65-68 °C, o cloruro de sodio 0,015 M, citrato
de sodio 0,0015 M y formamida al 50 %, a 42 °C. Las variantes de moléculas de acido nucleico retienen la
capacidad de codificar un dominio de unién de las mismas con una funcionalidad tal como la aqui descrita, tal
como la unién a una molécula diana.
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"Porcentaje de identidad de secuencia" se refiere a una relacion entre dos o0 mas secuencias, segun se
determina por comparacion de las secuencias. Los métodos preferidos para determinar la identidad de la
secuencia estan disefiados para dar la mejor coincidencia entre las secuencias que se comparan. Por ejemplo,
las secuencias se alinean para fines de comparacion éptimos (p. €j. se pueden introducir huecos en uno o
ambos de un primer y segundo aminoacido o secuencia de acido nucleico para un alineamiento 6ptimo).
Ademas, las secuencias no homologas pueden descartarse con fines de comparacion. El porcentaje de
identidad de secuencia al que se hace referencia aqui se calcula sobre la longitud de la secuencia de referencia,
a menos que se indique lo contrario. Métodos para determinar la identidad y la similitud de secuencias se
pueden encontrar en programas informaticos disponibles publicamente. Los alineamientos de secuencias y los
célculos de porcentaje de identidad se pueden realizar utilizando un programa BLAST (p. ej. BLAST 2.0,
BLASTP, BLASTN o BLASTX). El algoritmo matematico utilizado en los programas BLAST se puede encontrar
en Altschul et al.,, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402, 1997. Dentro del contexto de esta descripcion, se
entendera que cuando se utiliza software de analisis de secuencias para el analisis, los resultados del analisis
se basan en los "valores predeterminados” del programa al que se hace referencia. "Valores predeterminados”
se refiere a cualquier conjunto de valores o parametros cargados originalmente en el software cuando se
inicializa por primera vez.

El término "aislado" significa que el material se extrae de su entorno original (p. €j. del entorno natural si es
natural). Por ejemplo, no se aisla un acido nucleico o polipéptido natural presente en un animal vivo, sino que
se aisla el mismo acido nucleico o polipéptido separado de algunos o todos los materiales coexistentes en el
sistema natural. Dicho acido nucleico podria ser parte de un vector y/o dicho acido nucleico o polipéptido podria
ser parte de una composicion (p. €j. un lisado celular) y aun asi aislarse en el sentido de que dicho vector o
composicion no es parte del entorno natural para el acido nucleico o polipéptido. "Aislado", en algunos aspectos,
puede también describir un anticuerpo, un fragmento de unién a antigeno, un polinucleétido, un vector, una
célula huésped o una composicion que esta fuera del cuerpo humano.

El término "gen" significa el segmento de ADN o ARN implicado en la produccion de una cadena polipeptidica;
en ciertos contextos, incluye regiones que preceden y siguen a la region de codificacion (p. €j. region 5' no
traducida (UTR) y 3' UTR), asi como secuencias intermedias (intrones) entre segmentos de codificacion
individuales (exones).

Una "variante funcional" se refiere a un polipéptido o polinucleétido que es estructuralmente similar o
esencialmente similar estructuralmente a un compuesto original o de referencia de esta descripcion, pero difiere
ligeramente en su composicion (por ejemplo una base, atomo o grupo funcional es diferente, se ha afadido o
se ha eliminado), de modo que el polipéptido o el polipéptido codificado es capaz de realizar al menos una
funcién del polipéptido original con al menos un 50 % de eficiencia, preferiblemente al menos un 55 %, 60 %,
70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,9% o 100% de nivel de actividad del polipéptido
original. En otras palabras, una variante funcional de un polipéptido o polipéptido codificado de esta descripcion
tiene una "unién similar", "afinidad similar" o "actividad similar" cuando la variante funcional muestra no mas de
un 50 % de reduccion del rendimiento en un ensayo seleccionado en comparacion con el polipéptido original o
de referencia, tal como un ensayo para medir la afinidad de union (p. ej. tincién con Biacore® o tetramero que
mide una constante de asociacion (Ka) o disociacion (KD)).

Tal como se usa en este documento, "parte funcional" o "fragmento funcional" se refiere a un polipéptido o
polinucleétido que comprende solo un dominio, una parte o un fragmento de un compuesto original o de
referencia, reteniendo el polipéptido o polipéptido codificado al menos el 50 % de la actividad asociada al
dominio, parte o fragmento del compuesto original o de referencia, preferiblemente al menos el 55 %, 60 %, 70
%, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,9% o 100% del nivel de actividad del polipéptido
original, o proporciona un beneficio biologico (p. €j. una funcion efectora). Una "parte funcional" o "fragmento
funcional" de un polipéptido o polipéptido codificado de esta descripcidon tiene una "uniéon similar" o una
"actividad similar" cuando la parte o el fragmento funcional muestra una reduccion de no mas del 50 % del
rendimiento en un ensayo seleccionado en comparacion con el polipéptido original o de referencia
(preferiblemente no mas del 20 % o el 10 %, o no mas de una diferencia logaritmica en comparacion con el
original o la referencia con respecto a la afinidad).

Tal como se usa aqui, el término "disefiado", "recombinante” o "no natural" se refiere a un organismo,
microorganismo, célula, molécula de acido nucleico o vector que incluye al menos una alteracion genética o
que ha sido modificado mediante la introducciéon de una molécula de acido nucleico exdgena o heterdloga,
donde dichas alteraciones o modificaciones se introducen mediante ingenieria genética (es decir, por
intervencion humana). Alteraciones genéticas incluyen, por ejemplo, modificaciones que introducen moléculas
de acido nucleico expresables que codifican un ARN funcional, proteinas, proteinas de fusién o enzimas, u
otras adiciones, deleciones, sustituciones de moléculas de acido nucleico u otra alteracion funcional del material
genético de una célula. Modificaciones adicionales incluyen, por ejemplo, regiones reguladoras no codificantes
en las que las modificaciones alteran la expresion de un polinucleétido, gen u operon.
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Como se usa en este documento, "heterdlogo”, "no enddgeno” o "exdgeno"” se refiere a cualquier gen, proteina,
compuesto, molécula de acido nucleico o actividad que no sea nativa de una célula huésped o un sujeto, o
cualquier gen, proteina, compuesto, molécula de acido nucleico o actividad nativa de una célula huésped o de
un sujeto que ha sido alterado. Heterdlogo, no endégeno o exdgeno incluye genes, proteinas, compuestos o
moléculas de acido nucleico que han sido mutados o alterados de manera que la estructura, la actividad o
ambas son diferentes entre los genes, proteinas, compuestos o moléculas de acido nucleico nativos o
alterados. Los genes, proteinas o moléculas de &cido nucleico heterélogos, no endégenos o exdgenos (p. €j.
receptores, ligandos, etc.) pueden no ser endégenos para una célula huésped o un sujeto, sino, en su lugar,
acidos nucleicos que codifican dichos genes proteinas o moléculas de acido nucleico que pueden haber sido
afiadidos a una célula huésped mediante conjugacion, transformacion, transfeccion, electroporacién, donde la
molécula de acido nucleico afiadida puede integrarse en el genoma de una célula huésped o puede existir
como material genético extracromosémico ( por ejemplo como un plasmido u otro vector autorreplicante). El
término "homologo" u "homologos" se refiere a un gen, proteina, compuesto, molécula de acido nucleico o
actividad que se encuentra en o se deriva de una célula huésped, especie o cepa. Por ejemplo, un
polinucleétido o gen heterélogo o exdgeno que codifica un polipéptido puede ser homodlogo a un polinucleétido
0 gen nativo y codificar un polipéptido o actividad homaélogos, pero el polinucleétido o polipéptido puede tener
una estructura, secuencia, nivel de expresion o cualquier combinacién de éstos alterados. Un polinucleétido o
gen no endogeno, asi como el polipéptido o la actividad codificados, pueden ser de la misma especie, de una
especie diferente o de una combinacion ambas cosas.

Una molécula de acido nucleico o una parte de la misma nativa de una célula huésped se considerara
heterdloga de la célula huésped si se ha alterado o mutado, o una molécula de acido nucleico nativa de una
célula huésped se puede considerar heterdloga si ha sido alterada con una secuencia de control de expresion
heterdloga o ha sido alterada con una secuencia de control de expresién enddégena no asociada normalmente
con la molécula de acido nucleico nativa de una célula huésped. Ademas, el término "heterélogo" puede
referirse a una actividad biolégica que es diferente, esta alterada o es no enddgena de una célula huésped.
Como se describe aqui, se puede introducir mas de una molécula de acido nucleico heteréloga en una célula
huésped como moléculas de &acido nucleico separadas, como una pluralidad de genes controlados
individualmente, como una molécula de acido nucleico policistronica, como una sola molécula de acido nucleico
que codifica un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno (u otro polipéptido) o cualquier combinacion de
los mismos.

Tal como se usa en este documento, el término "enddgeno" o "nativo" se refiere a un polinucleétido, gen,
proteina, compuesto, molécula o actividad que normalmente esta presente en una célula huésped o en un
sujeto.

El término "expresion", tal como se usa aqui, se refiere al proceso mediante el cual se produce un polipéptido
basado en la secuencia codificante de una molécula de acido nucleico, tal como un gen. El proceso puede
incluir transcripcion, control postranscripcional, modificacidon postranscripcional, traduccién, control
postraduccional, modificacion postraduccional o cualquier combinacién de los mismos. Una molécula de acido
nucleico expresada normalmente se une operativamente a una secuencia de control de la expresion (p. €j. un
promotor).

El término "unido operativamente" se refiere a la asociacion de dos o mas moléculas de acido nucleico en un
solo fragmento de acido nucleico de manera que la funcion de una se ve afectada por la otra. Por ejemplo, un
promotor se une operativamente con una secuencia codificante cuando es capaz de afectar la expresion de
esa secuencia codificante (es decir, la secuencia codificante esta bajo el control transcripcional del promotor).
"Desvinculado" significa que los elementos genéticos asociados no estan estrechamente relacionados entre si
y la funcién de uno no afecta al otro.

Tal como se describe en este documento, se puede introducir mas de una molécula de acido nucleico
heterdlogo en una célula huésped como moléculas de acido nucleico separadas, como una pluralidad de genes
controlados individualmente, como una molécula de acido nucleico policistronica, como una unica molécula de
acido nucleico que codifica una proteina (p. €j. una cadena pesada de un anticuerpo), o cualquier combinacion
de éstos. Cuando se introducen dos 0 mas moléculas de acido nucleico heterdlogas en una célula huésped, se
entiende que las dos o mas moléculas de acido nucleico heterélogas se pueden introducir como una sola
molécula de acido nucleico (p. €j. en un unico vector), en vectores separados, integrados en el cromosoma
huésped en un solo sitio o multiples sitios, o cualquier combinacion de lo anterior. El numero de moléculas de
acido nucleico o actividades proteicas heterdlogas a las que se hace referencia se refiere al nimero de
moléculas de acido nucleico codificantes o al nUmero de actividades proteicas, no al nUmero de moléculas de
acido nucleico separadas introducidas en una célula huésped.

El término "constructo" se refiere a cualquier polinucleétido que contiene una molécula de acido nucleico
recombinante (0, cuando el contexto lo indique claramente, una proteina de fusion de la presente descripcion).
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Un constructo (polinucledtido) puede estar presente en un vector (por ejemplo un vector bacteriano, un vector
viral) o puede estar integrado en un genoma. Un "vector" es una molécula de acido nucleico capaz de
transportar otra molécula de acido nucleico. Vectores pueden ser, por ejemplo, plasmidos, cosmidos, virus, un
vector de ARN o una molécula de ADN o ARN lineal o circular que puede incluir moléculas de acido nucleico
cromosomico, no cromosomico, semisintético o sintético. Vectores de la presente descripcion también incluyen
sistemas de transposones (por ejemplo Sleeping Beauty, véase, por ejemplo, Geurts et al., Mol. Ther. 8:108,
2003; Mates y col., Nat. Genet. 41:753, 2009). Ejemplos de vectores son aquellos capaces de replicacion
auténoma (vector episomal), capaces de administrar un polinucleétido a un genoma celular (p. ej. vector viral)
0 capaces de expresar moléculas de acido nucleico a las que estan unidos (vectores de expresion).

Tal como se usa aqui, "vector de expresion" o "vector" se refiere a un constructo de ADN que contiene una
molécula de acido nucleico unida operativamente a una secuencia de control adecuada capaz de efectuar la
expresion de la molécula de acido nucleico en un huésped adecuado. Tales secuencias de control incluyen un
promotor para efectuar la transcripcion, una secuencia operadora opcional para controlar dicha transcripcion,
una secuencia que codifica sitios de union a ribosomas de ARNm adecuados y secuencias que controlan la
terminacion de la transcripcion y la traduccion. El vector puede ser un plasmido, una particula de fago, un virus
o simplemente un inserto genémico potencial. Una vez transformado en un huésped adecuado, el vector puede
replicarse y funcionar independientemente del genoma del huésped o, en algunos casos, puede integrarse en
el propio genoma o suministrar el polinucleétido contenido en el vector en el genoma sin la secuencia del vector.
En la presente especificacion, "plasmido”, "plasmido de expresion”, "virus" y "vector" se usan a menudo de
forma intercambiable.

El término "introducido” en el contexto de la insercion de una molécula de acido nucleico en una célula significa
"transfeccion", "transformacion” o "transduccion” e incluye la referencia a la incorporacion de una molécula de
acido nucleico en una célula eucariota o procariota donde la molécula de acido nucleico puede incorporarse en
el genoma de una célula (p. ej. cromosoma, plasmido, plastido o ADN mitocondrial), convertirse en un replicon
autdonomo o expresarse transitoriamente (p. ej. ARNm transfectado).

Los polinucleétidos de la presente descripcion pueden unirse operativamente a ciertos elementos de un vector.
Por ejemplo, las secuencias de polinucledtidos necesarias para la expresion y el procesamiento de las
secuencias de codificacion a las que estan ligadas pueden unirse operativamente. Las secuencias de control
de la expresion pueden incluir secuencias de iniciacion, parada, promotoras y potenciadoras de la transcripcion
apropiadas; sefiales de procesamiento de ARN eficientes, tales como sefiales de empalme y poliadenilacion;
secuencias que estabilizan el ARNm citoplasmatico; secuencias que mejoran la eficacia de la traduccién (es
decir secuencias de consenso Kozak); secuencias que mejoran la estabilidad de la proteina; y posiblemente
secuencias que potencian la secrecion de proteinas. Las secuencias de control de la expresién pueden unirse
operativamente si son contiguas al gen de interés y las secuencias de control de la expresion que actian en
trans o a distancia para controlar el gen de interés.

El vector comprende un vector plasmidico o un vector viral (p. ej. un vector lentiviral o un vector y-retroviral).
Vectores virales incluyen retrovirus, adenovirus, parvovirus (p. €j. virus adenoasociados), coronavirus, ARN-
virus de cadena negativa, como orto-mixovirus (p. €j. virus de la influenza), rabdovirus (p. €j. virus de la rabia 'y
de la estomatitis vesicular), paramixovirus (p. €j. sarampion y Sendai), ARN-virus de cadena positiva como
picornavirus y alfavirus, y virus de ADN de doble cadena, incluidos adenovirus, herpesvirus (p. €j. virus del
herpes simple tipos 1y 2, virus de Epstein-Barr, citomegalovirus) y poxvirus (p. €j. viruela aviar y viruela del
canario). Otros virus incluyen, por ejemplo, virus Norwalk, togavirus, flavivirus, reovirus, papovavirus,
hepadnavirus y virus de la hepatitis. Ejemplos de retrovirus incluyen leucosis-sarcoma aviar, virus de tipo C y
B de mamiferos, virus de tipo D, grupo HTLV-BLYV, lentivirus, spumavirus (Coffin, J. M., Retroviridae: Thevirus
and their replication, en Fundamental Virology, Tercera Edicion; B.N. Fields et al., Eds., Lippincott-Raven
Publishers, Filadelfia, 1996).

Los "retrovirus" son virus que tienen un genoma de ARN que se transcribe inversamente en ADN usando una
enzima transcriptasa inversa, incorporandose luego el ADN transcrito inversamente al genoma de la célula
huésped. “Gammaretrovirus” se refiere a un género de la familia retroviridae. Ejemplos de gammaretrovirus
incluyen el virus de células madre de raton, el virus de la leucemia murina, el virus de la leucemia felina, el virus
del sarcoma felino y los virus de la reticuloendoteliosis aviar.

Los "vectores lentivirales" incluyen vectores lentivirales basados en VIH para la administracion de genes, que
pueden ser integradores o no integradores, con una capacidad de empaquetamiento relativamente grande y
pueden transducir una variedad de tipos de células diferentes. Los vectores lentivirales generalmente se
generan después de la transfeccion transitoria de tres (empaquetado, envoltura y transferencia) o mas
plasmidos en células productoras. Al igual que el VIH, los vectores lentivirales entran en la célula diana a través
de la interaccion de las glicoproteinas de la superficie viral con los receptores de la superficie celular. Al entrar,
el ARN viral sufre una transcripcion inversa, que esta mediada por el complejo de transcriptasa inversa viral. El
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producto de la transcripcién inversa es un ADN viral lineal de doble hebra, que es el sustrato para la integracion
viral en el ADN de las células infectadas.

El vector viral puede ser un retrovirus gamma, por ejemplo vectores derivados del virus de la leucemia murina
de Moloney (MLV). Alternativamente, el vector viral puede ser un vector derivado de un retrovirus mas complejo,
por ejemplo un vector derivado de lentivirus. Los vectores derivados de VIH-1 pertenecen a esta categoria.
Otros ejemplos incluyen vectores de lentivirus derivados de HIV-2, FIV, virus de anemia infecciosa equina, SIV
y virus Maedi-Visna (lentivirus ovino). En la técnica se conocen métodos para usar vectores virales retrovirales
y lentivirales y células de empaquetamiento para transducir células huésped de mamiferos con particulas
virales que contienen transgenes y ya se han descrito, por ejemplo, en: Patente de EE.UU. 8.119.772; Walchli
et al., PLoS One 6:327930, 2011; Zhao y col., J. Immunol. 174:4415, 2005 ; Engels y col., Hum. Gene Ther.
14:1155, 2003; Frecha et al., Mol. Ther. 18:1748, 2010; y Verhoeyen y col., Methods Mol. Biol. 506:97, 2009.
Los constructos de vectores retrovirales y lentivirales y los sistemas de expresion también estan disponibles
comercialmente. También se pueden usar otros vectores virales para la administracion de polinucleétidos,
incluyendo vectores virales de ADN que incluyen, por ejemplo, vectores basados en adenovirus y vectores
basados en virus adenoasociados (AAV); vectores derivados de virus del herpes simple (HSV), incluidos
vectores de amplicon, HSV con replicacion defectuosa y HSV atenuado (Krisky et al., Gene Ther. 5:1517, 1998).

Otros vectores que pueden emplearse con las composiciones y métodos de esta descripcion incluyen aquellos
derivados de baculovirus y a-virus. (Jolly, D J. 1999. Emerging Viral Vectors. pp 209-40 in Friedmann T. ed.
The Development of Human Gene Therapy. New York: Cold Spring Harbor Lab), o vectores de plasmidos (como
la bella durmiente u otros vectores de transposones).

Cuando el genoma de un vector viral comprende una pluralidad de polinucleétidos para ser expresados en una
célula huésped como transcritos separados, el vector viral también puede comprender secuencias adicionales
entre los dos (o mas) transcritos que permiten la expresién bicistrénica o multicistronica. Ejemplos de tales
secuencias utilizadas en vectores virales incluyen sitios internos de entrada al ribosoma (IRES), sitios de
escision de furina, péptido 2A viral o cualquier combinacion de los mismos.

Vectores de plasmidos, incluidos los vectores de plasmidos que codifican fragmentos de union a antigenos o
anticuerpos basados en ADN para la administracion directa a un sujeto, se describen aqui mas adelante.

Tal como se usa en este documento, el término "huésped" se refiere a una célula o un microorganismo objetivo
de la modificacion genética con una molécula de acido nucleico heterdloga para producir un polipéptido de
interés (p. ej. un anticuerpo de la presente descripcion).

Una célula huésped puede incluir cualquier célula individual o cultivo celular que pueda recibir un vector o la
incorporacion de acidos nucleicos o expresar proteinas. El término también abarca la progenie de la célula
huésped, ya sea genética o fenotipicamente igual o diferente. Las células huésped adecuadas pueden
depender del vector y pueden incluir células de mamifero, células animales, células humanas, células de simio,
células de insecto, células de levadura y células bacterianas. Estas células pueden ser inducidas para
incorporar el vector u otro material mediante el uso de un vector viral, mediante transformacion por precipitacion
con fosfato de calcio, DEAE-dextrano, electroporacion, microinyeccion u otros métodos. Véase, por ejemplo,
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual 22 ed. 1330 (Laboratorio de Cold Spring Harbor,
1989).

En el contexto de una infeccion por SARS-CoV-2, un "huésped" se refiere a una célula o un sujeto (p. €j. un
ser humano) infectado con SARS-CoV-2.

"Antigeno" o "Ag", tal como se usa aqui, se refiere a una molécula inmunogénica que provoca una respuesta
inmune. Esta respuesta inmune puede implicar la produccion de anticuerpos, la activacion de células
inmunoldgicamente competentes especificas, la activacion del complemento, la citotoxicidad dependiente de
anticuerpos o cualquier combinacion de las mismas. Un antigeno (molécula inmunogénica) puede ser, por
ejemplo, un péptido, glicopéptido, polipéptido, glicopolipéptido, polinucleétido, polisacarido o lipido. Es evidente
que un antigeno se puede sintetizar, producir de forma recombinante o derivar de una muestra biolégica.
Ejemplos de muestras bioldgicas que pueden contener uno o mas antigenos incluyen muestras de tejido,
muestras de heces, células, fluidos bioldgicos o sus combinaciones. Los antigenos pueden ser producidos por
células que han sido modificadas o manipuladas genéticamente para expresar un antigeno. Los antigenos
también pueden estar presentes en un SARS-CoV-2 (p. €j. una glicoproteina de superficie o una parte de la
misma), tales como los presentes en un virion, o ser expresados o presentados en la superficie de una célula
infectada por SARS-CoV-2.

El término "epitopo" o "epitopo antigénico" incluye cualquier molécula, estructura, secuencia de aminoacidos o
proteina determinante que es reconocida y se une especificamente a una molécula de unién afin, tal como una
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inmunoglobulina u otra molécula, dominio o proteina de unién. Los determinantes epitopicos generalmente
contienen agrupaciones superficiales de moléculas quimicamente activas, como aminoacidos o cadenas
laterales de azucar, y pueden tener caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como
caracteristicas de carga especificas. Cuando un antigeno es o comprende un péptido o una proteina, el epitopo
puede estar compuesto por aminoacidos consecutivos (p. €j. un epitopo lineal) o puede estar compuesto por
aminoacidos de diferentes partes o regiones de la proteina que se aproximan por la accion del plegamiento de
la proteina (por ejemplo un epitopo discontinuo o conformacional), o por aminoacidos no contiguos que estan
muy proximos independientemente del plegamiento de la proteina.

Anticuerpos y fragmentos de union a antigeno

En un aspecto, la presente descripcion proporciona un anticuerpo aislado, o un fragmento de unioén a antigeno
del mismo, que comprende un dominio variable de cadena pesada (VH) que comprende un CDRH1, un CDRH2
y un CDRH3 tal como se define en la reivindicacion 1, y un dominio variable de cadena ligera (VL) que
comprende un CDRL1, un CDRL2 y un CDRL3 tal como se define en la reivindicacién 1, y que es capaz de
unirse a una glicoproteina de superficie (S) de SARS-CoV-2. En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el
fragmento de union a antigeno es capaz de unirse a una glicoproteina de superficie (S) de SARS-CoV-2
expresada en la superficie celular de una célula huésped y/o en un virion de SARS-CoV-2.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno se asocia o une con un epitopo o
antigeno de glicoproteina de superficie de SARS-CoV-2 que comprende el epitopo, mientras que no se asocia
ni se une significativamente con ninguna otra molécula o componente en una muestra.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de union a antigeno se asocia o une (p. €j. se une) a un
epitopo de glicoproteina de superficie de SARS-CoV-2 y también puede asociarse o unirse a un epitopo de
otro coronavirus (p. ej. SARS CoV) presentes en la muestra, pero no se asocia ni se une significativamente con
ninguna otra molécula o componente de la muestra. En otras palabras, en ciertas realizaciones, el anticuerpo
o el fragmento de unién a antigeno tiene una reaccion cruzada para el SARS-CoV-2 y uno o mas coronavirus
adicionales.

El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de la presente invencion se une especificamente a una
glicoproteina de superficie de SARS-CoV-2. Tal como se usa aqui, "se une especificamente" se refiere a una
asociacion o unién de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno a un antigeno con una afinidad o Ka (es
decir, una constante de asociacion de equilibrio de una interaccion de unién particular con unidades de 1/M)
igual o superior a 105 M-' (que es igual a la relacion entre la tasa “on” [Kon] y la tasa “off” [Koff] para esta
reaccion de asociacion), sin asociarse o unirse significativamente con ninguna otra molécula o componente en
una muestra. Alternativamente, la afinidad puede definirse como una constante de disociacion de equilibrio
(Kd) de una interaccién de unién particular con unidades de M (p. ej. 105 M a 10-'3 M). Los anticuerpos pueden
clasificarse como anticuerpos de "alta afinidad" o como anticuerpos de "baja afinidad". Anticuerpos de "alta
afinidad" se refiere a aquellos anticuerpos con una Ka de al menos 107 M-, al menos 108 M-, al menos 10° M-
1, al menos 10'° M-', al menos 10" M-, al menos 102 M-! 0 al menos 10'® M. Anticuerpos de "baja afinidad"
se refiere a aquellos anticuerpos con una Ka de hasta 107 M-, hasta 10° M-', hasta 10% M. Alternativamente,
la afinidad puede definirse como una constante de disociacién de equilibrio (Kd) de una interaccion de unién
particular con unidades de M (p. ej. 105 M a 103 M).

En algunos contextos, los fragmentos de unién a anticuerpos y antigenos pueden describirse con referencia a
la afinidad y/o la avidez por el antigeno. A menos que se indique lo contrario, la avidez se refiere a la fuerza de
union total de un anticuerpo o fragmento de unién de antigeno del mismo al antigeno y refleja la afinidad de
union, la valencia del anticuerpo o del fragmento de unién de antigeno (p. €j. cuando el anticuerpo o el
fragmento de union de antigeno comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o mas
sitios de union) y, por ejemplo, si esta presente otro agente que pueda afectar a la union (p. ej. un inhibidor no
competitivo del anticuerpo o del fragmento de unién a antigeno).

Se conocen diversos ensayos para identificar anticuerpos de la presente descripcidon que se unen a una diana
particular, asi como para determinar el dominio de union o las afinidades de la proteina de union, tales como
Western blot, ELISA (por ejemplo directo, indirecto o sandwich), ultracentrifugacion analitica, espectroscopia y
analisis de resonancia de plasmon superficial (Biacore®) (véase, por ejemplo, Scatchard et al., Ann. N.Y. Acad.
Sci. 51:660, 1949; Wilson, Science 295:2103, 2002; Wolff et al., Cancer Res. 55:2560, 1993; y las patentes US
N° 5.283.173, 5.468.614). También se conocen ensayos para evaluar la afinidad o la afinidad aparente o la
afinidad relativa.

En ciertos ejemplos, la union se puede determinar mediante la expresién recombinante de un antigeno SARS-
CoV-2 en una célula huésped (por ejemplo mediante transfeccién) y por inmunotincion de la célula huésped
(por ejemplo fijada o fijada y permeabilizada) con el anticuerpo y analizando la unién por citometria de flujo (p.
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€j. utilizando un analizador de células ZE5 (BioRad®) y el software FlowJo (TreeStar). En algunas realizaciones,
la union positiva puede definirse mediante tincion diferencial por anticuerpo de células que expresan SARS-
CoV-2 frente a células control (p. €j. “mock”).

En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de union a antigeno se une a la proteina S del SARS-
CoV-2, tal como se mide mediante interferometria de biocapa. En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el
fragmento de union a antigeno se une a la proteina S de SARS-CoV-2 con una Kp inferior a 4,5x10° M, inferior
a 5x10° M, inferior a 1x1071° M, inferior a 5x10'° M, inferior a 1x10-'" M, inferior a 5x10"" M, inferior a 1x107'2
M o inferior a 5x10-'2 M. En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de union a antigeno se une a
la proteina Se del RBD del SARS-CoV-2 con una KD inferior a 4,5x10-9 M, inferior a 5x10-9 M, inferior a 1x10-
10 M, inferior a 5x107"° M, inferior a 1x10""" M, inferior a 5x10""" M, inferior a 1x10'2 M o inferior a 5x10'2 M.
En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno se une a la proteina S del SARS-
CoV-2 (p. ej. una proteina S glicosilada o desglicosilada RBD) con una Kbp, una ka y/o una kd como se muestra
en la Tabla 8, la Tabla 9 o la Tabla 10 del presente documento.

En realizaciones particulares, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno es capaz de unirse a una
proteina S glicosilada de RBD con una Kp de 0,35 nM, 0,36 nM, 0,37 nM, 0,38 nM, 0,39 nM, 0,40 nM, 0,41 nM,
0,42 nM, 0,43 nM, 0,44 nM, 0,45 nM, 0,46 nM, 0,47 nM, 0,48 nM, 0,49 nM, 0,50 nM, 0,51 nM o 1,7 nM,
opcionalmente tal como es medido por resonancia de plasmones de superficie, y/o con un ka de 8,5e4 1/Ms,
8,6e4 1/Ms, 8,7e4 1/Ms, 8,8e4 1/Ms, 8,9e4 1/Ms, 9,0 e4 1/Ms, 9,1e4 1/Ms, 9,2e4 1/Ms, 9,3e4 1/Ms, 9,4e4 1/Ms,
9,5e4 1/Ms, 9,6e4 1/Ms, 9,7e4 1/Ms, de 9,8e4 1/Ms, 9,9e4 1/Ms o 1,0e5 1/Ms, opcionalmente tal como es
medido por resonancia de plasmén superficial, y/o con una kd de 1,6e-4 1/S, 3,3e-5 1/S, 3,4e-5 1/S, 3,5e-5
1/S, 3,6e-5 1/S, 3,7e-5 1/S, 3,8e-5 1/S, 3,9e-5 1/S, 4,0e-5 1/S, 4,1e-5 1/S, 4,2e-5 1/S, 4,3e-5 1/S, 4,4e-5 1/S,
4,5e-5 1/S, 4,6e-5 1/S, 4,7e-5 1/S, 4,8e-5 1/S, 4,9¢e-5 1/S, 5,0e-5 1/S, 5,1e-5 1/S, 5,2e-5 1/S, 5,3e-5 1/S, 5,4e-
51/S,5,5e-51/S, 5,6e-5 1/S, 5,7e-5 1/S, 5,8e-5 1/S, 5,9e-5 1/S, 6,0e-5 1/S, 6,1e-5 1/S, 6,2e-5 1/S, 6,3e-5 1/S,
6,4e-5 1/S 0 6,5e-5 1/S, opcionalmente tal como es medida por resonancia de plasmones superficiales.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de union a antigeno es capaz de unirse a una
proteina S desglicosilada RBD con una Kp de 0,95, 0,96 nM, 0,97 nM, 0,98 nM, 0,99 nM, 1,0 nM, 1,1 nM, 1,2
nM, 1,3 nM, 1,4 nM, 1,5 nM o 1,6 nM, opcionalmente tal como es medido por resonancia de plasmén superficial,
y/o con un ka de (1/S) 2,5e5, 2,6 €5, 2,7e5, 2,8e5, 2,9e5, 3,0e5, 3,1e5, opcionalmente tal como es medido por
resonancia de plasmén superficial, y/o con una kd (1/S) de 2,8e-4, 2,9 e-4, 3,0e-4, 3,1e-4, 3,2e-4, 3,3e-4, 3,4e-
4, 3,5e-4, 3,6e-4, 3,7e-4, 3,8e-4, 3,9e-4, 4,0e-4, 4,1e-4, 4,2e-4, 4,3e-4, 4,4e-4, 4,5e-4, 4,6e-4, 4,7e-4, 4,8e-4,
4,9e-4 o0 5,0e-4, opcionalmente tal como se mide por resonancia de plasmén superficial.

En algunas realizaciones para determinar la unién a RBD, la resonancia de plasmones superficiales comprende
el uso de un chip sensor con Fc antihumano inmovilizado covalentemente (por ejemplo, de GE). El tampdn
puede ser HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y detergente P20 0,05 %. La SPR se puede
realizar a 25 °C. Los anticuerpos se pueden diluir del sobrenadante a aproximadamente 2 pg/ml. La
concentracion de RBD puede ser de 0,8 nM, 3,1 nM, 12,5 nM, 50 nM y/o 200 nM.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de union a antigeno es capaz de unirse a un dominio de
union al receptor (RBD) de la glicoproteina de superficie del SARS-CoV-2 cuando el RBD esta glicosilado y/o
cuando el RBD estd desglicosilado, siendo determinada la unidon mediante resonancia de plasmones
superficiales (SPR), donde, opcionalmente: (1) la SPR se realiza usando un instrumento Biacore T200 usando
un enfoque de cinética de ciclo Unico, ademas opcionalmente con un periodo de inyeccion de 3 minutos y un
periodo de disociacion de 20 minutos; (2) el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno es capturado en
una superficie; (3) el RBD esta presente en una concentraciéon de 0,8 nM, 3,1 nM, 12,5 nM, 50 nM o 200 nM;
(4) el anticuerpo o fragmento de union a antigeno se une al RBD glicosilado con una Kp de 2,0 nM, 1,9 nM, 1,8
nM, 1,7 nM, 1,6 nM, 1,5 nM, 1,4 nM, 1,3 nM, 1,2 nM, 1,1 nM, 1,0 nM, 0,9 nM, 0,8 nM, 0,7 nM, 0,6 nM, 0,5 nM,
0 0,4 nM, o con una Kp de 0,4 nM % 0,05 nM, o con una Kp de 0,45 nM £ 0,05 nM, o con una Kp de 0,5 nM +
0,05 nM, o con una Kp de 0,6 nM + 0,05 nM, o con una Kp de 0,7 nM = 0,05 nM, o con una Kp de 1,7 nM £ 0,05
nM; y/o (5) el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno se une al RBD desglicosilado con una Kp de 37,0
nM, 8,0 nM, 2,0 nM, 1,9 nM, 1,8 nM, 1,7 nM, 1,6 nM, 1,5 nM, 1,4 nM, 1,3 nM, 1,2 nM, 1,1 nM, 1,0 nM 0 0,9 nM,
o con una Kp de 37,0 nM = 0,05 nM, o con una Kp de 8,0 nM £ 0,05 nM, o con una Kp de 1,0 nM = 0,05 nM, o
con una Kp de 0,9 nM £ 0,05 nM, o con una Kp de 1,3 nM + 0,05 nM, o con una Kp de 1,8 nM + 0,05 nM, o con
una Kp de 1,7 nM % 0,05 nM.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo es capaz de neutralizar la infeccion por SARS-CoV-2. Tal como se usa
aqui, un "anticuerpo neutralizante" es aquel que puede neutralizar, es decir, prevenir, inhibir, reducir, impedir o
interferir con la capacidad de un patdégeno para iniciar y/o perpetuar una infeccion en un huésped. La
neutralizacion se puede cuantificar, por ejemplo, evaluando los niveles de ARN de SARS- CoV-2 en una
muestra (p. ej. pulmén), evaluando la carga viral de SARS-CoV-2 en una muestra (p. €j. pulmén), evaluando la
histopatologia de una muestra (p. ej. pulmén) muestra. Los términos "anticuerpo neutralizante" y "un anticuerpo
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que neutraliza" o "anticuerpos que neutralizan" se usan aqui indistintamente. En cualquiera de las realizaciones,
el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno es capaz de prevenir y/o neutralizar una infeccion por SARS-
CoV-2 en un modelo de infeccion in vitro y/o en un modelo animal de infeccién in vivo (p. €j. utilizando un
modelo de hamster sirio con administraciéon intranasal de SARS-CoV-2 ). En algunas realizaciones, el
anticuerpo o el fragmento de unidn a antigeno es capaz de neutralizar una infeccion por SARS-CoV-2 con una
IC90 de 9 ug/ml. En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno es capaz de
neutralizar una infeccion por SARS-CoV-2 con una IC50 de 16 a 20 yg/ml. En algunas realizaciones, el
anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno es capaz de neutralizar una infeccién por SARS-CoV-2 o un
virus pseudotipado con SARS-CoV-2 con una IC50 de 0,3 a 0,4 ug/ml. En algunos aspectos, un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno, o una composicién que comprende dos o0 mas anticuerpos o fragmentos de
unioén a antigeno, de la presente descripcion es capaz de neutralizar una infeccion por SARS-CoV-2 o un virus
pseudotipado con SARS-CoV-2 con una IC50 de 0,07 a 0,08 pg/ml.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de union a antigeno (i) reconoce un epitopo en el motivo
de union al receptor ACE2 (RBM, SEQ ID NO.:167) de SARS-CoV-2 ; (ii) es capaz de bloquear una interaccion
entre SARS-CoV-2 y ACEZ2; (iii) es capaz de unirse a la proteina S del SARS-CoV-2 con mayor avidez que a
la proteina S del coronavirus SARS; (iv) es capaz de tefir el 30 %, 35 %, 40 %, 50 %, 55 %, 56 %, 57 %, 58 %,
59 %, 60 % o mas de células diana que expresan la glicoproteina de superficie de SARS-CoV-2 en una muestra
que comprende 50.000 de las células diana (p. ej. células ExpiCHO) en aproximadamente 100 ul cuando el
anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno esta presente a 10 pg/ml (p. €j. tincién determinada por ELISA
de citometria de flujo); (v) reconoce un epitopo que se conserva en el RBM ACE2 del SARS-CoV-2 y en un
RBM ACE2 del coronavirus del SARS; (vi) tiene reacciéon cruzada contra SARS-CoV-2 y el coronavirus del
SARS; (vii) reconoce un epitopo en la glicoproteina de superficie del SARS-CoV-2 que no esta en el RBM de
ACE2; o (viii) cualquier combinacioén de (i)-(vii).

En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo es capaz de inhibir una
interaccion entre: (i) el SARS-CoV-2 y un DC-SIGN humano; (ii) SARS-CoV-2 y un L-SIGN humano; (iii) SARS-
CoV-2 y un SIGLEC-1 humano; o (iv) cualquier combinacion de (i)-(iii). Como se describe aqui, DC-SIGN, L-
SIGN y SIGLEC-1 pueden participar en una infeccion por SARS-CoV-2 con roles que comprenden las de los
receptores de union. La inhibicion de una interaccion entre SARS-CoV-2 y DC-SIGN, L-SIGN y/o SIGLEC-1
puede, en algunos contextos, neutralizar la infeccion por SARS-CoV-2.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo es capaz de unirse a una
glicoproteina de superficie de: (i) SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 (SEQ ID NO.:165); (ii) SARS-CoV-2 B.1.1.7; (iii)
SARS-CoV-2 B.1.351; (iv) SARS-CoV-2 que comprende una cualquiera o mas de las siguientes mutaciones de
sustitucion en relacion con la SEQ ID NO.:165: N501Y; S477N; N439K; L452R; E484K; Y453F; A520S; K417N;
K417V; S494P; N501T; S477R; V367F; P384L; A522S; A522V; V382L; P330S; T47811 S4771; P479S; o (v)
cualquier combinacion de (i)-(iv).

Los términos entendidos por aquellos técnicos en la tecnologia de anticuerpos tienen en cada caso el
significado adquirido en la técnica, a menos que se definan expresamente aqui de manera diferente. Por
ejemplo, el término "anticuerpo” se refiere a un anticuerpo intacto que comprende al menos dos cadenas
pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces disulfuro, asi como cualquier porcion o
fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo intacto que retiene o conserva la capacidad de unirse a la
molécula diana del antigeno reconocida por el anticuerpo intacto, tal como un fragmento scFv, Fab o Fab'2.
Asi, el término "anticuerpo” en el presente documento se utiliza en el sentido mas amplio e incluye anticuerpos
policlonales y monoclonales, incluidos anticuerpos intactos y fragmentos de anticuerpos funcionales (de unién
a antigeno) de los mismos, incluidos fragmentos de unién a antigeno (Fab), fragmentos F(ab')2, fragmentos
Fab', fragmentos Fv, fragmentos de IgG recombinante (rlgG), fragmentos de anticuerpos de cadena sencilla,
incluidos fragmentos variables de cadena sencilla (scFv) y fragmentos de anticuerpos de dominio Unico (por
ejemplo sdAb, sdFv, nanocuerpos). El término abarca formas de inmunoglobulinas disefiadas genéticamente
y/o modificadas de otro modo, tales como intracuerpos, pepticuerpos, anticuerpos quimeéricos, anticuerpos
completamente humanos, anticuerpos humanizados y anticuerpos heteroconjugados, multiespecificos, p. ej.
anticuerpos biespecificos, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos, tandem di-scFv y tandem tri-scFv. A menos
que se indique lo contrario, debe entenderse que el término "anticuerpo" abarca fragmentos de anticuerpos
funcionales del mismo. El término también abarca anticuerpos intactos o de longitud completa, incluidos
anticuerpos de cualquier clase o subclase, incluyendo IgG y subclases (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4), IgM, IgE, IgA
e IgD.

Los términos "V|" o "VL" y "V4" o "VH" se refieren a la region de unién variable de una cadena ligera de
anticuerpo y una cadena pesada de anticuerpo, respectivamente. En ciertas realizaciones, un VL es una clase
kappa (k) (también "VK" en este documento). En ciertas realizaciones, un VL es una clase lambda (A). Las
regiones de union variable comprenden subregiones discretas bien definidas conocidas como "regiones
determinantes de la complementariedad" (CDR) y "regiones marco" (FR). Los términos "region determinante
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de complementariedad" y "CDR" son sinénimos de "region hipervariable" o "HVR" y se refieren a secuencias
de aminoacidos dentro de regiones variables de anticuerpos que, en general, en su conjunto confieren la
especificidad antigénica y/o la afinidad de unién del anticuerpo, donde las CDR consecutivas (es decir CDR1y
CDR2, CDR2 y CDR3) estan separadas entre si en la estructura primaria por una regién marco. Hay tres CDR
en cada region variable (HCDR1, HCDR2, HCDR3; LCDR1, LCDR2, LCDR3; también denominados CDRH vy
CDRL, respectivamente). En ciertas realizaciones, un anticuerpo VH comprende cuatro FR y tres CDR de la
siguiente manera: FR1-HCDR1-FR2-HCDR2-FR3-HCDR3-FR4; y un anticuerpo VL comprende cuatro FR y
tres CDR como sigue: FR1-LCDR1-FR2-LCDR2-FR3-LCDR3-FR4. En general, VH y VL juntos forman el sitio
de union al antigeno a través de sus respectivas CDR.

Como se usa aqui, una "variante" de una CDR se refiere a una variante funcional de una secuencia de CDR
que tiene hasta 1-3 sustituciones de aminoacidos (por ejemplo sustituciones conservativas o no conservativas),
deleciones o sus combinaciones.

La numeracién de las regiones marco y CDR puede estar de acuerdo con cualquier método o esquema
conocido, como los esquemas de numeracion de Kabat, Chothia, EU, IMGT y AHo (ver, por ejemplo, Kabat et
al., "Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dept. Health and Human Services, Public Health
Service National Institutes of Health, 1991, 52 ed.; Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)); Lefranc
et al.,, Dev. Comp. Immunol. 27:55, 2003; Honegger and Plickthun, J. Mol. Bio. 309:657-670 (2001)). Las
posiciones de residuos equivalentes se pueden anotar y ser comparadas en diferentes moléculas utilizando la
herramienta de software de clasificacion y numeracion de receptores de antigenos (ANARCI) (2016,
Bioinformatics 15: 298-300). En consecuencia, la identificacion de las CDR de una secuencia de dominio
variable de ejemplo (VH o VL) como se proporciona aqui de acuerdo con un esquema de numeracion no es
exclusiva de un anticuerpo que comprende las CDR del mismo dominio variable determinado usando un
esquema de numeracion diferente. En ciertos aspectos, se proporciona un anticuerpo o fragmento de union a
antigeno que comprende una CDR de una secuencia de VH segun la SEQ ID NO.:113 y a partir de una
secuencia VL segun la SEQ ID NO.:168, segun se determina utilizando cualquier método de numeracién de
CDR conocido, incluidos los métodos de numeracion Kabat, Chothia, EU, IMGT, Martin (Enhanced Chothia),
Contact y AHo. En ciertos aspectos, las CDR estan de acuerdo con el método de numeracion IMGT. En ciertos
aspectos, las CDR estan de acuerdo con el método de numeracion de anticuerpos desarrollado por el Chemical
Computing Group (CCG); por ejemplo, utilizando el software Molecular Operating Environment (MOE)
(www.chemcomp.com).

En la invencion, el anticuerpo o el fragmento de union a antigeno comprende un dominio variable de cadena
pesada (VH) que comprende CDRH1, CDRH2 y CDRH3, y un dominio variable de cadena ligera (VL) que
comprende CDRL1, CDRL2 y CDRL3, donde: (i) CDRH1 comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos
segun la SEQ ID NO.:106; (i) CDRH2 comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID
NO.:121; (iii) CDRH3 comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.:108; (iv)
CDRL1 comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.:169; (v) CDRL2
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.:170 y (vi) CDRL3 comprende o
consiste en la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.:171, donde el anticuerpo o el fragmento de
union al antigeno es capaz de unirse a una glicoproteina de superficie de SARS-CoV-2 expresada en la
superficie celular de una célula huésped, en un virién o ambas cosas.

En algunos aspectos, un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende secuencias de aminoacidos
VH y VL que estan codificadas por:

i. un gen VH1-18 y un gen VK3-20, respectivamente, o que estan codificados por un polinucleétido que
tiene al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al
menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH1-18
y VK3-20, respectivamente;

ii. un alelo VH3-7 y un alelo VL3-25, respectivamente, o que estan codificados por un polinucleétido que
tiene al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95%,
al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH3-7 y VL3-25,
respectivamente;

iii. un alelo VH3-23 y un alelo VK1-5, respectivamente, o que estan codificados por un polinucleétido que
tiene al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95%,
al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH3-23 y VK1-5,
respectivamente;

iv. un alelo VH3-13 y un alelo VK1-39 respectivamente, o que estan codificados por un polinucleétido
que tiene al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos
al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad con
VH3-13 y VK1-39, respectivamente;
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V. un alelo VH1-18 y un alelo VK3-11, respectivamente, o que estan codificados por un polinucleétido
que tiene al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos
95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH1-18 y VK3-
11, respectivamente; o

Vi. un alelo VH1-69 y un alelo VL2-23, respectivamente, o que estan codificados por un polinucleétido
que tiene al menos 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos
95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH1-69 y VL2-
23, respectivamente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno es capaz de prevenir y/o neutralizar
una infeccion por SARS-CoV-2 en un modelo de infeccion in vitro y/o en un modelo animal de infeccion in vivo.

El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno comprende las secuencias de aminoacidos CDRH1, CDRH2,
CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 segun las SEQ ID NO.:106, 121, 108 y 169-171, respectivamente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de la presente invencién se une a
la proteina S de SARS-CoV-2 con una Kp inferior a 4,5x10° M, inferior a 5x10° M, inferior a 1x10-'° M, inferior
a 5x1071° M, inferior a 1x10'" M, inferior a 5x10-'" M, inferior a 1x10-'2 M o inferior a 5x10"'2 M. En aun otras
realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unioén a antigeno de la presente invencién es capaz de neutralizar
una infeccion por SARS- CoV-2 y/o de neutralizar la infeccién de una célula diana por un virus pseudotipado
con SARS-CoV-2 con una IC50 de 0,3 a 0,4 pg/ml.

Asi, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno comprende: un CDRH1, un CDRH2 y un CDRH3 de la
secuencia de aminoacidos de VH establecida en la SEQ ID NO.:113; y un CDRL1, un CDRL2 y un CDRL3
como se establece en la SEQ ID NO.:168 (es decir, de acuerdo con cualquier método de determinacion o
numeracion de CDR conocido en la técnica, como IMGT, Kabat, Chothia, AHo, North, Contact, CCG, EU o
Martin (Chotia mejorada)).

En realizaciones adicionales, el anticuerpo o el fragmento de union a antigeno comprende una VH que tiene al
menos un 85 % de identidad (es decir, 85 %, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 100 % de
identidad) con la SEQ ID NO.:113, proporcionada en la Tabla 1, y/o una VL que tiene al menos un 85 % de
identidad (es decir, 85 %, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100 %) de identidad con la
SEQ ID NO.:168 proporcionada en la Tabla 1. En aun otras realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unioén
a antigeno comprende una VH que tiene al menos un 90 % de identidad con la SEQ ID NO.:113 1 y/o una VL
que tiene al menos un 90 % de identidad con la SEQ ID NO.:168. Aun en otras realizaciones, el anticuerpo o
el fragmento de unién a antigeno comprende una VH que tiene al menos un 95 % de identidad con la SEQ ID
NO.:113 y/o una VL que tiene al menos un 95 % de identidad con la SEQ ID NO.:168. En aun otras
realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno comprende una VH que tiene al menos un 99
% de identidad la SEQ ID NO.:113 y/o una VL que tiene al menos un 99 % de identidad con la SEQ ID NO.:168.
En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de uniéon a antigeno comprende una secuencia de
aminoacidos VH segun la SEQ ID NO.:113 y una secuencia de aminoacidos VL de acuerdo con la SEQ ID
NO.:168

Tabla 1. CDR (IMGT) y secuencias de aminoacidos de region variable de ciertos anticuerpos S309

CDRH1 | GYPFTSYG (SEQ ID NO.:106)

CDRH2 | ISTYNGNT (SEQ ID NO.:107); ISTYQGNT (SEQ ID NO.:121);
ISTYNSNT (SEQ ID NO.:122); ISTYNANT (SEQ ID NO.:123);
ISTYNQNT (SEQ ID NO.:124); ISTYLGNT (SEQ ID NO.:125);
ISTYTGNT (SEQ ID NO.:126)

CDRH3 | ARDYTRGAWFGESLIGGFDN (SEQ ID NO.:108);
ARDYTRGAFFGESLIGGFDN (SEQ ID NO.:127);
ARDYTRGAYFGESLIGGFDN (SEQ ID NO.:128)

VH QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL
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QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL
EWMGWISTYNGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSD
DTAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:105)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGWISTYQGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSD
DTAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO:113)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGWISTYNSNTNYAQKFQGRVIMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:114)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGWISTYNANTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSD
DTAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO:115)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGWISTYNQNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSD
DTAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:116)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGWISTYLGNTNYAQKFQGRVIMTTDTSTTTGYMELRRLRSD
DTAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:117)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGWISTYTGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSD
DTAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:118)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGWISTYNGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSD
DTAVYYCARDYTRGAFFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:119)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGWISTYNGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSD
DTAVYYCARDYTRGAYFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:120)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGFISTYNGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:129)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGFISTYQGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTITTGYMELRRLRSDD
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TAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID
NO.:130)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL
EWMGFISTYNSNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:131)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGFISTYNANTNYAQKFQGRVITMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:132)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGFISTYNQNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:133)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGFISTYLGNTNYAQKFQGRVIMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:134)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGFISTYTGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID
NO.:135)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGFISTYNGNTNYAQKFQGRVIMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAFFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:136)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGFISTYNGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAYFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID
NO.:137)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL
EWMGYISTYNGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:138)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGYISTYQGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:139)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGYISTYNSNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID
NO.:140)
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QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL
EWMGYISTYNANTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:141)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGYISTYNQNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:142)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGYISTYLGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:143)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGYISTYTGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:144)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGYISTYNGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAFFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:145)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGYISTYNGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAYFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID
NO.:146)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL
EWMGFISTYNANTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDD
TAVYYCARDYTRGAFFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS (SEQ ID

NO.:172)
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL

EWMGX{ISTYXoXsNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRS
‘DDTAVYYCARDYTRGAX4FGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS

donde Xi=W,FoY;X2=N,Q,LoT;X3=G,S,A,0Q;Xs=W,F,oY (SEQIDNO.:267)
CDRL1 | QTVSSTS (SEQ ID NO.:169)

CDRL2 | GAS (SEQ ID NO.:170)

CDRL3 | QQHDTSLT (SEQ ID NO.:171)

VL EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTSLAWYQQKPGQAPRL

LIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTS
LTFGGGTKVEIK (SEQ ID NO.:168)

El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno comprende la CDRH1, CDRH2 y CDRH3, CDRL1, CDRL2 y
CDRL3 segun las SEQ ID NO.:106, 121, 108, 169, 170 y 171, respectivamente.

En realizaciones adicionales, VH comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ
ID NO.:113 y VL comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos de en SEQ ID NO.:168.
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El término "CL" se refiere a una "region constante de cadena ligera de inmunoglobulina" o una "region constante
de cadena ligera", es decir, una region constante de una cadena ligera de anticuerpo. El término "CH" se refiere
a una "regioén constante de cadena pesada de inmunoglobulina" o una "regiéon constante de cadena pesada",
que se puede dividir, segun el isotipo del anticuerpo, en CH1, CH2 y CH3 (IgA, IgD, 1gG), o dominios CH1,
CH2, CH3 y CH4 (IgE, IgM). La region Fc de una cadena pesada de anticuerpo se describe adicionalmente
aqui. En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno comprende uno cualquiera o
mas de un CL, un CH1, un CH2 y un CH3. En determinadas realizaciones, un CL comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene una identidad del 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 975, 98 %, 99 % o
100 % con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.:174 o SEQ ID NO.:193. En determinadas realizaciones,
un CH1-CH2-CH3 comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 90 %, 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 975, 98 %, 99 % o 100 % con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.:173 o
SEQ ID NO.:175 o0 SEQ ID NO.:265 o SEQ ID NO.:266. Se entendera que, por ejemplo, la produccién en una
linea celular de mamifero puede eliminar una o mas lisinas C-terminales de una cadena pesada de anticuerpo
(ver, por ejemplo, Liu et al. mAb 6(5):1145-1154 (2014)). Por consiguiente, el anticuerpo o el fragmento de
union a antigeno puede comprender una cadena pesada, un polipéptido CH1-CH3, un CH3 o un Fc en el que
esta presente o ausente un residuo de lisina C-terminal. En determinadas realizaciones, una composicion
comprende una pluralidad de anticuerpos y/o fragmentos de unién a antigeno donde uno o mas anticuerpos o
fragmentos de union a antigeno no comprenden un residuo de lisina en el extremo C-terminal del polipéptido
pesado CH1-CH3 o Fc y donde uno o mas anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno comprenden un
residuo de lisina en el extremo C-terminal de la cadena pesada, CH1-CH3 o polipéptido Fc.

Un "Fab" (fragmento de union a antigeno) es la parte de un anticuerpo que se une a antigenos e incluye la
region variable y CH1 de la cadena pesada unida a la cadena ligera mediante un enlace disulfuro intercatenario.
Cada fragmento Fab es monovalente con respecto a la union al antigeno, es decir, tiene un unico sitio de unién
al antigeno. El tratamiento con pepsina de un anticuerpo produce un solo fragmento F(ab')2 grande que
corresponde aproximadamente a dos fragmentos Fab unidos por disulfuro con actividad de unién a antigeno
divalente y que aun es capaz de reticular el antigeno. Tanto Fab como F(ab')2 son ejemplos de "fragmentos de
unioén a antigeno". Los fragmentos Fab' se diferencian de los fragmentos Fab en que tienen pocos residuos
adicionales en el extremo carboxilo del dominio CH1 que incluye una o mas cisteinas de la region bisagra del
anticuerpo. Fab'-SH es la designacion aqui para Fab' donde el o los residuos de cisteina de los dominios
constantes llevan un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpos F(ab')2 originalmente se producian como
pares de fragmentos Fab' que tenian cisteinas bisagra entre ellos. También se conocen otros acoplamientos
quimicos de fragmentos de anticuerpos.

Los fragmentos Fab se pueden unir, por ejemplo, mediante un conector peptidico, para formar un Fab de
cadena sencilla, también denominado aqui "scFab". En estas realizaciones, un enlace disulfuro entre cadenas
que esta presente en un Fab nativo puede no estar presente y el enlazador sirve total o parcialmente para
enlazar o conectar los fragmentos Fab en una sola cadena polipeptidica. Un fragmento Fab derivado de cadena
pesada (p. ej. que comprende, consiste en o consiste esencialmente en VH + CH1, o "Fd") y un fragmento Fab
derivado de cadena ligera (p. €j. que comprende, consiste en o consiste esencialmente en VL + CL) pueden
unirse en cualquier arreglo para formar un scFab. Por ejemplo, un scFab puede disponerse, en direccion N-
terminal a C-terminal, de acuerdo con (fragmento Fab de cadena pesada - enlazador - fragmento Fab de cadena
ligera) o (fragmento Fab de cadena ligera - enlazador - fragmento Fab de cadena pesada). Los enlazadores
peptidicos y las secuencias de enlazadores de ejemplo para usar en scFab se analizan con mas detalle en este
documento.

Un scFab puede comprender las secuencias VH y VL o la combinacion de las secuencias CDRH1, CDRH2,
CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 aqui descritas. Esto es, un scFab puede comprender la secuencia VH tal
como se proporciona en la SEQ ID NO: 113 y la secuencia VL tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 168.
Esto es, un scFab puede comprender una secuencia CDRH1 tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 106,
una secuencia CDRH2 tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 121, una secuencia CDRH3 tal como se
proporciona en la SEQ ID NO: 108, una secuencia CDRL1 tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 169, una
secuencia de CDRL2 tal como se proporciona en la SEQ ID NO: 170 y una secuencia CDRL3 tal como se
proporciona en la SEQ ID NO: 171. En determinadas realizaciones, un scFab comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de
identidad con la secuencia de aminoacidos proporcionada en cualquiera de las SEQ ID NO.:226-227.

"Fv" es un pequefio fragmento de anticuerpo que contiene un sitio completo de reconocimiento de antigenos y
de unién a antigenos. Este fragmento consiste generalmente en un dimero de un dominio de regién variable
de cadena pesada y uno de cadena ligera en una estrecha asociacién no covalente. Sin embargo, incluso un
solo dominio variable (o la mitad de un Fv que comprende solo tres CDR especificas para un antigeno) tiene
la capacidad de reconocer y unirse al antigeno, aunque normalmente con una afinidad menor que el sitio de
union completo.
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"Fv monocatenario”, también abreviado como "sFv" o "scFv", son fragmentos de anticuerpos que comprenden
los dominios de anticuerpos VH y VL unidos en una unica cadena polipeptidica. En algunas realizaciones, el
polipéptido scFv comprende un conector polipeptidico dispuesto entre los dominios VH y VL y que los une, lo
que permite que el scFv retenga o forme la estructura deseada para la unién al antigeno. Tal conector peptidico
se puede incorporar en un polipéptido de fusion usando tecnologias estandar bien conocidas en la técnica.
Adicional o alternativamente, Fv puede tener un enlace disulfuro entre y estabilizando el VH y el VL. Para una
revision de scFv, véase Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y
Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pag. 2126 269-315 (1994); Borrebaeck 1995, infra. En ciertas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende un scFv que comprende un dominio
VH, un dominio VL y un conector peptidico que une el dominio VH al dominio VL. En realizaciones particulares,
un scFv comprende un dominio VH unido a un dominio VL por un enlazador peptidico que puede estar en una
orientacion VH-enlazador-VL o en una orientacion VL-enlazador-VH. Cualquier scFv de la presente descripcion
puede disefiarse de modo que el extremo C-terminal del dominio VL esté unido mediante una secuencia
peptidica corta al extremo N-terminal del dominio VH o viceversa (es decir, (N)VL(C)-enlazador-(N)VH(C) o
(N)VH(C)-enlazador-(N)VL(C). Alternativamente, en algunas realizaciones, un enlazador puede estar enlazado
a una porcion o extremo N-terminal del dominio VH, del dominio VL o de ambos.

Las secuencias del conector peptidico pueden elegirse, por ejemplo, basandose en: (1) su capacidad para
adoptar una conformacién extendida flexible; (2) su incapacidad o falta de capacidad para adoptar una
estructura secundaria que pudiera interaccionar con epitopos funcionales en el primer y segundo polipéptido
y/o en una molécula diana; y/o (3) la falta o relativa falta de residuos hidréfobos o cargados que puedan
reaccionar con los polipéptidos y/o la molécula diana. Otras consideraciones relacionadas con el disefio del
conector (por ejemplo, la longitud) pueden incluir la conformacion o el rango de conformaciones en las que VH
y VL pueden formar un sitio de union a antigeno funcional. En ciertas realizaciones, las secuencias de enlace
peptidico contienen, por ejemplo, residuos Gly, Asn y Ser. Otros aminoacidos casi neutros, como Thr y Ala,
también pueden incluirse en una secuencia enlazadora. Otras secuencias de aminoacidos que pueden
emplearse de manera util como conector incluyen las descritas en Maratea et al., Gene 40:39 46 (1985); Murphy
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:8258 8262 (1986); Patente US 4.935.233 y patente US. 4.751.180. Otros
ejemplos ilustrativos y no limitativos de enlazadores pueden incluir, por ejemplo, Glu-Gly-Lys-Ser-Ser-Gly-Ser-
Gly-Ser-Glu-Ser-Lys-Val-Asp (SEQ ID NO: 215) (Chaudhary et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:1066-1070
(1990)) y Lys-Glu-Ser-Gly-Ser-Val-Ser-Ser-Glu-GiIn-Leu-Ala-GIn-Phe-Arg-Ser-Leu-Asp (SEQ ID NO: 216) (Bird
et al., Science 242:423-426 (1988)) y el pentamero Gly-Gly-Gly-Gly-Ser (SEQ ID NO: 217) cuando esta
presente en una sola iteracion o repetido 1 a 5 0 mas veces, o mas; ver, por ejemplo, SEQ ID NO: 213. Se
puede usar cualquier enlazador adecuado y, en general, puede ser de aproximadamente 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 15 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100
aminoacidos de longitud, o menos de aproximadamente 200 aminoacidos de longitud, y preferiblemente
comprendera una estructura flexible (puede proporcionar flexibilidad y espacio para el movimiento
conformacional entre dos regiones, dominios, motivos, fragmentos o modulos conectados por el enlazador), y
preferiblemente sera biolégicamente inerte y/o tendra un bajo riesgo de inmunogenicidad en un ser humano.
Ejemplos de enlazadores incluyen aquellos que comprenden o consisten en la secuencia de aminoacidos
segun cualquiera o las SEQ ID NO: 206-217. En determinadas realizaciones, el enlazador comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 75 % (es decir, al menos un 75 %, 80 %, 85
%, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 % %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas) de identidad con la secuencia de
aminoacidos segun cualquiera de las SEQ ID NO: 206-217.

Un scFv puede comprender la secuencia VH proporcionada en la SEQ ID NO:113 y la secuencia VL
proporcionada en la SEQ ID NO: 168. Un scFab puede comprender una secuencia CDRH1 como se
proporciona en ala SEQ ID NO:106, una secuencia CDRH2 como se proporciona en la SEQ ID NO:121, una
secuencia CDRH3 como se proporciona en la SEQ ID NO:108, una secuencia CDRL1 como se proporciona en
la SEQ ID NO: 169, una secuencia CDRL2 como se proporciona en la SEQ ID NO: 170 y una secuencia CDRL3
como se proporciona en la SEQ ID NO: 171. En ciertas realizaciones, un scFv puede comprender la secuencia
de aminoacidos proporcionada en las SEQ ID NO:228-229.

En algunas realizaciones no se requieren secuencias enlazadoras; por ejemplo cuando los polipéptidos primero
y segundo tienen regiones de aminoacidos N-terminales no esenciales que pueden usarse para separar los
dominios funcionales y evitar la interferencia estérica.

Durante el desarrollo de anticuerpos, el ADN en los loci de los genes variable (V), de unién (J) y de diversidad
(D) de la linea germinal puede reorganizarse y pueden ocurrir inserciones y/o deleciones de nucledtidos en la
secuencia codificante. Las mutaciones somaticas pueden estar codificadas por la secuencia resultante y
pueden identificarse por referencia a una secuencia de linea germinal conocida correspondiente. En algunos
contextos, las mutaciones somaticas que no son criticas para una propiedad deseada del anticuerpo (p. €j. la
unioén a un antigeno de SARS-CoV-2 ) o que confieren una propiedad indeseable al anticuerpo (p. €j. un mayor
riesgo de inmunogenicidad en un sujeto al que se administré el anticuerpo), o ambas pueden ser reemplazadas
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por el aminoéacido codificado en la linea germinal correspondiente o por un aminoacido diferente, de modo que
se mejore 0 mantenga una propiedad deseable del anticuerpo y se reduzca o elimine la propiedad indeseable
del anticuerpo. Asi, en algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno comprende al
menos un aminoacido mas codificado en la linea germinal en una region variable en comparacion con un
anticuerpo original o fragmento de union a antigeno, siempre que el anticuerpo o antigeno original del fragmento
de uniéon comprenda una o mas mutaciones somaticas. Secuencias ilustrativas de aminoacidos de la region
variable y CDR de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 de la presente descripcion se proporcionan aqui en la Tabla
2.

En determinadas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno comprende una modificacion
de un aminoacido (p. €j. una mutacion de sustitucion) para eliminar un riesgo no deseado de oxidacion,
desamidacién y/o isomerizacion.

También se proporcionan aqui variantes de anticuerpos que comprenden una o mas alteraciones de
aminoacidos en una region variable (p. ej. VH, VL, marco o CDR) en comparacién con un anticuerpo ("padre")
actualmente descrito donde la variante de anticuerpo es capaz de unirse a un antigeno de SARS-CoV-2.

En determinadas realizaciones, el VH comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos un 85 % (es decir, un 85 %, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 , 99 0 100%) de identidad
con la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.:113 donde la variacion esta limitada a una o mas
regiones estructurales y, opcionalmente, la variacion comprende una o mas sustituciones de un aminoacido
codificado en la linea germinal; y/o (ii) el VL comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene
al menos un 85 % (es decir, un 85 %, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97 , 98, 99 0 100%) de identidad
con la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.:168, donde la variaciéon esta limitada a una o mas
regiones marco y, opcionalmente, la variaciéon comprende una o mas sustituciones de un aminoacido codificado
en la linea germinal.

En algunos aspectos, un anticuerpo o fragmento de union a antigeno comprende las secuencias de
aminoacidos VH y VL que estan codificadas por o que son las mismas que las secuencias de aminoacidos VH
y VL que estan codificadas por:

(i) un gen VH1-18 y un gen VK3-20, respectivamente, o que estan codificados por un polinucledtido que tiene
al menos el 90 %, al menos el 91 %, al menos el 92 %, al menos el 93 %, al menos el 94 %, al menos 95%, al
menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH1-18 y VK3-20,
respectivamente;

(i) un alelo VH3-7 y un alelo VL3-25, respectivamente, o que estan codificados por un polinucleétido que tiene
al menos el 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95%, al menos
96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH3-7 y VL3-25, respectivamente;

(iii) un alelo VH3-23 y un alelo VK1-5, respectivamente, o que estan codificados por un polinucleétido que tiene
al menos el 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95%, al menos
96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH3-23 y VK1-5, respectivamente;

(iv) un alelo VH3-13 y un alelo VK1-39 respectivamente, o que estan codificados por un polinucleétido que tiene
al menos el 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad con VH3-13 y VK1-39,
respectivamente;

(v) un alelo VH1-18 y un alelo VK3-11, respectivamente, o que estan codificados por un polinucleétido que tiene
al menos el 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95%, al menos
96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH1-18 y VK3-11, respectivamente; o

(vi) un alelo VH1-69 y un alelo VL2-23, respectivamente, o que estan codificados por un polinucleétido que
tiene al menos el 90 %, al menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95%, al
menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad con VH1-69 y VL2-23,
respectivamente.

En realizaciones particulares, VH y VL comprenden o consisten en las secuencias de aminoacidos segun las
SEQ ID NO.: 113 y 168, respectivamente.

En determinadas realizaciones, el antigeno o el fragmento de unién a antigeno comprende un VH que
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.:113 y un VL que comprende o
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consiste en la secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID NO.:168 y se une a la proteina S de RBD de SARS-
CoV-2 con una CE50 de 9 a 23 ng/ml.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de union a antigeno es monoespecifico (por ejemplo se
une a un solo epitopo) o es multiespecifico (por ejemplo se une a multiples epitopos y/o moléculas diana). Los
anticuerpos y los fragmentos de union a antigeno pueden construirse en diversos formatos. Formatos de
anticuerpos ilustrativos se describen en Spiess et al., Mol. Inmunol. 67(2):95 (2015), y en Brinkmann and
Kontermann, mAbs 9(2): 182-212 (2017), e incluyen, por ejemplo, Bispecific T Engagers celulares (BiTE),
DART, ensamblajes Knobs- Into-Holes (KIH), ensamblajes scFv-CH3-KIH, anticuerpos de cadena ligera comun
KIH, TandAbs, cuerpos ftriples, minicuerpos TriBi, Fab-scFv, scFv-CH-CL-scFv, F(ab')2-scFv2, HCab
tetravalentes, intracuerpos, CrossMabs, Fab de doble accion (DAF) (dos en uno o cuatro en uno), DutaMabs,
DT-IgG, pares de carga, brazo Fab Exchange, cuerpos SEED, Triomabs, ensamblajes LUZ-Y, Fcabs, cuerpos
KA, Fab ortogonales, DVD-Igs (p. ej. patente US 8.258.268), scFv-(H)IgG, IgG(L)-scFv, scFv-(L)IgG, IgG(L,H)-
Fv, IgG(H)-V, V(H)-1gG, 1gG(L)-V, V(L)-IgG, KIH IgG-scFab, 2scFv-IgG, IgG-2scFv, scFv4-lg, Zybody y DVI-
IgG (cuatro en uno), asi como los denominados FIT-Ig (por ejemplo Publicacion PCT N° WO 2015/103072),
los llamados formatos WuxiBody (por ejemplo Publicacion PCT N°. WO 2019/057122), y los llamados formatos
In-Elbow-Insert Ig (IEI-lg; por ejemplo Publicaciones PCT N°. WO 2019/024979 y WO 2019/025391).

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno comprende dos 0 mas dominios VH,
dos o mas dominios VL, o ambos (es decir, dos 0 mas dominios VH y dos 0 mas dominios VL). En realizaciones
particulares, un fragmento de unién a antigeno comprende el formato (direccion N-terminal a C-terminal) VH-
enlazador-VL-enlazador-VH-enlazador-VL, donde las dos secuencias VH pueden ser iguales o diferentes y las
dos secuencias VL pueden ser iguales o diferentes. Dichos scFv enlazados pueden incluir cualquier
combinacion de dominios VH y VL dispuestos para unirse a una diana dada, y en formatos que comprenden
dos o mas VH y/o dos o mas VL, se pueden unir uno, dos 0 mas epitopos o antigenos diferentes. Se apreciara
que los formatos que incorporan multiples dominios de unién a antigeno pueden incluir secuencias VH y/o VL
en cualquier combinacién u orientacion. Por ejemplo, el fragmento de unién a antigeno puede comprender el
formato VL-enlazador-VH-enlazador-VL-enlazador-VH, VH-enlazador-VL-enlazador-VL-enlazador-VH o VL-
enlazador-VH-enlazador-VH-enlazador-VL.

Los anticuerpos monoespecificos o multiespecificos o los fragmentos de unién a antigeno de la presente
descripcion comprenden (i) las secuencias CDR tal como se definen en la reivindicacién 1 y (ii) pueden
comprender ademas cualquier combinacion de las secuencias VH y VL y/o cualquier combinacion de las
secuencias CDRH1, CDRH2, CDRH3, CDRL1, CDRL2 y CDRL3 aqui descritas. En ciertas realizaciones, el
anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno comprende la secuencia VH proporcionada en la SEQ ID
NO.:113 y la secuencia VL proporcionada en la SEQ ID NO.:168. El anticuerpo o el fragmento de union a
antigeno comprende una secuencia CDRH1 como se proporciona en la SEQ ID NO.:106, una secuencia
CDRH2 como se proporciona en la SEQ ID NO.:121, una secuencia CDRH3 como se proporciona en la SEQ
ID NO.:108, una secuencia CDRL1 como se proporciona en la SEQ ID NO.:169, una secuencia CDRL2 como
se proporciona en la SEQ ID NO.:170 y una secuencia CDRL3 como se proporciona en la SEQ ID NO.:171. En
ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno comprende la secuencia de aminoacidos
proporcionada en cualquiera de las SEQ ID NO.:230- 233. En algunos aspectos, un anticuerpo biespecifico o
multiespecifico o un fragmento de unién a antigeno puede comprender uno, dos 0 mas dominios de union a
antigeno (por ejemplo, un VH y un VL) de la presente descripcién, donde uno o mas dominios de union
ant’gieno son como se define en las reivindicaciones. Pueden estar presentes dos o mas dominios de unién
que se unen al mismo epitopo de SARS-CoV-2 o0 a uno diferente, y un anticuerpo biespecifico o multiespecifico
o un fragmento de unién a antigeno como se proporciona aqui puede comprender, en algunos aspectos, un
dominio de unién a SARS-CoV-2 adicional y/o puede comprender un dominio de unién que se une a un antigeno
o patogeno diferente por completo.

En algunas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno puede ser multiespecifico, por
ejemplo biespecifico o triespecifico.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de union a antigeno comprende: (i) un primer VH y un
primer VL; y (ii) un segundo VH y un segundo VL, donde el primer VH y el segundo VH son diferentes y cada
uno comprende, independientemente, una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 85% (es decir, 85
%, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) de
identidad con la secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NO.: 1, 9-15, 23, 24, 27-
46, 55, 63, 79, 87, 95, 103, 105, 113-120, 129-146, 155, 172, 176-178, 194, 196, 198, 200, 202 y 239, y donde
el primer VL y el segundo VL son diferentes y cada una comprende independientemente una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 85 % (es decir, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 %) de identidad con la secuencia de aminoacidos establecida en
cualquiera de las SEQ ID NO.:5, 47-50, 59, 67, 71, 72, 75, 76, 83, 91, 99, 109, 147-150, 159, 168, 182, 190,
234 y 243, y donde el primer VH y el primer VL juntos forman un primer sitio de unién a antigeno y donde el
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segundo VH y el segundo VL juntos forman un segundo sitio de unién a antigeno y donde o bien el primer VH
y el primer VL o bien el segundo VH o el segundo VL comprenden la combinacion de seis secuencias CDR tal
como se definen en la reivindicacion 1.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de union a antigeno comprende un polipéptido Fc o un
fragmento del mismo. El "Fc" comprende las porciones carboxi-terminales (es decir, los dominios CH2 y CH3
de IgG) de ambas cadenas H del anticuerpo que se mantienen unidas por disulfuros. Las "funciones efectoras"
de anticuerpos se refieren a aquellas actividades biologicas atribuibles a la regiéon Fc (una region Fc de
secuencia nativa o una region Fc variante de la secuencia de aminoacidos) de un anticuerpo y varian con el
isotipo del anticuerpo. Ejemplos de funciones efectoras de anticuerpos incluyen: unién a C1q y citotoxicidad
dependiente del complemento; union al receptor Fc; citotoxicidad mediada por células dependiente de
anticuerpos (ADCC); fagocitosis; regulacion a la baja de los receptores de la superficie celular (p. €j. receptor
de células B); y activacion de células B. Como se analiza aqui, se pueden hacer modificaciones (p. ej.
sustituciones de aminoacidos) en un dominio Fc para modificar (p. ej. mejorar, reducir o eliminar) una o mas
funcionalidades de un polipéptido que contiene Fc (p. ej. un anticuerpo de la presente descripcion). Dichas
funciones incluyen, por ejemplo, la unién al receptor Fc (FcR), la modulacién de la vida media del anticuerpo
(por ejemplo mediante la unién a FcRn), la funcién ADCC, la unién a la proteina A, la union a la proteina G y la
union al complemento. Las modificaciones de aminoacidos que modifican (por ejemplo mejoran, reducen o
eliminan) las funcionalidades de Fc incluyen, por ejemplo, las mutaciones T250Q/M428L,
M252Y/S254T/T256E, H433K/N434F, M428L/N434S, E233P/L234V/L235A/G236 + A327G/A330S/P331S,
E333A, S239D/A330L/I332E, P2571/Q311, K326W/E333S, S239D/I332E/G236A, N297Q, K322A, S228P,
L235E+E318A/K320A/K322A, L234A/L235A (también denominada aqui "LALA") y L234A/L235A/P329G, estas
mutaciones se resumen y anotan en "Engineered Fc Regions", publicado por InvivoGen (2011) y disponible en
linea invivogen.com/PDF/review/review-Engineered-Fc-Regions-invivogen.pdf?utm_source=review&utm_
medium=pdf&utm_campaign=review&utm_content=Engineered-Fc-Regions. A menos que el contexto indique
lo contrario, los residuos de aminoacidos de Fc se numeran en este documento de acuerdo con el sistema de
numeracion de la UE.

Por ejemplo, para activar la cascada de complemento, el complejo proteico C1q puede unirse a al menos dos
moléculas de IgG1 o una molécula de IgM cuando la(s) molécula(s) de inmunoglobulina se unen a la diana
antigénica (Ward, E. S., and Ghetie, V., Ther. Immunol. 2 (1995) 77-94). Burton, D. R., (Mol. Immunol. 22 (1985)
161-206) describieron que la region de la cadena pesada que comprende los residuos de aminoacidos 318 a
337 esta implicada en la fijacién del complemento. Duncan, A. R. y Winter, G. (Nature 332 (1988) 738-740),
usando mutagénesis dirigida al sitio, informaron que Glu318, Lys320 y Lys322 forman el sitio de unién a C1q.
El papel de los residuos Glu318, Lys320 y Lys 322 en la union de C1q fue confirmado por la capacidad de un
péptido sintético corto que contiene estos residuos de inhibir la lisis mediada por el complemento.

Por ejemplo, la unién de FcR puede estar mediada por la interaccion del resto Fc (de un anticuerpo) con los
receptores Fc (FCR), que son receptores de superficie celular especializados en células que incluyen células
hematopoyéticas. Los receptores Fc pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas y se ha demostrado
que intervienen tanto en la eliminacion de patdgenos recubiertos de anticuerpos mediante fagocitosis de
complejos inmunitarios como en la lisis de eritrocitos y otros objetivos celulares (p. ej. células tumorales)
recubiertos con el anticuerpo correspondiente, via citotoxicidad mediada por células dependientes (ADCC; Van
de Winkel, J. G. y Anderson, C. L., J. Leukoc. Biol. 49 (1991) 511-524). Los FcR se definen por su especificidad
para las clases de inmunoglobulinas; los receptores Fc para anticuerpos IgG se denominan FcyR, para IgE
FceR, para IgA FcaR, etc. y los receptores Fc neonatales se denominan FcRn. La unién al receptor Fc se
describe, por ejemplo, en Ravetch, J. V. y Kinet, J. P., Annu. Rev. Inmunol. 9 (1991) 457-492; Capel, P. J. y
col., Immunomethods 4 (1994) 25-34; de Haas, M. y col., J Lab. Clin. Med. 126 (1995) 330-341; y Gessner, J.E.
y col., Ann. Hematol. 76 (1998) 231-248.

La reticulacion de los receptores mediante el dominio Fc de los anticuerpos IgG nativos (FcyR) desencadena
una amplia variedad de funciones efectoras, incluyendo fagocitosis, citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos y liberacion de mediadores inflamatorios, asi como eliminacién de complejos inmunitarios y
regulacion de la produccién de anticuerpos. Los restos Fc proporcionados por la reticulaciéon de los receptores
(p. €j. FcyR) se contemplan en este documento. En humanos, hasta la fecha se han caracterizado tres clases
de FcyR, que son: (i) FcyRI (CD64), que se une a IgG monomeérica con alta afinidad y se expresa en
macréfagos, monocitos, neutrofilos y eosindfilos; (ii) FcyRIlI (CD32), que se une a IgG complejada con afinidad
media a baja, se expresa ampliamente, en particular en los leucocitos, se cree que es un actor central en la
inmunidad mediada por anticuerpos, y que se puede dividir en FcyRIIA, FcyRIIB y FcyRIIC, que realizan
diferentes funciones en el sistema inmunoldgico, pero se unen con baja afinidad similar a la IgG-Fc, y los
ectodominios de estos receptores son altamente homoélogos; y (iii) FcyRIll (CD16), que se une a IgG con
afinidad media a baja y se ha encontrado en dos formas: FcyRIIIA, que se ha encontrado en células NK,
macréfagos, eosindfilos y algunos monocitos y células T, y se cree que media ADCC; y FcyRIIIB, que se
expresa en gran medida en los neutrofilos.
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FcyRIIA se encuentra en muchas células implicadas en la muerte (p. ej. macrofagos, monocitos, neutréfilos) y
parece capaz de activar el proceso de muerte. FcyRIIB parece desempefiar un papel en los procesos
inhibidores y se encuentra en las células B, macréfagos y mastocitos y eosindfilos. Es importante sefialar que
se ha demostrado que el 75 % de todo el FcyRIIB se encuentra en el higado (Ganesan, L. P. et al., 2012:
"FcyRIlb on liver sinusoidal endothelium clears small immuno complexes", Journal of Immunology 189: 4981-
4988). FcyRIIB se expresa abundantemente en el endotelio sinusoidal hepatico, llamado LSEC, y en las células
de Kupffer del higado, y las LSEC son el sitio principal de eliminacion de pequefios complejos inmunitarios
(Ganesan, L. P. et al., 2012: FcyRIIb on liver sinusoidal endothelium clears small immune complexes. Journal
of Immunology 189: 4981-4988).

En algunas realizaciones, los anticuerpos y los fragmentos de unién a antigeno de los mismos comprenden un
polipéptido Fc o un fragmento del mismo para unirse a FcyRllb, en particular una regién Fc, por ejemplo
anticuerpos de tipo IgG. Ademas, es posible disefiar el resto Fc para mejorar la unién de FcyRIIB mediante la
introduccion de las mutaciones S267E y L328F como se describe en Chu, S. Y. et al., 2008: Inhibition of B cell
receptor-mediated activation of primary human B cells by coengagement of CD19 and FcgammaRilIb with Fc-
engineered antibodies. Molecular Immunology 45, 3926-3933. Asi, se puede mejorar la eliminacion de
complejos inmunitarios (Chu, S., et al., 2014: Accelerated Clearance of IgE In Chimpanzees Is Mediated By
Xmab7195, An Fc-Engineered Antibody With Enhanced Affinity For Inhibitory Receptor FcyRIIb. Am J Respir
Crit, American Thoracic Society International Conference Abstracts). En algunas realizaciones, los anticuerpos
o los fragmentos de unidn a antigeno de los mismos comprenden un resto Fc disefiado con las mutaciones
S267E y L328F, en particular como se describe en Chu, S. Y. et al., 2008: Inhibition of B cell receptor-mediated
activation of primary human B cells by coengagement of CD19 and FcgammaRIIb with Fc-engineered
antibodies. Molecular Immunology 45, 3926-3933.

En células B, FcyRIIB puede funcionar para suprimir la produccion de inmunoglobulinas y el cambio de isotipo,
por ejemplo, a la clase IgE. En macroéfagos, se cree que FcyRIIB inhibe la fagocitosis mediada por FcyRIIA. En
eosindfilos y mastocitos, la forma B puede ayudar a suprimir la activacion de estas células a través de la union
de IgE a su receptor separado.

Con respecto a la union a FcyRI, la modificacion en la IgG nativa de al menos uno de E233-G236, P238, D265,
N297, A327 y P329 reduce la union a FcyRI. Los residuos de 1IgG2 en las posiciones 233-236, sustituidos en
las posiciones correspondientes IgG1 e IgG4, reducen la unién de IgG1 e IgG4 a FcyRI en 103 veces y eliminan
la respuesta de los monocitos humanos a los glébulos rojos sensibilizados con anticuerpos (Armour, K. L., et
al. Eur. J. Immunol. 29 (1999) 2613-2624).

Con respecto a la uniéon de FcyRIl, se encuentra una unién reducida para FcyRIIA, por ejemplo, para la
mutacion de IgG de al menos uno de E233-G236, P238, D265, N297, A327, P329, D270, Q295, A327, R292 y
K414.

Dos formas alélicas de FcyRIIA humano son la variante "H131", que se une a IgG1 Fc con alta afinidad y la
variante "R131", que se une a IgG1 Fc con baja afinidad. Véase, por ejemplo, Bruhns et al., Blood 113:3716-
3725 (2009).

Con respecto a la unién de FcyRIll, se encuentra una union reducida a FcyRIIIA, por ejemplo, para la mutacion
de al menos uno de E233-G236, P238, D265, N297, A327, P329, D270, Q295, A327, S239, E269, E293, Y296,
V303, A327, K338 y D376. El mapeo de los sitios de union en IgG1 humana para receptores Fc, los sitios de
mutacion mencionados anteriormente y los métodos para medir la unién a FcyRI y FcyRIIA, se describen en
Shields, R. L., et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604.

Dos formas alélicas de FcyRIIIA humano son la variante "F158", que se une a IgG1 Fc con baja afinidad, y la
variante "V158", que se une a IgG1 Fc con alta afinidad. Véase, por ejemplo, Bruhns et al., Blood 113:3716-
3725 (2009).

Con respecto a la unién a FcyRIl, dos regiones de IgG Fc nativo parecen estar involucradas en las interacciones
entre FcyRlIl e IgG, a saber (i) el sitio de bisagra inferior de 1gG Fc, en particular los residuos de aminoacidos
L, L, G, G (234 - 237, numeracion EU), y (ii) la region adyacente del dominio CH2 de IgG Fc, en particular un
bucle y hebras en el dominio CH2 superior adyacente a la region bisagra inferior, p. €j. en una regién de P331
(Wines, B.D., et al., J. Immunol. 2000; 164: 5313 - 5318). Ademas, FcyRI parece unirse al mismo sitio en IgG
Fc, mientras que FcRn y la Proteina A se unen a un sitio diferente en IgG Fc, que parece estar en la interfaz
CH2-CH3 (Wines, B.D., et al., J. Immunol. 2000; 164: 5313 - 5318).

También se contemplan mutaciones que aumentan la afinidad de unién de un polipéptido Fc o fragmento del
mismo de la presente descripcion a un (es decir, uno o mas) receptor Fcy (por ejemplo, en comparacion con
un polipéptido Fc de referencia o un fragmento del mismo o que contiene el mismo que no comprenden la(s)
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mutacion(es); por ejemplo, un polipéptido Fc de tipo salvaje o un fragmento del mismo (por ejemplo, del mismo
isotipo que el polipéptido Fc o un fragmento del mismo que comprende la mutacion o mutaciones) o un
polipéptido Fc o un fragmento del mismo que por lo demas es idéntico o es esencialmente idéntico al polipéptido
Fc o fragmento del mismo que comprende la mutacion o mutaciones). Véase, por ejemplo, Delillo y Ravetch,
Cell 161(5):1035-1045 (2015) y Ahmed et al., J. Struc. Biol. 194(1):78 (2016).

En cualquiera de las realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unidén a antigeno puede comprender un
polipéptido Fc o un fragmento del mismo que comprende una mutacién seleccionada de G236A; S239D; A330L;
y 1332E; o una combinacion que comprende dos o mas de las mismas; por ejemplo, S239D/I332E;
S239D/A330L/I1332E; G236A/S239D/I332E; G236A/A330L/I332E (también denominada aqui "GAALIE"); o
G236A/S239D/A330L/I332E. En algunas realizaciones, el polipéptido Fc o fragmento del mismo no comprende
S239D. En algunas realizaciones, el polipéptido Fc o fragmento del mismo comprende S en la posicidn 239.

En ciertas realizaciones, el polipéptido Fc o un fragmento del mismo puede comprender o consistir en al menos
una parte de un polipéptido Fc o un fragmento del mismo que esta implicado en la unién a la unién de FcRn.
En determinadas realizaciones, el polipéptido Fc o el fragmento del mismo comprende una o mas
modificaciones de aminoacidos que mejoran la afinidad de unién (por ejemplo, aumentan la unién a) por FcRn
(por ejemplo a un pH de aproximadamente 6,0) y, en algunas realizaciones, extienden asi la vida media in vivo
de una molécula que comprende el polipéptido Fc o un fragmento del mismo (p. ej. en comparacion con un
polipéptido Fc de referencia (p. ej. de tipo salvaje) o un fragmento del mismo o un anticuerpo que es por lo
demas igual pero que no comprende la(s) modificaciéon(es)). En ciertas realizaciones, el polipéptido Fc o el
fragmento del mismo comprende o se deriva de un IgG Fc y una mutacion que prolonga la vida media
comprende una cualquiera o mas de: M428L; N434S; N434H; N434A; N434S; M252Y; S254T; T256E; T250Q;
P2571; Q311l; D376V; T307A; E380A (numeracion UE). En ciertas realizaciones, una mutacion que prolonga
la vida media comprende M428L/N434S (también denominada aqui "MLNS" o "LS"). En ciertas realizaciones,
una mutacion que prolonga la vida media comprende M252Y/S254T/T256E. En ciertas realizaciones, una
mutacion que prolonga la vida media comprende T250Q/M428L. En ciertas realizaciones, una mutacion que
prolonga la vida media comprende P2571/Q311I. En ciertas realizaciones, una mutacion que prolonga la vida
media comprende P2571/N434H. En ciertas realizaciones, una mutacion que prolonga la vida media comprende
D376VIN434H. En ciertas realizaciones, una mutacién que prolonga la vida media comprende
T307A/E380A/N434A.

En algunas realizaciones, un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno incluye un resto Fc que comprende
las mutaciones de sustitucion M428L/N434S. En algunas realizaciones, un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno incluye un polipéptido Fc o un fragmento del mismo que comprende las mutaciones de sustitucion
G236A/A330L/I1332E. En ciertas realizaciones, un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno incluye un resto
Fc (p. €j. IgG) que comprende una mutacion G236A, una mutacion A330L y una mutacion 1332E (GAALIE), y
no comprende una mutacion S239D (p. ej. comprende un S nativo en la posicion 239). En realizaciones
particulares, un anticuerpo o fragmento de union a antigeno incluye un polipéptido Fc o un fragmento del mismo
que comprende las mutaciones de sustitucion: M428L/N434S y G236A/A330L/I332E, y opcionalmente no
comprende S239D. En ciertas realizaciones, un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno incluye un
polipéptido Fc o un fragmento del mismo que comprende las mutaciones de sustitucion: M428L/N434S y
G236A/S239D/A330L/1332E.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno comprende una mutacion que altera
la glicosilacion, comprendiendo la mutacion que altera la glicosilacion N297A, N297Q o N297G, y/o el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno esta parcial o totalmente aglicosilado y/o esta parcial o totalmente
afucosilado. Se conocen lineas de células huésped y métodos para producir anticuerpos y fragmentos de union
a antigeno parcial o totalmente aglicosilados o parcial o totalmente afucosilados (véase, por ejemplo, la
publicacion PCT N°. WO 2016/181357; Suzuki et al. Clin. Cancer Res. 13(6):1875-82 (2007); Huang et al. MAb
6:1-12 (2018)).

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno es capaz de provocar una proteccion
continua in vivo en un sujeto incluso cuando no se pueden encontrar niveles detectables del anticuerpo o del
fragmento de union al antigeno en el sujeto (es decir, cuando el anticuerpo o el fragmento de union al antigeno
el fragmento de unién se ha eliminado del sujeto después de la administracién). Dicha proteccion se denomina
aqui efecto vacunal. Sin desear limitarse a ninguna teoria, se cree que las células dendriticas pueden
internalizar los complejos anticuerpo y antigeno y, posteriormente, inducir o contribuir a una respuesta
inmunitaria endégena contra el antigeno. En ciertas realizaciones, un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno comprende una o mas modificaciones, tales como, por ejemplo, mutaciones en Fc que comprenden
G236A, A330L e I332E, que son capaces de activar células dendriticas que pueden inducir, por ejemplo,
inmunidad de células T al antigeno.
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En cualquiera de las realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno comprende un polipéptido
Fc o un fragmento del mismo, incluyendo un CH2 (o un fragmento del mismo), un CH3 (o un fragmento del
mismo) o un CH2 y un CH3, donde CH2, CH3 o ambos pueden ser de cualquier isotipo y pueden contener
sustituciones de aminoacidos u otras modificaciones en comparacién con un CH2 o CH3 de tipo salvaje
correspondiente, respectivamente. En ciertas realizaciones, un polipéptido Fc comprende dos polipéptidos
CH2-CH3 que se asocian para formar un dimero.

En cualquiera de las realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno puede ser monoclonal. El
término "anticuerpo monoclonal" (mAb), tal como se usa aqui, se refiere a un anticuerpo obtenido de una
poblacién de anticuerpos esencialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que componen la
poblacién son idénticos excepto por posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes, en algunos
casos en casos, en pequefio numero. Los anticuerpos monoclonales son muy especificos y se dirigen contra
un solo sitio antigénico. Ademas, a diferencia de las preparaciones de anticuerpos policlonales que incluyen
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes epitopos, cada anticuerpo monoclonal estéa dirigido contra un
solo epitopo del antigeno. Ademas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales son ventajosos porque
pueden sintetizarse sin estar contaminados por otros anticuerpos. El término "monoclonal" no debe
interpretarse como que requiere la produccion del anticuerpo mediante ningun método en particular. Por
ejemplo, los anticuerpos monoclonales utiles en la presente invencién pueden prepararse mediante la
metodologia de hibridoma descrita por primera vez por Kohler et al., Nature 256:495 (1975), o pueden
prepararse utilizando métodos de ADN recombinante en células bacterianas, animales eucariotas o vegetales.
(véase, por ejemplo, la patente US 4.816.567). Los anticuerpos monoclonales también pueden aislarse de
librerias de anticuerpos de fagos usando las técnicas descritas en Clackson et al., Nature, 352:624-628 (1991)
y Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991), por ejemplo. Los anticuerpos monoclonales también se pueden
obtener usando los métodos descritos en la publicacion PCT WO 2004/076677A2.

Los anticuerpos y los fragmentos de union a antigeno de la presente descripcion incluyen "anticuerpos
quiméricos" en los que parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica u homologa a las secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase
de anticuerpo particular, mientras que el resto de la o las cadenas son idénticas u homologas a las secuencias
correspondientes en anticuerpos derivados de otra especie o que pertenecen a otra clase o subclase de
anticuerpos, asi como fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que exhiban la actividad biolégica deseada.
(ver, US 4.816.567; 5.530.101 y 7.498.415; y Morrison y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855 (1984)).
Por ejemplo, los anticuerpos quiméricos pueden comprender residuos humanos y no humanos. Ademas, los
anticuerpos quiméricos pueden comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el
anticuerpo donante. Estas modificaciones se realizan para perfeccionar aun mas el rendimiento de los
anticuerpos. Para mas detalles, véase Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann y col., Nature
332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). Los anticuerpos quiméricos también
incluyen anticuerpos primatizados y humanizados.

Generalmente se considera un "anticuerpo humanizado" como un anticuerpo humano que tiene uno o mas
residuos de aminoacidos introducidos en él desde una fuente que no es humana. Estos residuos de
aminoacidos no humanos normalmente se toman de un dominio variable. La humanizaciéon puede realizarse
siguiendo el método de Winter y col. (Jones et al., Nature, 321:522-525 (1986); Reichmann et al., Nature,
332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)), sustituyendo secuencias variables no
humanas por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. Por consiguiente, dichos anticuerpos
"humanizados" son anticuerpos quiméricos (patente US 4.816.567; 5.530.101 y 7.498.415) donde
esencialmente menos de un dominio variable humano intacto ha sido sustituido por la secuencia
correspondiente de una especie no humana. En algunos casos, un anticuerpo "humanizado" es aquel producido
por una célula o animal no humano y comprende secuencias humanas, por ejemplo, dominios Hc.

Un "anticuerpo humano" es un anticuerpo que contiene solo secuencias que estan presentes en un anticuerpo
producido por un ser humano. Sin embargo, tal como se usa aqui, los anticuerpos humanos pueden
comprender residuos o modificaciones que no se encuentran en un anticuerpo humano natural (p. €j. un
anticuerpo que se aisla de un ser humano), incluyendo aquellas modificaciones y secuencias variantes aqui
descritas. Tipicamente se fabrican para refinar o mejorar aun mas el rendimiento de los anticuerpos. En algunos
casos, los anticuerpos humanos son producidos por animales transgénicos. Véase, por ejemplo, las patentes
US 5.770.429; 6.596.541 y 7.049.426.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno es quimérico, humanizado o humano.
Polinucleodtidos, vectores y células huésped

En otro aspecto, la presente descripcidon proporciona polinucleétidos aislados, no contemplados en las
reivindicaciones, que codifican los anticuerpos aqui descritos o un fragmento de unién a antigeno del mismo,
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o parte de los mismos (por ejemplo un CDR, VH, VL, una cadena pesada o una cadena ligera). En ciertos
aspectos, el polinucledtido tiene codones optimizados para la expresion en una célula huésped. Una vez que
se conoce o identifica una secuencia de codificacion, la optimizacion de codones se puede realizar usando
técnicas y herramientas conocidas, por ejemplo la herramienta GenScript® OptimiumGene™ o Gene Synthesis
by GeneArt® (ThermoFisher); véase también Scholten et al., Clin. Inmunol. 119:135, 2006). Las secuencias
con codones optimizados incluyen secuencias que estan parcialmente optimizadas con codones (es decir, uno
0 una pluralidad de codones estan optimizados para la expresion en la célula huésped) y aquellas que estan
completamente optimizadas con codones.

También se apreciara que los polinucleétidos que codifican anticuerpos y fragmentos de union a antigeno de
la presente descripcion pueden poseer diferentes secuencias de nucledétidos mientras aun codifican un mismo
anticuerpo o fragmento de uniéon a antigeno debido, por ejemplo, a la degeneracion del cédigo genético,
empalme y similares.

En ciertos aspectos, el polinucleétido comprende un polinucleétido que tiene al menos un 50 % (es decir, 50
%, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %
0 100 %) de identidad con la secuencia de polinucleétidos de acuerdo con una o mas de las SEQ ID NO.:186-
189, 191-192, 238, 247, 248-250, 254-255 y 257-262.

Se apreciara que, en ciertos aspectos, un polinucleétido que codifica un anticuerpo o fragmento de union a
antigeno esta comprendido en un polinucleétido que incluye otras secuencias y/o caracteristicas para, por
ejemplo, la expresion del anticuerpo o del fragmento de unién a antigeno en una célula huésped. Ejemplos de
caracteristicas incluyen una secuencia promotora, una secuencia de poliadenilacién, una secuencia que
codifica un péptido sefial (p. €j. ubicado en el extremo N-terminal de una cadena pesada o ligera de un
anticuerpo expresado). Por consiguiente, en algunos aspectos, un polinucleétido comprende ademas una
secuencia de polinucledtidos que tiene al menos un 50 % de identidad con, comprende o consiste en la
secuencia de polinucledtidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NO.:251-253 y 263. En algunas
realizaciones, un polinucleétido comprende una secuencia que codifica un péptido sefal (también denominado
secuencia lider) que tiene al menos un 90 %, comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos establecida
en SEQ ID NO.:256 o SEQ ID NO.:264.

En cualquiera de los aspectos aqui descritos, el polinucleétido puede comprender acido desoxirribonucleico
(ADN) o acido ribonucleico (ARN). En algunos aspectos, el ARN comprende ARN mensajero (ARNm).

También se proporcionan vectores, no contemplados en las reivindicaciones, donde los vectores comprenden
o contienen un polinucledtido como se describe aqui (p. €j. un polinucledtido que codifica un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno que se une a SARS-CoV-2 ). Un vector puede comprender cualquiera o mas de
los vectores aqui descritos. En aspectos particulares, se proporciona un vector que comprende un constructo
plasmido de ADN que codifica el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno o parte del mismo (por ejemplo
el denominado "DMAb"; véase, por ejemplo, Muthumani et al., J Infect Dis. 214(3):369-378 (2016); Muthumani
et al., Hum Vaccin Immunother 9:2253-2262 (2013)); Flingai et al., Sci Rep. 5:12616 (2015); y Elliott et al., NPJ
Vaccines 18(2017). En ciertos aspectos, un constructo plasmido de ADN comprende un unico marco de lectura
abierto que codifica una cadena pesada y una cadena ligera (o VH y VL) del anticuerpo o fragmento de unién
al antigeno, donde la secuencia que codifica la cadena pesada y la secuencia que codifica la cadena ligera
estan separadas opcionalmente por un polinucleétido que codifica un sitio de escision de proteasa y/o por un
polinucledtido que codifica un péptido autoescindible. En algunos aspectos, los componentes sustituyentes del
anticuerpo o fragmento de union a antigeno estan codificados por un polinucleétido comprendido en un unico
plasmido. En otros aspectos, los componentes sustituyentes del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
estan codificados por un polinucleétido comprendido en dos o mas plasmidos (p. ej. un primer plasmido
comprende un polinucleétido que codifica una cadena pesada, VH o VH+CH y un segundo plasmido comprende
un polinucleétido que codifica la cadena ligera afin, VL o VL+CL). En determinados aspectos, un solo plasmido
comprende un polinucleétido que codifica una cadena pesada y/o una cadena ligera de dos 0 mas anticuerpos
o fragmentos de unién a antigeno. Un ejemplo de vector de expresion es pVax1, disponible de Invitrogen®. Un
plasmido de ADN de la presente descripcion se puede administrar a un sujeto, por ejemplo mediante
electroporacién (p. ej. electroporaciéon intramuscular) o mediante una formulacion apropiada (p. ej.
hialuronidasa). En algunos aspectos, un vector comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un
péptido sefal. El péptido sefial puede estar presente o no (p. ej. se puede escindir enzimaticamente) en el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno maduro. En ciertos aspectos, el péptido sefial esta codificado por
una secuencia de nucledtidos como se establece en SEQ ID NO.:252 o SEQ ID NO.:263, y/o el péptido sefal
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos establecida en SEQ ID NO.:256 o SEQ ID NO.:264. En
algunos aspectos, un vector de la presente descripcion comprende una secuencia sefal de poliadenilacion. En
ciertos aspectos, la secuencia sefial de poliadenilacién comprende o consiste en la secuencia de nucleétidos
establecida en la SEQ ID NO.:253.
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En algunos aspectos, un vector de la presente descripcion comprende un promotor CMV. En ciertos aspectos,
el promotor comprende o consiste en la secuencia de nucledtidos establecida en la SEQ ID NO.:251.

El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno segun la presente descripcion puede ser expresado en una
célula huésped, la cual comprende o contiene un vector o polinucleétido segun la presente descripcion.

Ejemplos de tales células incluyen, pero no se limitan a, células eucariotas, por ejemplo células de levadura,
células animales, células de insectos, células vegetales; y células procarioticas, incluyendo E. coli. En algunos
aspectos, las células son células de mamifero. En ciertos de tales aspectos, las células son una linea celular
de mamifero, tal como células CHO (p. €j. células DHFR-CHO (Urlaub et al., PNAS 77:4216 (1980)), células
de rifidn embrionario humano (p. €j. células HEK293T), células PER.C6, células YO, células Sp2/0, células NSO,
células hepaticas humanas, p. €j. células Hepa RG, células de mieloma o células de hibridoma. Otros ejemplos
de lineas de células huésped de mamifero incluyen células de sertoli de raton (p. €j. células TM4); linea CV1
de rifién de mono transformada por SV40 (COS-7); células de rifidn de cria de hamster (BHK); células de rifion
de mono verde africano (VERO-76); células de rifion de mono (CV1); células de carcinoma cervical humano
(HELA); células de pulmén humano (W138); células hepaticas humanas (Hep G2); células de rifidén canino
(MDCK; células de higado de rata de bufalo (BRL 3A); tumor mamario de ratén (MMT 060562); células TRI,
células MRC 5; y células FS4. Las lineas de células huésped de mamifero adecuadas para la produccion de
anticuerpos también incluyen las descritas, por ejemplo, en Yazaki y Wu, Methods in Molecular Biology, vol.
248 (B. K. C. Lo, ed., Humana Press, Totowa, N.J.), pp. 255-268 (2003).

En ciertos aspectos, una célula huésped es una célula procariotica, tal como E. coli. La expresion de péptidos
en células procaridticas tales como E. coli estd bien establecida (véase, por ejemplo, Pluckthun, A.
Bio/Technology 9:545-551 (1991). Por ejemplo, se pueden producir anticuerpos en bacterias, en particular
cuando no se necesita la glicosilacion y la funcion efectora Fc. Para la expresion de fragmentos de anticuerpos
y polipéptidos en bacterias, véase, por ejemplo, las patentes US 5.648.237, 5.789.199 y 5.840.523.

En aspectos particulares, la célula puede transfectarse con un vector segun la presente descripcion con un
vector de expresion. El término "transfeccion” se refiere a la introduccion de moléculas de acido nucleico, como
moléculas de ADN o ARN (por ejemplo ARNm), en células, tal como en células eucariotas. En el contexto de
la presente descripcion, el término "transfeccion" abarca cualquier método conocido por el experto en la materia
para introducir moléculas de acido nucleico en células, como en células eucariotas, incluyendo células de
mamifero. Dichos métodos abarcan, por ejemplo, electroporacién, lipofeccién, por ejemplo basada en lipidos
cationicos y/o liposomas, precipitacion con fosfato de calcio, transfeccion basada en nanoparticulas,
transfeccién basada en virus o transfeccién basada en polimeros cationicos, como DEAE-dextrano o
polietilenimina, etc. En ciertos aspectos, la introduccién no es viral.

Ademas, las células huésped de la presente descripcion pueden transfectarse de manera estable o transitoria
con un vector de acuerdo con la presente descripcion, p. €j, para expresar un anticuerpo o un fragmento de
union a antigeno del mismo, segun la presente descripcion. En estos aspectos, las células pueden transfectarse
de manera estable con el vector tal como se describe aqui. Alternativamente, las células pueden transfectarse
transitoriamente con un vector segun la presente descripcion que codifica un anticuerpo o fragmento de union
a antigeno como se describe aqui. En cualquiera de los aspectos aqui descritos, un polinucleétido puede ser
heterdlogo para la célula huésped.

El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de la presente descripcidon puede expresarse de forma
heteréloga mediante células huésped recombinantes. Por ejemplo, la célula puede ser de una especie diferente
a la especie de la que se obtuvo total o parcialmente el anticuerpo (por ejemplo células CHO que expresan un
anticuerpo humano o un anticuerpo humano modificado). En algunos aspectos, el tipo de célula huésped no
expresa el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno en la naturaleza. Ademas, la célula huésped puede
impartir una modificacion postraduccional (PTM; p. €j. glicocilacién o fucosilacion) al anticuerpo o fragmento de
union al antigeno que no esta presente en un estado nativo del anticuerpo o fragmento de union al antigeno (o
en un estado nativo de un anticuerpo parental a partir del cual se disefi¢ o derivo el anticuerpo o el fragmento
de unién al antigeno). Tal PTM puede dar como resultado una diferencia funcional (p. €j. inmunogenicidad
reducida). Asi, un anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la presente descripcion que es producido por
una célula huésped como se describe aqui puede incluir una o mas modificaciones postraduccionales que son
distintas del anticuerpo (o anticuerpo original) en su estado nativo (por ejemplo un anticuerpo humano
producido por una célula CHO puede comprender una modificacion mas postraduccional que es distinta del
anticuerpo cuando se aisla del ser humano y/o es producido por la célula B o célula plasmatica humana nativa).

Células de insecto utiles que expresan una proteina de unioén de la presente descripcion son conocidas en la

técnica e incluyen, por ejemplo, células de Spodoptera frugipera Sf9, células Trichoplusia ni BTI-TN5B1-4 y
células Spodoptera frugipera STSSWT01 "Mimic™".VVéase, por ejemplo, Palmberger et al., J. Biotechnol. 153(3-
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4): 160-166 (2011). Se han identificado numerosas cepas de baculovirus que pueden usarse junto con células
de insectos, en particular para la transfeccién de células de Spodoptera frugiperda.

Los microbios eucariotas, tales como hongos filamentosos o levaduras, también son huéspedes adecuados
para la clonacion o la expresion de vectores que codifican proteinas, e incluyen cepas de hongos y levaduras
con vias de glicosilaciéon "humanizadas”, lo que resulta en la produccion de un anticuerpo con un patrén de
glicosilacion parcial o totalmente humano. Véase Gerngross, Nat. Biotech. 22:1409-1414 (2004); Li y col., Nat.
Biotech. 24:210-215 (2006).

Las células vegetales también se pueden utilizar como huéspedes para expresar una proteina de union de la
presente descripcion. Por ejemplo, la tecnologia PLANTIBODIES™ (descrita, por ejemplo, en las patentes US
5.959.177; 6.040.498; 6.420.548; 7.125.978; y 6.417.429) emplea plantas transgénicas para producir
anticuerpos.

En ciertos aspectos, la célula huésped comprende una célula de mamifero. En aspectos particulares, la célula
huésped es una célula CHO, una célula HEK293, una célula PER.C6, una célula YO, una célula Sp2/0, una
célula NSO, una célula de higado humano, una célula de mieloma o una célula de hibridoma.

El anticuerpo o el fragmento de unioén a antigeno se puede producir por métodos que comprenden cultivar una
célula huésped de la presente descripcion en condiciones y durante un tiempo suficiente para producir el
anticuerpo o el fragmento de union a antigeno. A modo de ejemplo, métodos utiles para aislar y purificar
anticuerpos producidos de forma recombinante pueden incluir la obtencién de sobrenadantes de sistemas de
células huésped/vectores adecuados que secretan el anticuerpo recombinante en medios de cultivo y luego
concentrar los medios usando un filtro disponible comercialmente. Después de concentracion, el concentrado
se puede aplicar a una unica matriz de purificacion adecuada o a una serie de matrices adecuadas, como una
matriz de afinidad o una resina de intercambio iénico. Se pueden emplear uno o mas pasos de HPLC de fase
inversa para purificar adicionalmente un polipéptido recombinante. Estos métodos de purificacién también
pueden emplearse cuando se aisla un inmundgeno de su entorno natural. Los métodos para la produccion a
gran escala de uno o mas de los anticuerpos aislados/recombinantes aqui descritos incluyen el cultivo celular
por lotes, que se monitoriza y controla para mantener las condiciones de cultivo adecuadas. La purificacion de
anticuerpos solubles se puede realizar de acuerdo con los métodos aqui descritos y conocidos en la técnica y
que cumplen con las leyes y directrices de las agencias reguladoras nacionales y extranjeras.

Composiciones

Los anticuerpos y los fragmentos de unién a antigeno aqui descritos pueden estar comprendidos en una
composicion, pudiendo comprender ademas la vehiculos, excipientes o diluyentes farmacéuticamente
aceptables. Los vehiculos, excipientes y diluyentes se analizan con mayor detalle en este documento.

En ciertos aspectos, una composicion comprende una pluralidad de un anticuerpo y/o un fragmento de unién a
antigeno donde uno o mas anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno no comprenden un residuo de lisina
en el extremo C-terminal de la cadena pesada, CH1-CH3 o el polipéptido Fc, y donde uno o mas anticuerpos
o fragmentos de unién a antigeno comprenden un residuo de lisina en el extremo C-terminal de la cadena
pesada, CH1-CH3 o polipéptido Fc. En algunos aspectos, una composicion comprende un anticuerpo o un
fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ
ID NO.:173, SEQ ID NO.:175, SEQ ID NO.:265 o0 SEQ ID NO.:266.

En determinados aspectos, una composicion comprende dos o mas anticuerpos o fragmentos de unién a
antigeno diferentes. En ciertos aspectos, los anticuerpos o los fragmentos de unién a antigeno que se van a
usar en una combinacion tienen cada uno independientemente una o mas de las siguientes caracteristicas:
neutralizan las variantes de SARS-CoV-2 de origen natural; no compiten entre si por la unién a la proteina
Spike; se unen a distintos epitopos de la proteina Spike; tienen una formacién reducida de resistencia al SARS-
CoV-2 ; cuando estan en combinacion, tienen una formacién reducida de resistencia al SARS-CoV-2 ;
neutralizan potencialmente el virus SARS-CoV-2 vivo; exhiben efectos aditivos o sinérgicos en la neutralizaciéon
del virus SARS-CoV-2 vivo cuando se usa en combinacion; exhibe funciones efectoras; son protectoras en
modelos animales relevantes de infeccion; son capaces de ser producidos en cantidades suficientes para la
produccion a gran escala.

En otros aspectos, una composicion es capaz de neutralizar una infeccion por SARS-CoV-2 o por un virus
pseudotipado con SARS-CoV-2 con una IC50 de 0,07 a 0,08 pg/ml.
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Métodos y usos

A continuacion, las referencias a métodos de tratamiento mediante métodos terapéuticos o diagnésticos in vivo
tal como los aqui descritos mas abajo en esta seccion, se interpretan como referencias al anticuerpo o al
fragmento de union a antigeno tal como se define en las reivindicaciones y a medicamentos respectivos para
Su uso en tales métodos.

También se proporcionan aqui métodos para el uso de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno de la
presente descripcion para el diagnostico de SARS-CoV-2 (p. €j. en un sujeto humano o en una muestra
obtenida de un sujeto humano).

Los métodos de diagndstico in vitro o ex vivo pueden incluir poner en contacto un anticuerpo, un fragmento de
anticuerpo (p. €j. un fragmento de unién a antigeno) con una muestra. Dichas muestras pueden aislarse de un
sujeto, por ejemplo, una muestra de tejido aislada tomada de, por ejemplo, fosas nasales, cavidades sinusales,
glandulas salivales, pulmon, higado, pancreas, rifion, oido, ojo, placenta, tubo digestivo, corazén, ovarios,
pituitaria, suprarrenales, tiroides, cerebro, piel o sangre. Los métodos de diagndstico también pueden incluir la
deteccion de un complejo antigeno/anticuerpo, en particular después del contacto de un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo con una muestra. Tal paso de detecciéon se puede realizar en el banco, es decir, sin ningun
contacto con el cuerpo humano o animal. Ejemplos de métodos de deteccidén son bien conocidos por los
expertos en la técnica e incluyen, por ejemplo, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas), que incluye
ELISA directo, indirecto y tipo sandwich.

También se proporcionan aqui métodos para tratar a un sujeto usando un anticuerpo o un fragmento de union
a antigeno de la presente descripcion, o una composicion que lo comprende, donde el sujeto tiene, se cree que
tiene o esta en riesgo de tener una infeccion por SARS- CoV-2. "Tratar", "tratamiento" o "mejora" se refiere al
manejo médico de una enfermedad, trastorno o condicién de un sujeto (por ejemplo un mamifero humano o no
humano, como un primate, caballo, gato, perro, cabra, ratén o rata). En general, una dosis o régimen de
tratamiento apropiado que comprende un anticuerpo o una composicidon de la presente descripcion se
administra en una cantidad suficiente para obtener un beneficio terapéutico o profilactico. El beneficio
terapéutico o profilactico/preventivo incluye mejores resultados clinicos; disminucion o alivio de los sintomas
asociados con una enfermedad; disminucion de la aparicion de sintomas; mejor calidad de vida; estado libre
de enfermedad por mas tiempo; disminucion de la extensién de la enfermedad, estabilizacion del estado de la
enfermedad; retraso o prevencion de la progresion de la enfermedad; remision; supervivencia; supervivencia
prolongada; o cualquier combinacion de éstos. En ciertos aspectos, el beneficio terapéutico o
profilactico/preventivo incluye la reduccion o prevencion de la hospitalizacion para el tratamiento de una
infeccion por SARS-CoV-2 (es decir, de manera estadisticamente significativa). En ciertos aspectos, el
beneficio terapéutico o profilactico/preventivo incluye una duracién reducida de la hospitalizacion para el
tratamiento de una infeccion por SARS-CoV-2 (es decir, de manera estadisticamente significativa). En ciertos
aspectos, el beneficio terapéutico o profilactico/preventivo incluye una necesidad reducida o anulada de
intervencion respiratoria, tal como intubacion y/o el uso de un dispositivo de respiracion. En ciertos aspectos,
el beneficio terapéutico o profilactico/preventivo incluye revertir una patologia de enfermedad en etapa tardia
y/o reducir la mortalidad.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" o "cantidad eficaz" de un anticuerpo, fragmento de unién a antigeno,
polinucleétido, vector, célula huésped o composicion de esta descripcion se refiere a una cantidad de la
composicion o molécula suficiente para producir un efecto terapéutico, que incluye resultado clinico mejorado;
disminucion o alivio de los sintomas asociados con una enfermedad; disminucion de la aparicion de sintomas;
mejor calidad de vida; estado libre de enfermedad por mas tiempo; disminucion de la extension de la
enfermedad, estabilizacion del estado de la enfermedad; retraso de la progresion de la enfermedad; remision;
supervivencia; o supervivencia prolongada de manera estadisticamente significativa. Cuando se hace
referencia a un ingrediente activo individual, administrado solo, una cantidad terapéuticamente eficaz se refiere
a los efectos de ese ingrediente o célula que expresa ese ingrediente solo. Cuando se hace referencia a una
combinacioén, una cantidad terapéuticamente eficaz se refiere a las cantidades combinadas de ingredientes
activos o ingrediente activo complementario combinado con una célula que expresa un ingrediente activo que
da como resultado un efecto terapéutico, ya sea se administre en serie, secuencial o simultaneamente. Una
combinacion puede comprender, por ejemplo, dos anticuerpos diferentes que se unen especificamente a un
antigeno del SARS-CoV-2, que en ciertos aspectos, puede ser el mismo o diferente antigeno del coronavirus
de Wuhan y/o puede comprender epitopos iguales o diferentes.

Por consiguiente, en ciertos aspectos, se proporcionan métodos para tratar una infeccion por SARS-CoV-2 en
un sujeto, comprendiendo los métodos administrar al sujeto una cantidad eficaz de un anticuerpo, fragmento
de union a antigeno, polinucleétido, vector, célula huésped o composicién tal como se describen aqui.

Los sujetos que pueden ser tratados por la presente descripcién son, en general, sujetos humanos y otros
primates, tales como monos y simios para fines de medicina veterinaria. Otros organismos modelo, tales como
ratones y ratas, también pueden tratarse de acuerdo con la presente descripcion. En cualquiera de los aspectos
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antes mencionados, el sujeto puede ser un sujeto humano. Los sujetos pueden ser hombres o mujeres y
pueden tener cualquier edad adecuada, incluidos sujetos lactantes, juveniles, adolescentes, adultos y
geriatricos.

Se cree que varios criterios contribuyen al alto riesgo de sintomas graves o muerte asociados con una infeccién
por SARS CoV-2. Estos incluyen, entre otros, edad, ocupacion, salud general, condiciones de salud
preexistentes y habitos de estilo de vida. En algunos aspectos, un sujeto tratado segun la presente descripcion
comprende uno o mas factores de riesgo.

En ciertos aspectos, un sujeto humano tratado de acuerdo con la presente descripcion es un bebé, un nifio, un
adulto joven, un adulto de mediana edad o una persona mayor. En ciertos aspectos, un sujeto humano tratado
de acuerdo con la presente descripcion tiene menos de 1 afio o tiene de 1 a 5 afios o tiene entre 5y 125 afios
(por ejemplo, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 1150 125
afios de edad, incluidas todas y cada una de las edades intermedias). En ciertos aspectos, un sujeto humano
tratado de acuerdo con la presente descripcion tiene de 0 a 19 afios, de 20 a 44 afios, de 45 a 54 afios, de 55
a 64 afios, de 65 a 74 aios, de 75 a 84 afios u 85 afios de edad, o mas. Se cree que las personas de mediana
edad y especialmente las de edad avanzada corren un riesgo particular. En aspectos particulares, el sujeto
humano tiene 45-54 afos, 55-64 afios, 65-74 afos, 75-84 afios u 85 afos o mas. En algunos aspectos, el sujeto
humano es un hombre. En algunos aspectos, el sujeto humano es una muijer.

En ciertos aspectos, un sujeto humano tratado de acuerdo con la presente descripcion es un residente de un
hogar de ancianos o una residencia de atencion a largo plazo, es un trabajador de cuidados paliativos, es un
proveedor de atencién médica o un trabajador de atencién médica, es un socorrista, es un miembro de la
familia. miembro u otro contacto cercano de un sujeto diagnosticado o sospechoso de tener una infeccion por
SARS-CoV-2, tiene sobrepeso o es clinicamente obeso, es 0 ha sido fumador, tiene o ha tenido enfermedad
pulmonar obstructiva cronica (EPOC), es asmatico (p. ej. tiene asma de moderada a grave), tiene una
enfermedad o afeccion autoinmune (p. ej. diabetes) y/o tiene un sistema inmunitario debilitado o debilitado (p.
ej. debido a una infecciéon por SIDA/VIH, un cancer como el de sangre, una terapia inmunodepresora como
quimioterapia, un trasplante de médula 6sea o de 6rganos, o una condicién inmunitaria genética), tiene una
enfermedad hepatica crdnica, tiene una enfermedad cardiovascular, tiene un defecto pulmonar o cardiaco,
trabaja o pasa tiempo en estrecha proximidad con otras personas, como en una fabrica, una central de envio,
un entorno hospitalario o similar.

En ciertos aspectos, un sujeto tratado de acuerdo con la presente descripcion ha recibido una vacuna para el
SARS-CoV-2 y se determina que la vacuna es ineficaz, por ejemplo debido a infeccion o sintomas posteriores
a la vacuna en el sujeto, por diagndstico clinico o cientifico o criterios regulatorios.

En ciertos aspectos, el tratamiento se administra como profilaxis periexposicion. En determinados aspectos, el
tratamiento se administra a un sujeto con una enfermedad de leve a moderada, que puede ser en un entorno
ambulatorio. En ciertos aspectos, el tratamiento se administra a un sujeto con una enfermedad de moderada a
grave, por ejemplo que requiere hospitalizacion.

Las vias tipicas de administracion de las composiciones aqui descritas incluyen asi, sin limitacion, la via oral,
tépica, transdérmica, por inhalaciéon, parenteral, sublingual, bucal, rectal, vaginal e intranasal. El término
"parenteral”, tal como se usa aqui, incluye inyecciones subcutaneas, inyeccién intravenosa, intramuscular,
intraesternal o técnicas de infusion. En ciertos aspectos, la administracion comprende la administracién por una
via seleccionada de oral, intravenosa, parenteral, intragastrica, intrapleural, intrapulmonar, intrarrectal,
intradérmica, intraperitoneal, intratumoral, subcutanea, tdpica, transdérmica, intracisternal, intratecal, intranasal
e intramuscular. En aspectos particulares, un método comprende administrar via oral el anticuerpo, el
fragmento de unién a antigeno, el polinucleétido, el vector, la célula huésped o la composicion al sujeto.

Las composiciones farmacéuticas se pueden formular para permitir que los ingredientes activos contenidos en
ellas estén biodisponibles tras la administracion de la composicion a un paciente. Las composiciones que se
administraran a un sujeto o paciente pueden estar en forma de una o mas unidades de dosificacion, donde, por
ejemplo, una tableta puede ser una unidad de dosificacién Unica, y un contenedor de un anticuerpo o fragmento
de unién a antigeno como se describe aqui, en aerosol, puede contener una pluralidad de unidades de
dosificacion. Los métodos reales para preparar dichas formas de dosificacion son conocidos o seran evidentes
para los expertos en la técnica; véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202
Edicién (Philadelphia College of Pharmacy and Science, 2000). La composicion que se administrara, en
cualquier caso, contendra una cantidad eficaz de un anticuerpo o de un fragmento de unién a antigeno,
polinucleétido, vector, célula huésped o composicion de la presente descripcion para el tratamiento de una
enfermedad o afeccion de interés de acuerdo con las ensefianzas aqui contenidas.
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Una composicion puede estar en forma de un solido o liquido. En algunos aspectos, el o los vehiculos son
particulados, de modo que las composiciones estan, por ejemplo, en forma de tabletas o polvo. El o los
vehiculos pueden ser liquidos, siendo las composiciones, por ejemplo, un aceite oral, un liquido inyectable o
un aerosol, que es util, por ejemplo, en la administraciéon por inhalaciéon. Cuando se destina a la administracion
oral, la composicion farmacéutica se encuentra preferentemente en forma sélida o liquida, donde las formas
semisolida, semiliquida, en suspension y en gel se incluyen dentro de las formas consideradas aqui como
sélidas o liquidas.

Como composicion solida para la administracion oral, la composicion farmacéutica se puede formular en forma
de polvo, granulos, tableta comprimida, pildora, capsula, goma de mascar u oblea. Tales composiciones solidas
contendran tipicamente uno o mas diluyentes inertes o vehiculos comestibles. Ademas, pueden estar presentes
uno o mas de los siguientes: aglutinantes como carboximetilcelulosa, etilcelulosa, celulosa microcristalina,
goma tragacanto o gelatina; excipientes como almidoén, lactosa o dextrinas, agentes disgregantes como acido
alginico, alginato de sodio, Primogel, almidon de maiz y similares; lubricantes como estearato de magnesio o
Sterotex; deslizantes como diéxido de silicio coloidal; agentes edulcorantes como sacarosa o sacarina; un
agente aromatizante como menta, salicilato de metilo o aroma de naranja; y un agente colorante. Cuando la
composicion esta en forma de capsula, por ejemplo, una capsula de gelatina puede contener, ademas de los
materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido tal como polietilenglicol o aceite.

La composicion puede estar en forma de liquido, por ejemplo elixir, jarabe, solucion, emulsion o suspension. El
liquido puede ser para la administracion oral o para el suministro por inyeccion, como dos ejemplos. Cuando
estan destinadas a la administracion oral, las composiciones preferidas contienen, ademas de los presentes
compuestos, uno 0 mas de un agente edulcorante, conservantes, tinte/colorante y potenciador del sabor. En
una composicion destinada a ser administrada por inyeccion se puede incluir uno 0 mas de un tensioactivo,
conservante, agente humectante, agente dispersante, agente de suspension, tampon, estabilizador y agente
isoténico.

Las composiciones farmacéuticas liquidas, ya sean soluciones, suspensiones u otra forma similar, pueden
incluir uno 0 mas de los siguientes adyuvantes: diluyentes estériles como agua para inyeccion, solucién salina,
preferiblemente solucién salina fisioldgica, solucién de Ringer, cloruro de sodio isoténico, aceites fijos como
como mono o diglicéridos sintéticos que pueden servir como disolvente o medio de suspension,
polietilenglicoles, glicerina, propilenglicol u otros disolventes; agentes antibacterianos como alcohol bencilico o
metilparabeno; antioxidantes como acido ascérbico o bisulfito de sodio; agentes quelantes como acido
etilendiaminotetraacético; tampones como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para el ajuste de la tonicidad
tales como cloruro de sodio o dextrosa. La preparacion parenteral se puede encerrar en ampollas, jeringas
desechables o viales multi dosis hechos de vidrio o plastico. La solucion salina fisiologica es un adyuvante
preferido. Una composicion farmacéutica inyectable es preferiblemente estéril.

Una composicion liquida destinada a la administracién parenteral u oral debe contener una cantidad de
anticuerpo o fragmento de union a antigeno como se describe aqui de manera que se obtenga una dosificacion
adecuada. Normalmente, esta cantidad es al menos el 0,01 % del anticuerpo o del fragmento de unién a
antigeno en la composicion. Cuando esta destinado a la administracion oral, esta cantidad puede variar entre
el 0,1 y aproximadamente el 70 % del peso de la composicion. Ciertas composiciones farmacéuticas orales
contienen entre aproximadamente el 4 % y aproximadamente el 75 % del anticuerpo o fragmento de unién al
antigeno. Las composiciones y preparaciones farmacéuticas se preparan de modo que una unidad de
dosificacién parenteral contenga entre 0,01 y 10 % en peso de anticuerpo o fragmento de unioén a antigeno
antes de la dilucién.

La composicion puede estar destinada a la administracién topica, en cuyo caso el vehiculo puede comprender
adecuadamente una base de solucién, emulsion, ungliento o gel. La base, por ejemplo, puede comprender uno
0 mas de los siguientes: vaselina, lanolina, polietilenglicoles, cera de abeja, aceite mineral, diluyentes como
agua vy alcohol, y emulsionantes y estabilizantes. Los agentes espesantes pueden estar presentes en una
composicion para la administracion tépica. Si esta destinada a la administracion transdérmica, la composicion
puede incluir un parche transdérmico o un dispositivo de iontoforesis. La composicion farmacéutica puede estar
destinada a la administracion rectal, en forma, por ejemplo, de supositorio, que se derretira en el recto y liberara
el farmaco. La composicion para administracion rectal puede contener una base oleosa como excipiente no
irritante adecuado. Tales bases incluyen, sin limitacion, lanolina, manteca de cacao y polietilenglicol.

Una composicién puede incluir diversos materiales que modifican la forma fisica de una unidad de dosificacion
solida o liquida. Por ejemplo, la composicion puede incluir materiales que formen una cubierta de revestimiento
alrededor de los ingredientes activos. Los materiales que forman la cubierta de revestimiento son normalmente
inertes y pueden seleccionarse, por ejemplo, entre azlcares, goma laca y otros agentes de revestimiento
entérico. Alternativamente, los ingredientes activos pueden encerrarse en una capsula de gelatina. La
composicién en forma solida o liquida puede incluir un agente que se une al anticuerpo o fragmento de unién
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a antigeno de la descripcion y, por tanto, ayuda en la administracion del compuesto. Agentes adecuados que
pueden actuar con esta capacidad incluyen anticuerpos monoclonales o policlonales, una o0 mas proteinas o
un liposoma. La composicion puede consistir esencialmente en unidades de dosificacion que pueden
administrarse en forma de aerosol. El término aerosol se usa para denotar una variedad de sistemas que van
desde aquellos de naturaleza coloidal hasta sistemas que consisten en paquetes presurizados. El suministro
puede ser mediante un gas licuado o comprimido o por un sistema de bomba adecuado que dispensa los
ingredientes activos. Los aerosoles pueden administrarse en sistemas monofasicos, bifasicos o trifasicos para
administrar los ingredientes activos. El suministro del aerosol incluye el contenedor, los activadores, las
valvulas, los subcontenedores y similares necesarios, que juntos pueden formar un kit. El experto medio en la
técnica, sin excesiva experimentacion, puede determinar los aerosoles preferidos.

Se entendera que las composiciones de la presente descripcion también abarcan moléculas transportadoras
para polinucleétidos, como se describe aqui (p. ej. nanoparticulas lipidicas, plataformas de administracion a
nanoescala y similares).

Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar mediante una metodologia bien conocida en la técnica
farmacéutica. Por ejemplo, una composicién destinada a ser administrada por inyeccion se puede preparar
combinando una composicion que comprende un anticuerpo, un fragmento del mismo que se une al antigeno
0 un conjugado de anticuerpo como se describe aqui y, opcionalmente, una o mas sales, tampones y/o
estabilizadores, con agua destilada estéril hasta formar una solucidon. Puede afadirse un tensioactivo para
facilitar la formacién de una solucidon o suspension homogénea. Los tensioactivos son compuestos que
interactian de forma no covalente con la composicion peptidica para facilitar la disolucion o suspensién
homogénea del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo en el sistema de suministro acuoso.

En general, una dosis y un régimen de tratamiento apropiados proporcionan la(s) composicién(es) en una
cantidad suficiente para un beneficio terapéutico y/o profilactico (tal como se describe aqui, incluyendo un
resultado clinico mejorado (p. €j. una disminucion en la frecuencia, duraciéon o gravedad) de diarrea o
deshidratacién asociada o inflamacién, o una mayor supervivencia libre de enfermedad y/o general, o una
disminucion de la gravedad de los sintomas). Para uso profilactico, una dosis debe ser suficiente para prevenir,
retrasar el inicio o disminuir la gravedad de una enfermedad asociada con una enfermedad o trastorno. El
beneficio profilactico de las composiciones administradas segun los métodos aqui descritos se puede
determinar realizando estudios preclinicos (incluyendo estudios en animales in vitro e in vivo) y clinicos y
analizando los datos obtenidos de los mismos mediante métodos y técnicas estadisticos, biologicos y clinicos
apropiados, todo lo cual puede ser practicado facilmente por un experto en la materia.

Las composiciones se administran en una cantidad eficaz (por ejemplo, para tratar una infeccion por SARS-
CoV-2 ), que variara dependiendo de diversos factores, incluyendo la actividad del compuesto especifico
empleado; la estabilidad metabdlica y la duracion de la accion del compuesto; la edad, el peso corporal, la
salud general, el sexo y la dieta del sujeto; el modo y tiempo de administracion; la tasa de excrecion; la
combinacion de drogas; la gravedad del trastorno o condicion en particular; y el sujeto sometido a terapia. En
ciertos aspectos, después de la administracién de la terapia de acuerdo con las formulaciones y métodos de
esta descripcion, los sujetos de ensayo exhibiran una reduccion del 10 % hasta el 99 % en uno o mas sintomas
asociados con la enfermedad o trastorno que se esta tratando en comparacion con los tratados con placebo u
otros sujetos de control adecuados.

Generalmente, una dosis diaria terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o fragmento de union a antigeno es
(para un mamifero de 70 kg) de 0,001 mg/kg (es decir, 0,07 mg) a 100 mg/kg (es decir, 7,0 g); preferiblemente,
una dosis terapéuticamente eficaz es (para un mamifero de 70 kg) de 0,01 mg/kg (es decir, 0,7 mg) a 50 mg/kg
(es decir, 3,5 g); mas preferiblemente, una dosis terapéuticamente eficaz es (para un mamifero de 70 kg) de 1
mg/kg (es decir, 70 mg) a 25 mg/kg (es decir, 1,75 g). Para polinucleétidos, vectores, células huésped y
composiciones de la presente descripcion, una dosis terapéuticamente eficaz puede ser diferente que para un
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno.

En ciertos aspectos, un método comprende administrar el anticuerpo, el fragmento de unién a antigeno, el
polinucleétido, el vector, la célula huésped o la composicion al sujeto 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 veces 0 mas.

En ciertos aspectos, un método comprende administrar el anticuerpo, el fragmento de union a antigeno o la
composicion al sujeto una pluralidad de veces, donde se realiza una segunda o sucesiva administracion a las
6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 24, 48, 74, 96 horas o mas después de una primera o anterior administracion,
respectivamente.

En determinados aspectos, un método comprende administrar el anticuerpo, el fragmento de unién a antigeno,
el polinucledtido, el vector, la célula huésped o la composicion al menos una vez antes de que el sujeto se
infecte con SARS-CoV-2.
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Las composiciones que comprenden un anticuerpo, un fragmento de unién a antigeno, un polinucleétido, un
vector, una célula huésped o una composicién de la presente descripcion también pueden administrarse
simultaneamente, antes o después de la administracion de uno o mas agentes terapéuticos. Esta terapia de
combinacién puede incluir la administracion de una formulacion de dosificacion farmacéutica Unica que contiene
un compuesto de la invencién y uno o mas agentes activos adicionales, asi como la administracion de
composiciones que comprenden un anticuerpo o fragmento de union a antigeno de la descripcion y cada agente
activo en su propia formulacion de dosificacion separada. Por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de union a
antigeno del mismo como se describe aqui y el otro agente activo pueden administrarse al paciente juntos en
una unica composicion de dosificacion oral, como una tableta o capsula, o cada agente puede administrarse
en formulaciones de dosificacion orales separadas. De manera similar, un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno como se describe aqui y el otro agente activo pueden administrarse al sujeto juntos en una
composicion de dosificacion parenteral Unica, como una solucion salina u otra solucién fisiolégicamente
aceptable, o cada agente puede administrarse en formulaciones de dosificacion parenteral separadas. Cuando
se usan formulaciones de dosificacion separadas, las composiciones que comprenden un anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno y uno o mas agentes activos adicionales se pueden administrar esencialmente
al mismo tiempo, es decir, simultaneamente, o en momentos escalonados por separado, es decir,
secuencialmente y en cualquier orden; se entiende que la terapia de combinacién incluye todos estos
regimenes.

En ciertos aspectos, se proporciona una terapia de combinacion que comprende uno o mas anticuerpos anti-
SARS-CoV-2 (0o uno o mas acidos nucleicos, células huésped, vectores o composiciones) de la presente
descripcidon y uno o mas agentes antiinflamatorios. y/o uno o mas agentes antivirales. En aspectos particulares,
uno 0 mas agentes antiinflamatorios comprenden corticosteroides, por ejemplo dexametasona o prednisona.
En algunos aspectos, los uno o0 mas agentes antiinflamatorios comprenden un antagonista de citoquinas, por
ejemplo un anticuerpo que se une a IL6 (como siltuximab) o a IL-6R (como tocilizumab) o a IL-1B, IL-7, IL-8, IL-
9, IL-10, FGF, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IP-10, MCP-1, MIP-1A, MIP1-B, PDGR, TNF-a, o VEGF. En algunos
aspectos, se usan agentes antiinflamatorios como ruxolitinib y/o anakinra. En algunos aspectos, uno o mas
agentes antivirales comprenden analogos de nucledtidos o profarmacos de analogos de nucledtidos tales
como, por ejemplo, remdesivir, sofosbuvir, aciclovir y zidovudina. En aspectos particulares, un agente antiviral
comprende lopinavir, ritonavir, favipiravir o cualquier combinacion de los mismos. En algunos aspectos, una
terapia de combinacion comprende leronlimab. Los agentes antiinflamatorios para su uso en una terapia de
combinacion de la presente descripcion también incluyen farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE). Se
apreciara que, en dicha terapia de combinacion, el uno 0 mas anticuerpos (o uno o mas acidos nucleicos,
células huésped, vector o composicion) y el uno o mas agentes antiinflamatorios y/o uno o mas agentes
antivirales pueden administrarse en cualquier orden y secuencia, o conjuntamente.

En algunos aspectos, se administra un anticuerpo (o uno o mas acidos nucleicos, células huésped, vectores o
composiciones) a un sujeto que ha recibido previamente uno o mas agentes antiinflamatorios y/o uno o mas
agentes antivirales. En algunos aspectos, se administra uno o mas agentes antiinflamatorios y/o uno o mas
agentes antivirales a un sujeto que ha recibido previamente un anticuerpo (0 uno o0 mas acidos nucleicos,
células huésped, vectores o composiciones).

En ciertos aspectos, se proporciona una terapia de combinacién que comprende dos o0 mas anticuerpos anti-
SARS-CoV-2 de la presente descripcion. Un método puede comprender la administracion de un primer
anticuerpo a un sujeto que ha recibido un segundo anticuerpo o puede comprender la administracion conjunta
de dos o0 mas anticuerpos. Por ejemplo, en aspectos particulares, se proporciona un método que comprende
administrar al sujeto de (a) un primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno, cuando el sujeto ha recibido
un segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno; (b) el segundo anticuerpo o fragmento de union a
antigeno, cuando el sujeto ha recibido el primer anticuerpo o fragmento de unién a antigeno; o (c) el primer
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno y el segundo anticuerpo o fragmento de unién a antigeno.

En ciertos aspectos, se proporciona el uso de los anticuerpos, fragmentos de union a antigeno, vectores, células
huésped y composiciones en un método de tratamiento de una infeccion por SARS-CoV-2 en un sujeto.

En algunos aspectos, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno tal como se describe aqui es capaz de
neutralizar la infeccion por SARS-CoV-2 con una IC50 de 3,0 nM, 3,1 nM, 3,2 nM, 3,3 nM, 3,4 nM, 3,5 nM, 3,6
nM, 3,7 nM, 3,8 nM, 3,9 nM o 4,0 nM. En algunos aspectos, el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno
tal como se describe aqui es capaz unirse a la glicoproteina de superficie de SARS-CoV-2 cuando la
glicoproteina de superficie del SARS-CoV-2 esta comprendida en un trimero de fusion.
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Tabla 2. Secuencias

Descripcion SED Secuencia
ID
NO.
SARS-CoV-2 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
$300-vi mAb DYYIHWVRQAPGQGPEWLGWVNGYSGATR
1| YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
VH (aa) TAVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLV
TVSS
SARS-CoV-2
S300-v1 mAb 2 GYTFTDYY
CDRH1 (aa)
SARS-CoV-2
S300-v1 mAb 3 VNGYSGAT
CDRH2 (aa)
SARS-CoV-2
S300-v1 mAb 4 ARDRPSHEWAMYFFDN
CDRH3 (aa)
SARS-CoV-2 QIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVPSSC
S300-v1 mAb s | LAWYQQKPGQAPRLLIYGASGRATGIPDRFS
VL (Vi) (aa) GSGSGTDFTLTIRRLEPEDFAVYYCQQYGSSP
PLTFGGGTKVEIK
SARS-CoV-2
S300-v1 mAb 6 QSVPSSC
CDRL1 (aa)
SARS-CoV-2
S300-v1 mAb 7 GAS
CDRL2 (aa)
SARS-CoV-2
S300-v1 mAb 8 QQYGSSPPLT
CDRL3 (aa)
SARS-CoV-2 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
S300-v1.1 DYYIHWVRQAPGQGPEWLGWVQGYSGATR
9 | YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
mAb VH (aa) TAVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLV
TVSS
Sg?foﬁj"zz QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
' DYYIHWVRQAPGQGPEWLGWVNAYSGATR
10 | YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
mAb VH (aa) TAVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLV
TVSS
SARS-CoV-2 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
S$300-v1.3 DYYIHWVRQAPGQGPEWLGWVNSYSGATR
11 | YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
mAb VH (aa)

TAVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLV
TVSS
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SARS-CoV-2
S300-v1.4

mAb VH (aa)

12

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGWVNPYSGATR
YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD

TAVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLV
TVSS

SARS-CoV-2
8§300-v1.5

mAb VH (aa)

13

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT

DYYIHWVRQAPGQGPEWLGWVNQYSGATR

YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
TAVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLV
TVSS

SARS-CoV-2
S300-v1.6

mAb VH (aa)

14

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGWVLGYSGATR
YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
TAVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLV
TVSS

SARS-CoV-2
S300-v1.7

mAb VH (aa)

15

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGWVTGYSGATR
YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
TAVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLV
TVSS

SARS-CoV-2
S§300-v1.1
mAb CDRH2 (aa)

16

VQGYSGAT

SARS-CoV-2
S300-v1.2
mAb CDRH2
(aa)

17

VNAYSGAT

SARS-CoV-2
$300-v1.3
mAb CDRH?2 (aa)

18

VNSYSGAT

SARS-CoV-2
S300-v1.4
mAb CDRH2 (aa)

19

VNPYSGAT

SARS-CoV-2
$300-v1.5
mAb CDRH?2 (aa)

20

VNQYSGAT

SARS-CoV-2
S300-v1.6

21

VLGYSGAT

mAb CDRH2 (aa)

SARS-CoV-2
S300-v1.7
mAb CDRH2 (aa)

22

VTGYSGAT

SARS-CoV-2
S300-v1.8

mAb VH (aa)

23

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGWVNGYSGATR
YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
TAVYYCARDRPSHEFAMYFFDNWGQGTLV
TVSS
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SARS-CoV-2
S300-v1.9

mAb VH (aa)

24

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT

DYYIHWVRQAPGQGPEWLGWVNGYSGATR

YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
TAVYYCARDRPSHEYAMYFFDNWGQGTLV

TVSS

SARS-CoV-2
5300-v1.8
mAb CDRH3 (aa)

25

ARDRPSHEFAMYFFDN

SARS-CoV-2
$300-v1.9
mAb CDRH3 (aa)

26

ARDRPSHEYAMYFFDN

SARS-CoV-2
S§300-v2 mAb

VH (aa)

27

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGFVNGYSGATRY
AQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDDT
AVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLVT
VSS

SARS-CoV-2
S§300-v2.1

mAb VH (aa)

28

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGFVQGYSGATRY
AQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDDT
AVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLVT
VSS

SARS-CoV-2
S300-v2.2

mAb VH (aa)

29

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGFVNAYSGATRY
AQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDDT
AVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLVT
VSS

SARS-CoV-2
S§300-v2.3

mAb VH (aa)

30

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGEVNSYSGATRY

AQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDDT
AVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLVT
VSS

SARS-CoV-2
S§300-v2.4

mAb VH (aa)

31

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGFVNPYSGATRY
AQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDDT
AVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLVT
VSS

SARS-CoV-2
S§300-v2.5

mAb VH (aa)

32

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGFVNQYSGATRY
AQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDDT
AVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLVT
VSS
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SARS-CoV-2
S300-v2.6

mAb VH (aa)

33

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGFVLGYSGATRY
AQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDDT
AVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLVT
VSS

SARS-CoV-2
S300-v2.7

mAb VH (aa)

34

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGFVTGYSGATRY
AQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDDT
AVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLVT
VSS

SARS-CoV-2
S300-v2.8

mAb VH (aa)

35

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGFVNGYSGATRY
AQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDDT
AVYYCARDRPSHEFAMYFFDNWGQGTLVT
VSS

SARS-CoV-2
8300-v2.9

mAb VH (aa)

36

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGFVNGYSGATRY
AQKYQGRVIMTRDTSISTAYMQLSRLRPDDT
AVYYCARDRPSHEYAMYFFDNWGQGTLVT
VSS

SARS-CoV-2
S$300-v3 mAb

VH (aa)

37

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGYVNGYSGATR
YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
TAVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLV
TVSS

SARS-CoV-2
S§300-v3.1

mAb VH (aa)

38

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGYVQGYSGATR
YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
TAVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLV
TVSS

SARS-CoV-2
S300-v3.2

mAb VH (aa)

39

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGYVNAYSGATR
YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
TAVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLV
TVSS

SARS-CoV-2
S300-v3.3

mAb VH (aa)

40

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGYVNSYSGATRY
AQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDDT
AVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLVT
VSS

SARS-CoV-2
S300-v3.4

mAb VH (aa)

41

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGYVNPYSGATRY
AQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDDT
AVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLVT
VSS
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SARS-CoV-2
S300-v3.5

mAb VH (aa)

42

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGYVNQYSGATR
YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
TAVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLV
TVSS

SARS-CoV-2
S300-v3.6

mAb VH (aa)

43

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGYVLGYSGATR
YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
TAVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLV
TVSS

SARS-CoV-2
S300-v3.7

mAb VH (aa)

44

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGYVTGYSGATR
YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
TAVYYCARDRPSHEWAMYFFDNWGQGTLV
TVSS

SARS-CoV-2
S§300-v3.8

mAb VH (aa)

45

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGYVNGYSGATR
YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
TAVYYCARDRPSHEFAMYFFDNWGQGTLV
TVSS

SARS-CoV-2
S§300-v3.9

mAb VH (aa)

46

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGYVNGYSGATR
YAQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDD
TAVYYCARDRPSHEYAMYFFDNWGQGTLV
TVSS

SARS-CoV-2
8§300-v10

mAb VL (Vk) (aa)

47

QIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVPSSY
LAWYQQKPGQAPRLLIYGASGRATGIPDRFS
GSGSGTDFTLTIRRLEPEDFAVYYCQQYGSSP
PLTFGGGTKVEIK

SARS-CoV-2
S§300-v11

mAb VL (V) (aa)

48

QIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVPSSS
LAWYQQKPGQAPRLLIYGASGRATGIPDRFS
GSGSGTDFTLTIRRLEPEDFAVYYCQQYGSSP
PLTFGGGTKVEIK

SARS-CoV-2
8§300-v12

mAb VL (Vk) (aa)

49

QIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVPSST
LAWYQQKPGQAPRLLIYGASGRATGIPDRFS
GSGSGTDFTLTIRRLEPEDFAVYYCQQYGSSP
PLTFGGGTKVEIK

SARS-CoV-2
S§300-v13

mAb VL (V) (aa)

50

QIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVPSSA
LAWYQQKPGQAPRLLIYGASGRATGIPDRFS
GSGSGTDFTLTIRRLEPEDFAVYYCQQYGSSP
PLTFGGGTKVEIK
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SARS-CoV-2
S300-v10 51 QSVPSSY
mAb CDRL1 (aa)
SARS-CoV-2
S300-v11 51 QSVPSSS
mAb CDRL1 (aa)
SARS-CoV-2
S300-v12 53 QSVPSST
mAb CDRL1 (aa)
SARS-CoV-2
S300-v13 54 QSVPSSA
mAb CDRL1 (aa)
SARS-CoV-2 QVOQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFRSS
S0z mAb 55 | YOMHWVRQAPGKGLEWVAVISYDGSNKYY
VH (@) ADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDT
AVYYCAKDISSGWDRVFDYWGQGTLVTVSS
SARS-CoV-2
S302 mAb 56 GFTFSSYG
CDRH1 (aa)
SARS-CoV-2
S302 mAb 57 ISYDGSNK
CDRH2 (aa)
SARS-CoV-2
S302 mAb 58 AKDISSGWDRVFDY
CDRH3 (aa)
SARS-CoV-2 EILLTQSPGTLSLSPGERATLSCRTSQSVGSSY
$302mAb 59 | LAWYQQKPGQAPRLLIYAASSRAIGIPDRFSG
VL (Vi) (aa) SGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPW
TFGOGTKVEIK
SARS-CoV-2
S302 mAb 60 QSVGSSY
CDRL1 (aa)
SARS-CoV-2
S302 mAb 61 AAS
CDRL2 (aa)
SARS-CoV-2
S302 mAb 62 QQYGSSPWT
CDRL3 (aa)
SARS-CoV-2 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFLT
S303-v1 mAb YSMNWVRQTPGKRLQWVSAISGSGGATYY
63 | ADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNTVTADDT
VH (aa)

AIYFCARERDDIFPMGLNAFDIWGQGAMVI
VSS
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SARS-CoV-2

S303-v1 mAb 64 GFTFLTYS

CDRH1 (aa)

SARS-CoV-2

S303-v1 mAb 65 ISGSGGAT

CDRH2 (aa)

SARS-CoV-2

S303-v1 mAb 66 ARERDDIFPMGLNAFDI

CDRHS3 (aa)

SARS-CoV-2 DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISNW

$303-v1 mAb s7 | LAWYQQKPGKAPKLLIYKASSLESGVPSRFS

VL (Vi) (28) GSGSGTEFTLTISSLQPDDSATYYCQQYDTYS
WTFGQGTKVEIK

SARS-CoV-2

S303-v1 mAb 68 QSISNW

CDRL1 (aa)

SARS-CoV-2

S303-v1 mAb 69 KAS

CDRL2 (aa)

SARS-CoV-2

S303-v1 mAb 70 QQYDTYSWT

CDRL3 (aa)

SARS-CoV-2 DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISNFL

S303-v2 mAb ;1 | AWYQQKPGKAPKLLIYKASSLESGVPSRFSGS

VL (Vi) (@) GSGTEFTLTISSLQPDDSATYYCQQYDTYSW
TFGQGTKVEIK

SARS-CoV-2 DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISNYL

S303-v3 mAb | AWYQQKPGKAPKLLIYKASSLESGVPSRFSGS

VL (Vic) (aa) GSGTEFTLTISSLQPDDSATYYCQQYDTYSW
TFGQGTKVEIK

SARS-CoV-2

S303-v2 mAb 73 QSISNF

CDRL1 (aa)

SARS-CoV-2

S303-v3 mAb 74 QSISNY

CDRL1 (aa)

SARS-CoV-2 DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISNW

S303-v4 mAb s | LAWYQQKPGKAPKLLIYKASSLESGVPSRFS

VL (Vi) (aa) GSGSGTEFTLTISSLQPDDSATYYCQQYDTYS

FTFGQGTKVEIK
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SARS-CoV-2 DIQMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASQSISNW
S303-v5 mAb -6 | LAWYQQKPGKAPKLLIYKASSLESGVPSRFS
VL (Vi) (a8) GSGSGTEFTLTISSLQPDDSATYYCQQYDTYS
YTFGQGTKVEIK
SARS-CoV-2
S303-v4 mAb 77 QQYDTYSFT
CDRLS3 (aa)
SARS-CoV-2
S303-v5 mAb 78 QQYDTYSYT
CDRL3 (aa)
SARS-CoV-2 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS
8304 mAb ;o | YDMHWVRQTTGKGLEWVSTIGTAGDTYYP
VH (a5) DSVKGRFTISREDAKNSLYLQMNSLRAGDTA
VYYCARGDSSGYYYYFDYWGQGTLLTVSS
SARS-CoV-2
S304 mAb 80 GFTFSSYD
CDRH1 (aa)
SARS-CoV-2
S304 mAb 81 IGTAGDT
CDRH2 (aa)
SARS-CoV-2
S304 mAb 82 ARGDSSGYYYYFDY
CDRHS3 (aa)

SARS-CoV-2 DIQMTQSPSSLSAAVGDRVTITCRASQSIGSY
$304 mAb g3 | LNWYQQKPGKAPKLLIYAASSLQSGVPSRFS
VL (Vi) (aa) GSGSGTDFTLTISSLQPEDFAIYYCQQSYVSPT

YTFGPGTKVDIK
SARS-CoV-2
S304 mAb 84 QSIGSY
CDRL1 (aa)
SARS-CoV-2
S304 mAb 85 AAS
CDRL2 (aa)
SARS-CoV-2
S304 mAb 86 QQSYVSPTYT
CDRLS3 (aa)
SARS-CoV-2 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASTYTFTS
S306 mAb FGISWVRQAPGQGLEWMGWITTYSGDTNYA
87 | QKFQGRVIMTTDTSTNTAYMELRSLRSDDTA
VH (aa) VYYCASDYFDSSGYYHSFDYWGQGTLVTVS
S
SARS-CoV-2
S306 mAb 88 TYTFTSFG
CDRH1 (aa)
SARS-CoV-2
S306 mAb 89 ITTYSGDT
CDRH2 (aa)
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SARS-CoV-2
S306 mAb 90 ASDYFDSSGYYHSFDY
CDRH3 (aa)
SARS-CoV-2 EIVLTQSPDTLSLSPGERATLSCRASQSVSSYL
S306 mAb o1 | AWYQQRPGQAPRLLIYDASKRATGIPARFSGS
VL (Vi) (aa) GSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQRSNWPP
GCSFGQGTKVEIK
SARS-CoV-2
S306 mAb 92 QSVSSY
CDRL1 (aa)
SARS-CoV-2
S306 mAb 93 DAS
CDRL2 (aa)
SARS-CoV-2
S306 mAb 94 QQRSNWPPGCS
CDRL3 (aa)
SARS-CoV-2 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASRFTFSS
$308-v1 mAb YGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWHDGNNKH
95 | YGDSVKGRVTISRDNSKNTLYLQMTSLRAED
VH (aa) TAVYYCARAVTTFKGSGRARMRGMDVWG
QGTTVTVSS
SARS-CoV-2
S308-v1 mAb 96 RFTFSSYG
CDRH1 (aa)
SARS-CoV-2
S308-v1 mAb 97 IWHDGNNK
CDRH2 (aa)
SARS-CoV-2
S308-v1 mAb 98 ARAVTTFKGSGRARMRGMDV
CDRH3 (aa)
SARS-CoV-2 DIQLTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQGINTYL
S308-v1 mAb 99 | AWYQQKPGKAPKLLIYAASTLQSGVPSRFSG
VL (Vi) (aa) SGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQHLDTYPF
TFGPGTKVDIK
SARS-CoV-2
S308-v1 mAb 100 | QGINTY
CDRL1 (aa)
SARS-CoV-2
S308-v1 mAb 101 AAS
CDRL2 (aa)
SARS-CoV-2
S308-v1 mAb 102 | QHLDTYPFT
CDRL3 (aa)
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SARS-CoV-2 QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASRFTFSS
$308-v2 mAb YGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWHDGNNKH
103 | YGDSVKGRVTISRDNSKNTLYLQMTSLRAED
VH (aa) TAVYYCARAVTTFKGSGRARLRGMDVWG
QGTTVTVSS

SARS-CoV-2

S308-v2 mAb 104 | ARAVTTFKGSGRARLRGMDV

CDRH3 (aa)

SARS-CoV-2 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT

S$309-v1 mAb SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYNGNTNY

105 | AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
VH (aa) AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2

S309-v1 mAb 106 GYPFTSYG

CDRH1 (aa)

SARS-CoV-2

S309-v1 mAb 107 ISTYNGNT

CDRH2 (aa)

SARS-CoV-2

S309-v1 mAb 108 ARDYTRGAWFGESLIGGFDN

CDRHS3 (aa)

SARS-CoV-2 DIQMTQSPSSLSTSVGDRVTITCRASQGINNY

SVSLO(Q\-/M) g’;)b 109 | VAWYQQKPGKVPKLLIYGASTLQSGVPSRFR

K

(no productivo)

GSGSGTGFTLTISSLQPEDVASYYCRKYNSAP
WTFGQGTRVEIK

SARS-CoV-2

S309-v1 mAb

CDRL1 (aa)
(no productivo)

110

QGINNY

SARS-CoV-2
S§309-v1 mAb

CDRL2 (aa)
(no productivo)

111

GAS

SARS-CoV-2

S309-v1 mAb

CDRL3 (aa)
(no productivo)

112

RKYNSAPWT

50




ES2954629 T3

SARS-CoV-2
S§309-v1.1

mAb VH (aa)

113

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYQGNTN
YAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSD
DTAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWG
QGTLVTVSS

SARS-CoV-2
S§309-v1.2

mAb VH (aa)

114

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYNSNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S§309-v1.3

mAb VH (aa)

115

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYNANTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S309-v1.4

mAb VH (aa)

116

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYNQNTNY
AQKFQGRVIMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S§309-v1.5

mAb VH (aa)

17

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYLGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S309-v1.6

mAb VH (aa)

118

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYTGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S309-v1.7

mAb VH (aa)

119

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYNGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAFFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S309-v1.8

mAb VH (aa)

120

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYNGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAYFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS
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SARS-CoV-2
S309-v1.1
mAb CDRH2 121 | ISTYQGNT
(aa)
SARS-CoV-2
530912 122 | ISTYNSNT
mAb CDRH2
(aa)
SARS-CoV-2
S309-v1.3
mAb CDRH2 123 | ISTYNANT
(aa)
SARS-CoV-2
S309-v1.4
mAb CDRH2 124 | ISTYNQNT
(aa)
SARS-CoV-2
830915 125 | ISTYLGNT
mAb CDRH2
(aa)
SARS-CoV-2
530916 126 | ISTYTGNT
mAb CDRH2
(aa)
SARS-CoV-2
S309-v1.7
mAb CDRH3 127 ARDYTRGAFFGESLIGGFDN
(aa)
SARS-CoV-2
S309-v1.8
mAb CDRH3 128 ARDYTRGAYFGESLIGGFDN
(aa)
SARS-GoV2 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
§309v2 mAb SYGISWVRQAPGQGLEWMGFISTYNGNTNY
129 | AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
VH (@a) AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS
SARS-Cove2 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
S SYGISWVRQAPGQGLEWMGFISTYQGNTNY
Ab VH (aa) 130 | AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
m aa

AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS
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SARS-CoV-2
8§309-v2.2

mAb VH (aa)

131

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGFISTYNSNTNY
AQKFQGRVTIMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
8§309-v2.3

mAb VH (aa)

132

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGFISTYNANTNY
AQKFQGRVIMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S309-v2.4

mAb VH (aa)

133

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGFISTYNQNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
8§309-v2.5

mAb VH (aa)

134

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGFISTYLGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S309-v2.6

mAb VH (aa)

135

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGFISTYTGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
8§309-v2.7

mAb VH (aa)

136

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGFISTYNGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAFFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S309-v2.8

mAb VH (aa)

137

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGFISTYNGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAYFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S$309-v3 mAb

VH (aa)

138

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGYISTYNGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS
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SARS-CoV-2
S§309-v3.1

mAb VH (aa)

139

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGYISTYQGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S$309-v3.2

mAb VH (aa)

140

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGYISTYNSNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S§309-v3.3

mAb VH (aa)

141

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGYISTYNANTNY
AQKFQGRVTIMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S§309-v3.4

mAb VH (aa)

142

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT

SYGISWVRQAPGQGLEWMGYISTYNQNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG

'TLVTVSS

SARS-CoV-2
S§309-v3.5

mAb VH (aa)

143

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGYISTYLGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S§309-v3.6

mAb VH (aa)

144

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGYISTYTGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S§309-v3.7

mAb VH (aa)

145

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGYISTYNGNTNY
AQKFQGRVIMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAFFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS

SARS-CoV-2
S§309-v3.8

mAb VH (aa)

146

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGYISTYNGNTNY
AQKFQGRVTMTITDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAYFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSS
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SARS-CoV-2
S§309-v9 mAb
VL (Vx) (aa)

(no productivo)

147

DIQMTQSPSSLSTSVGDRVTITCRASQGINNY
VAWYQQKPGKVPKLLIYGASTLQSGVPSRFR
GSGSGTGFTLTISSLQPEDVASYYCRKYNSAP
GTFGQGTRVEIK

o DIQMTQSPSSLSTSVGDRVTITCRASQGINNY
L s | VAWYQQKPGKVPKLLIYGASTLQSGVPSRFR
K) a3 GSGSGTGFTLTISSLQPEDVASYYCRKYNSAP

(no productivo) RTFGQGTRVEIK
e DIQMTQSPSSLSTSVGDRVTITCRASQGINNY
AL ) s | VAWYQQKPGKVPKLLIYGASTLQSGVPSRFR

(aa)
(no productivo)

GSGSGTGFTLTISSLQPEDVASYYCRKYNSAP
FTFGQGTRVEIK

SARS-CoV-2
S309-v12
mADb VL (Vk)
(aa)
(no productivo)

150

DIQMTQSPSSLSTSVGDRVTITCRASQGINNY
VAWYQQKPGKVPKLLIYGASTLQSGVPSRFR
GSGSGTGFTLTISSLQPEDVASYYCRKYNSAP
YTFGQGTRVEIK

SARS-CoV-2

S$309-v9 mAb

CDRL3 (aa)
(no productivo)

151

RKYNSAPGT

SARS-CoV-2
S309-v10
mAb CDRL3
(aa)
(no productivo)

152

RKYNSAPRT

SARS-CoV-2
S309-v11
mAb CDRL3
(aa)
(no productivo)

153

RKYNSAPFT

SARS-CoV-2
S309-v12
mAb CDRL3 (aa)

(no productivo)

154

RKYNSAPYT

SARS-CoV-2
$310 mAb

VH (aa)

155

QVQLVQSGAELKKPGSSVKVSCKASGGTFNS
YSFNWVRQAPGQGLEWLGGIIPVLGTSNYA
QKFQGRVAVTADEFTTTAYMELSSLRSEDTA

VYYCATRTYDSSGYRPYYYGLDVWGQGTP
VTVSS
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SARS-CoV-2
$310 mAb 156 | GGTFNSYS
CDRH1 (aa)
SARS-CoV-2
S310 mAb 157 | IPVLGTS
CDRH2 (aa)
SARS-CoV-2
$310 mAb 158 | ATRTYDSSGYRPYYYGLDV
CDRH3 (aa)
SARS-CoV-2 QSALTQPASVSGSPGQSITISCTGTSSDVGSYN
$310mAb 159 | LVSWYQQRPGKAPELMIYEVTKRPSGLSNRF
VL (Vi) (aa) SGSKSGNTASLTISGLQAEDEADYYCCSYAG
SDTVIFGGGTKVTVL
SARS-CoV-2
$310 mAb 160 | SSDVGSYNL
CDRL1 (aa)
SARS-CoV-2
S310 mAb 161 EVT
CDRL2 (aa)
SARS-CoV-2
S310 mAb 162 | CSYAGSDTVI
CDRL3 (aa)
1 attaaaggtt tatacctice caggtaacaa accaaccaac
tttcgatcte ttgtagatct 61 gttctctaaa cgaactttaa
aatctgtgtg getgtcacte ggetgeatge ttagtgeact 121
cacgcagtat aattaataac taattactgt cgttgacagg
acacgagtaa ctcgtctatc 181 ttetgcagge tgettacggt
. o ttcgtcegtg ttgcagecega teatcageac atctaggttt 241
Secuencia genomica cgteegggty tgaccgaaag gtaagatgga gageettgte
gi;ﬁ'xjn?: :i]sla do del cctggtttca acgagaaaac 301 acacgtccaa ctcagtttge
Mercado de pescado de 163 | ctettttaca ggttegegac gtgetegtac gtggetttgg 361

Wuhan Wuhan-Hu-1
(Gen Bank: MN908947,
23 de enero 2020)

agactccgtg gaggaggtct tatcagagge cgtcaacat
cttaaagatg gcacttgtgg 421 cttagtagaa gttgaaaaag
gegttttgee teaactigaa cagecctatg tgttcatcaa 481
acgttcggat getcgaactg caccteatgg tcatgttatg
gttgagctgg tagcagaact 541 cgaaggcatt cagtacggtc
gtagtggtga gacacttggt gtecttgtee cteatgtggg 601
cgaaatacca gtggcettacc gecaaggttct tettcgtaag
aacggtaata aaggagetgg 661 tggecatagt tacggegecg
atctaaagtc atttgactta ggcgacgage ttggcactga 721
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leCdigaa gatiticady daddaiigpdad cacladacdl
agcagtggte ttacccgtga 781 actcatgegt gagcttaacg
gaggggcata cactcgcetat gtegataaca acttetgtgg 841
ccetgatggce taccetettg agtgeattaa agaccticta
geacgtgetg gtaaagettc 901 atgceactttg tccgaacaac
tggactttat tgacactaag aggggtotat actgetgeeg 961
tgaacatgag catgaaattg cttggtacac ggaacgttct
gaaaagagct atgaattgca 1021 gacacctttt gaaattaaat
tggcaaagaa atttgacacc ttcaatgggg aatgtccaaa 1081
ttttgtattt ccettaaatt ccataatcaa gactattcaa ccaagggttg
aaaagaaaaa 1141 gcttgatggce tttatgggta gaattcgate
tgtctatcca gttgegteac caaatgaatg 1201 caaccaaatg
tgecetttcaa ctetcatgaa gtgtgateat tgtggtgaaa
cttcatggea 1261 gacgggcgat tttgttaaag ccacttgega
attttgtggc actgagaatt tgactaaaga 1321 aggtgccact
acttgtggtt acttacccca aaatgetgtt gttaaaattt attgtccage
1381 atgtcacaat tcagaagtag gacctgagea tagtctigee
gaataccata atgaatctgg 1441 cttgaaaacc attcttcgta
agggtgatcg cactattgec tttggaggcet gtgtattete

1501 ttatgttggt tgccataaca agtgtgecta ttgggtteca
cgtgetageg ctaacatagg 1561 ttgtaaccat acaggtgttg
ttggagaagg ttccgaaggt cttaatgaca accttettga 1621
aatactccaa aaagagaaag tcaacatcaa tattgttggt
gactttaaac ttaatgaaga 1681 gatcgecatt attttggeat
ctttttctge ttccacaagt gettttgtgg aaactgtgaa 1741
aggtttggat tataaagcat tcaaacaaat tgtigaatcc tgtggtaatt
ttaaagttac1801 aaaaggaaaa gctaaaaaag gtgcctggaa
tattggtgaa cagaaatcaa tactgagtcc 1861 tctttatgea
tttgcatcag aggcetgetcg tgttgtacga tcaattttct ceccgeactet
1921 tgaaactgct caaaattctg tgegtgtttt acagaaggec
gctataacaa tactagatgg 1981 aatttcacag tattcactga
gactcattga tgctatgatg ttcacatctg atttggctac 2041
taacaatcta gttgtaatgg cctacattac aggtggtgtt
gttcagttga cttcgcagtg 2101 getaactaac atctttggea
ctgtttatga aaaactcaaa cccgtecttg attggettga 2161
agagaagttt aaggaaggtg tagagtttct tagagacggt
tgggaaattg ttaaatttat 2221 ctcaacctgt gettgtgaaa
ttgtcggtgg acaaattgtc acctgtgcaa aggaaattaa 2281
ggagagtgtt cagacattct ttaagcttgt aaataaattt ttggetttgt
gtgctgacte 2341 tatcattatt ggtggageta aacttaaage
cttgaattta ggtgaaacat ttgtcacgea 2401 ctcaaaggga
ttgtacagaa agtgtgttaa atccagagaa gaaactggec
tactcatgce 2461 tctaaaagece ccaaaagaaa ttatcttett
agagggagaa acacttccca cagaagtgtt 2521 aacagaggaa
gitgtcttga aaactggtga tttacaacca ttagaacaac
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ctactagtga 2581 agctgttgaa getecattgg ttggtacace
agtttgtatt aacgggctta tgttgctega 2641 aatcaaagac
acagaaaagt actgtgcect tgecacctaat atgatggtaa
caaacaatac 2701 cttcacactc aaaggcggtg caccaacaaa
gettactttt ggtgatgaca ctgtgataga 2761 agtgeaaggt
tacaagagtg tgaatatcac ttttgaactt gatgaaagga
ttgataaagt 2821 acttaatgag aagtgctctg cctatacagt
tgaactcggt acagaagtaa atgagttcge 2881 ctgtgttgtg
gcagatgcetg tcataaaaac tttgcaacca gtatctgaat
tacttacacc 2941 actgggcatt gatttagatg agtggagtat
ggctacatac tacttatttg atgagtetgg 3001 tgagtttaaa
ttggcttcac atatgtattg ttetttctac cctccagatg aggatgaaga
3061 agaaggtgat tgtgaagaag aagagtttga gccatcaact
caatatgagt atggtactga 3121 agatgattac caaggtaaac
ctttggaatt tggtgccact tetgetgete ttcaacctga 3181
agaagagcaa gaagaagatt ggttagatga tgatagtcaa
caaactgttg gtcaacaaga 3241 cggcagtgag gacaatcaga
caactactat tcaaacaatt gttgaggttc aacctcaatt 3301
agagatggaa cttacaccag ttgttcagac tattgaagtg
aatagtttta gtggttattt 3361 aaaacttact gacaatgtat
acaftaaaaa tgcagacatt gtggaagaag ctaaaaaggt 3421
aaaaccaaca gtggttgtta atgcagecaa tgtttacctt
aaacatggag gaggtgttge 3481 aggagcctta aataaggceta
ctaacaatgc catgcaagtt gaatctgatg attacatage 3541
tactaatgga ccacttaaag tgggtggtag ttgtgtttta
agcggacaca atcttgetaa 3601 acactgtctt catgttgteg
gcccaaatgt taacaaaggt gaagacattc aacttcttaa 3661
gagtgcttat gaaaatttta atcagcacga agttctactt gcaccattat
tatcagctgg 3721 tatttttggt gctgacccta tacattettt
aagagttigt gtagatactg ttcgcacaaa 3781 tgtctactta
getgtctttg ataaaaatct ctatgacaaa cttgtttcaa getttitgga
3841 aatgaagagt gaaaagcaag ttgaacaaaa gatcgetgag
attcctaaag aggaagtiaa 3901 gecatttata actgaaagta
aaccttcagt tgaacagaga aaacaagatg ataagaaaat 3961
caaagcttgt gttgaagaag ttacaacaac tctggaagaa
actaagttcc tcacagaaaa 4021 cttgttactt tatattgaca
ttaatggcaa tcttcatcea gattetgeca ctettgttag 4081
tgacattgac atcacttict taaagaaaga tgctccatat
atagtggotg atgttgttca 4141 agagggtgtt ttaactgetg
tggttatacc tactaaaaag getggtggcea ctactgaaat

4201 gctagcgaaa getttgagaa aagtgccaac agacaattat
ataaccactt acccgggtca 4261 gggtttaaat ggttacactg
tagaggaggc aaagacagtg cttaaaaagt gtaaaagtge
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4321 cttttacatt ctaccatcta ttatctctaa tgagaagcaa
gaaattcttg gaactgtttc 4381 ttggaatttg cgagaaatge
ttgcacatge agaagaaaca cgcaaattaa tgectgtctg

4441 tgtggaaact aaagccatag tttcaactat acagcegtaaa
tataagggta ttaaaataca 4501 agagggtgtg gttgattatg
gtgctagatt ttacttttac accagtaaaa caactgtage 4561
gtcacttatc aacacactta acgatctaaa tgaaactctt
gttacaatge cacttggeta 4621 tgtaacacat ggcttaaatt
tggaagaagce tgctcggtat atgagatcte tcaaagtgee 4681
agctacagtt tetgtttctt cacctgatge tgttacageg tataatggtt
atcttacttc 4741 ttcttctaaa acacctgaag aacattttat
tgaaaccatc tcacttgetg gttcctataa 4801 agattggtec
tattctggac aatctacaca actaggtata gaatttctta
agagaggtga 4861 taaaagtgta tattacacta gtaatectac
cacattccac ctagatggtg aagttatcac 4921 ctttgacaat
cttaagacac ttctitcttt gagagaagtg aggactatta aggtgtttac
4981 aacagtagac aacattaacc tccacacgea agttgtggac
atgtcaatga catatggaca 5041 acagtttggt ccaacttatt
tggatggage tgatgttact aaaataaaac ctcataattc 5101
acatgaaggt aaaacatttt atgttttacc taatgatgac actctacgtg
ttgaggettt 5161 tgagtactac cacacaactg atcctagttt
tetgggtagg tacatgtcag cattaaatca 5221 cactaaaaag
tggaaatacc cacaagttaa tggtttaact tctattaaat
gggcagataa 5281 caactgttat cttgceactg cattgttaac
actccaacaa atagagttga agtttaatcc 5341 acctgetcta
caagatgctt attacagage aagggcetggt gaagetgeta
acttttgtge 5401 acttatctta gectactgta ataagacagt
aggtgagtta ggtgatgtta gagaaacaat 5461 gagttacttg
tttcaacatg ccaatttaga ttcttgcaaa agagtcttga
acgtggtgtg 5521 taaaactigt ggacaacage agacaaccct
taagggtgta gaagctgtta tgtacatggg 5581 cacactttct
tatgaacaat ttaagaaagg tgttcagata ccttgtacgt
gtggtaaaca 5641 agctacaaaa tatctagtac aacaggagte
accttttgtt atgatgtcag caccacctge 5701 tcagtatgaa
cttaagcatg gtacatttac ttgtgctagt gagtacactg
gtaattacca 5761 gtgtggtcac tataaacata taacttctaa
agaaactttg tattgcatag acggtgcttt 5821 acttacaaag
tcctcagaat acaaaggtec tattacggat gttttctaca
aagaaaacag 5881 ttacacaaca accataaaac cagttactta
taaattggat ggtgttgttt gtacagaaat 5941 tgaccctaag
ttggacaatt attataagaa agacaattct tatttcacag
agcaaccaat 6001 tgatcttgta ccaaaccaac catatccaaa
cgcaagcttc gataatttta agtttgtatg 6061 tgataatatc
aaatttgctg atgatttaaa ccagttaact ggttataaga aacctgcttc
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6121 aagagagctt aaagttacat ttttccetga cttaaatggt
gatgtgotog ctattgatta 6181 taaacactac acaccctett
ttaagaaagg agctaaattg ttacataaac ctattgtttg 6241
geatgttaac aatgcaacta ataaagccac gtataaacca
aatacctggt gtatacgttg 6301 tetttggage acaaaaccag
ttgaaacatc aaattcgttt gatgtactga agtcagagga 6361
cgecgeaggga atggataatc ttgeetgega agatctaaaa
ccagtctetg aagaagtagt 6421 ggaaaatcct accatacaga
aagacgttct tgagtgtaat gtgaaaacta ccgaagttgt 6481
aggagacatt atacttaaac cagcaaataa tagtttaaaa
attacagaag aggttggcca 6541 cacagatcta atggetgett
atgtagacaa ttctagtctt actattaaga aacctaatga 6601
attatctaga gtattaggtt tgaaaaccct tgctactcat ggtttagetg
ctgttaatag 6661 tgtccettgg gatactatag ctaattatge
taagcctttt cttaacaaag ttgttagtac 6721 aactactaac
atagttacac ggtgtttaaa ccgtgtttgt actaattata tgccttattt
6781 ctttacttta ttgctacaat tgtgtacttt tactagaagt
acaaattcta gaattaaagc 6841 atctatgecg actactatag
caaagaatac tgttaagagt gtcggtaaat tttgtctaga 6901
ggcttcattt aattattiga agtcacctaa ttttictaaa ctgataaata
ttataatttg 6961 gtttttacta ttaagtgttt gectaggtte
tttaatctac tcaaccgetg ctttaggtgt 7021 tttaatgtct
aatttaggca tgccttctta ctgtactggt tacagagaag
getatttgaa 7081 ctetactaat gteactattg caacctactg
tactggttct ataccttgta gtgtttgtet 7141 tagtggttta
gattctttag acacctatcc ttctttagaa actatacaaa ttaccatttc
7201 atcttttaaa tgggatttaa ctgcttttgg cttagttgea
gagtggtttt tggcatatat 7261 tcttttcact aggtttttct
atgtacttgg attggctgea atcatgcaat tgtttttcag 7321
ctattttgca gtacatttta ttagtaattc ttggcttatg tggttaataa
ttaatcttgt 7381 acaaatggee ccgatttcag ctatggttag
aatgtacatc ttctttgeat cattttatta 7441 tgtatggaaa
agttatgtgce atgttgtaga cggtigtaat tcatcaactt gtatgatgtg
7501 ttacaaacgt aatagagcaa caagagtcga atgtacaact
attgttaatg gtgttagaag 7561 gtecttttat gtctatgeta
atggaggtaa aggcttttge aaactacaca attggaattg 7621
tgttaattgt gatacattct gtgetggtag tacatttatt agtgatgaag
ttgcgagaga 7681 cttgtcacta cagtitaaaa gaccaataaa
tectactgac cagtcttett acategttga 7741 tagtgttaca
gtgaagaatg gttccateca tetttacttt gataaagetg
gtcaaaagac 7801 ttatgaaaga cattctctct cteattttgt
taacttagac aacctgagag ctaataacac 7861 taaaggttca
ttgcctatta atgttatagt ttttgatggt aaatcaaaat gtgaagaatc
7921 atctgcaaaa tcagegtictg tttactacag tcagcttatg
tgtcaaccta tactgttact 7981 agatcaggcea ttagtgtctg
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atgttggtga tagtgeggaa gttgcagtta aaatgtttga 8041
tgcttacgtt aatacgtttt catcaacttt taacgtacca atggaaaaac
tcaaaacact 8101 agttgcaact gcagaagctg aacttgcaaa
gaatgtgtcc ttagacaatg tcttatctac 8161 ttttatttca
geagcetegge aagggtttgt tgattcagat gtagaaacta
aagatgttgt 8221 tgaatgtctt aaattgtcac atcaatctga
catagaagtt actggcgata gttgtaataa 8281 ctatatgctce
acctataaca aagttgaaaa catgacaccc cgtgaccttg
gtgcttgtat 8341 tgactgtagt gegegtcata ttaatgegea
ggtagcaaaa agtcacaaca ttgctttgat 8401 atggaacgtt
aaagatttca tgtcattgtc tgaacaacta cgaaaacaaa
tacgtagtge 8461 tgctaaaaag aataacttac cttttaagtt
gacatgtgca actactagac aagitgttaa 8521 tgttgtaaca
acaaagatag cacttaaggg tggtaaaatt gttaataatt
gottgaagca 8581 gttaattaaa gttacacttg tgttectttt
tgttgctget attttctatt taataacacc 8641 tgttcatgtc
atgtctaaac atactgactt ttcaagtgaa atcataggat
acaaggctat 8701 tgatggtggt gtcactegtg acatagcatc
tacagatact tgttttgcta acaaacatge 8761 tgattttgac
acatggttta gccagegtgg tggtagttat actaatgaca
aagcttgeee 8821 attgattget gecagtcataa caagagaagt
gggttttgte gtgeetggtt tgectggeac 8881 gatattacge
acaactaatg gtgacttttt gcatttctta cctagagttt ttagtgcagt
8941 tggtaacatc tgttacacac catcaaaact tatagagtac
actgactttg caacatcagc 9001 ttgtgttttg getgetgaat
gtacaatttt taaagatget tctggtaage cagtaccata

9061 ttgttatgat accaatgtac tagaaggttc tgttgcttat
gaaagtttac gcectgacac 9121 acgttatgtg cteatggatg
getetattat tcaatttcet aacacctace ttgaaggttc 9181
tgttagagtg gtaacaactt ttgattctga gtactgtagg
cacggcactt gtgaaagatc 9241 agaagetggt gtttgtgtat
ctactagtgg tagatgggta cttaacaatg attattacag 9301
atctttacca ggagttttct gtggtgtaga tgctgtaaat ttacttacta
atatgtttac 9361 accactaatt caacctattg gtgctttgga
catatcagca tctatagtag ctggtggtat 9421 tgtagcetate
gtagtaacat geettgecta ctattttatg aggtttagaa gagettitgg
9481 tgaatacagt catgtagttg cctttaatac tttactattc
cttatgtcat tcactgtact 9541 ctgtttaaca ccagtttact
cattcttacc tggtgtttat tctgttattt acttgtactt 9601
gacattttat cttactaatg atgtttcttt tttagcacat attcagtgga
tggttatgtt 9661 cacaccttta gtacctttct ggataacaat
tgcttatatc atttgtattt ccacaaagea 9721 tttctattgg
ttctttagta attacctaaa gagacgtgta gtctttaatg gtgtttcett
9781 tagtactttt gaagaagctg cgetgtgeac ctitttgtta
aataaagaaa tgtatctaaa 9841 gttgcgtagt gatgtgctat
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tacctcttac gcaatataat agatacttag ctctttataa 9901
taagtacaag tattttagtg gagcaatgga tacaactagc
tacagagaag ctgcttgttg 9961 tcatctcgea aaggctctca
atgacttcag taactcaggt tetgatgtte tttaccaace 10021
accacaaacc tctatcacct cagetgtttt gcagagtggt
tttagaaaaa tggcattcec 10081 atctggtaaa gttgagggtt
gtatggtaca agtaacttgt ggtacaacta cacttaacgg 10141
tetttggcett gatgacgtag tttactgtce aagacatgtg atctgecacct
ctgaagacat 10201 gcttaaccct aattatgaag atttactcat
tcgtaagtct aatcataatt tettggtaca 10261 ggetggtaat
gttcaactca gggttattgg acattctatg caaaattgtg tacttaaget
10321 taaggttgat acagccaatc ctaagacacc taagtataag
tttgttcgea ttcaaccagg 10381 acagactttt tcagtgttag
cttgttacaa tggttcacca tctggtgttt accaatgtge 10441
tatgaggccc aatttcacta ttaagggttc attccttaat ggttcatgtg
gtagtgttgg 10501 ttitaacata gattatgact gtgtetcttt
ttgttacatg caccatatgg aattaccaac 10561 tggagttcat
gctggeacag acttagaagg taacttttat ggaccttttg
ttgacaggca 10621 aacagcacaa geagetggta
cggacacaac tattacagtt aatgttttag cttggttgta 10681
cgcetgetgtt ataaatggag acaggtggtt tctcaatcga
tttaccacaa ctcttaatga 10741 ctttaacctt gtggctatga
agtacaatta tgaacctcta acacaagacc atgttgacat 10801
actaggacct ctttctgete aaactggaat tgcegtttta gatatgtgtg
cttcattaaa 10861 agaattactg caaaatggta tgaatggacg
taccatattg ggtagtgctt tattagaaga 10921 tgaatttaca
ccttttgatg ttgttagaca atgetcaggt gttactttcc aaagtgeagt
10981 gaaaagaaca atcaagggta cacaccactg gttgttactc
acaattttga cttcactttt 11041 agttttagtc cagagtactc
aatggtcttt gttctitttt ttgtatgaaa atgecttttt 11101
accttttget atgggtatta ttgetatgte tgcttitgea atgatgtttg
tcaaacataa 11161 gcatgeattt ctetgtttgt ttttgttace
ttctettgee actgtagett attttaatat 11221 ggtctatatg
cctgetagtt gggtgatgeg tattatgaca tggttggata
tggttgatac 11281 tagtttgtct ggttttaage taaaagactg
tgttatgtat gcatcagetg tagtgttact 11341 aatccttatg
acagcaagaa ctgtgtatga tgatggtgct aggagagtgt
ggacacttat 11401 gaatgtcttg acactcgttt ataaagttta
ttatggtaat getttagate aagecatttc 11461 catgtggget
cttataatct ctgttacttc taactactca ggtgtagtta caactgtcat
11521 gtttttggee agaggtattg tttttatgtg tgttgagtat
tgcectattt tettcataac 11581 tggtaataca cttcagtgta
taatgctagt ttattgtttc ttaggctatt tttgtacttg

11641 ttactttgge ctettttgtt tactcaaceg ctactttaga
ctgactettg gtgtttatga 11701 ttacttagtt tctacacagg

62




ES2954629 T3

agtttagata tatgaattca cagggactac tcccacccaa 11761
gaatagcata gatgccttca aactcaacat taaattgttg
getettgete gcaaaccttg 11821 tatcaaagta gecactgtac
agtctaaaat gtcagatgta aagtgcacat cagtagtctt 11881
actctcagtt ttgcaacaac tcagagtaga atcatcatct
aaattgtggg ctcaatgtgt 11941 ccagttacac aatgacattc
tcttagctaa agatactact gaagectttg aaaaaatggt 12001
ttcactactt tetgttttge tttccatgea gggtgetgta gacataaaca
agctttgtga 12061 agaaatgetg gacaacaggg caaccttaca
agctatagce tcagagttta gttcecttce 12121 atcatatgea
gettttgeta ctgetcaaga agcettatgag caggetgttg
ctaatggtga 12181 ttctgaagtt gttcttaaaa agttgaagaa
gtctttgaat gtggctaaat ctgaatttga 12241 ccgtgatgea
gccatgcaac gtaagttgga aaagatggcet gatcaagcta
tgacccaaat 12301 gtataaacag gctagatctg aggacaagag
ggcaaaagtt actagtgcta tgcagacaat 12361 gettttcact
atgcttagaa agttggataa tgatgcactc aacaacatta
tcaacaatge 12421 aagagatggt tgtgttcect tgaacataat
acctcttaca acagcagcca aactaatggt 12481 tgtcatacca
gactataaca catataaaaa tacgtgtgat ggtacaacat
ttacttatge 12541 atcageattg tgggaaatcc aacaggttgt
agatgcagat agtaaaattg ttcaacttag 12601 tgaaattagt
atggacaatt cacctaattt agcatggcect cttattgtaa cagetttaag
12661 ggccaattct getgtcaaat tacagaataa tgagettagt
cctgttgeac tacgacagat 12721 gtettgtget gecggtacta
cacaaactgc ttgcactgat gacaatgegt tagcttacta

12781 caacacaaca aagggaggta ggtttgtact tgcactgtta
tccgatttac aggatttgaa 12841 atgggctaga ttccctaaga
gtgatggaac tggtactatc tatacagaac tggaaccacc 12901
ttgtaggttt gttacagaca cacctaaagg tcctaaagtg
aagtatttat actttattaa 12961 aggattaaac aacctaaata
gaggtatggt acttggtagt ttagctgeca cagtacgtet 13021
acaagctggt aatgcaacag aagtgectgce caattcaact
gtattatctt tetgtgettt 13081 tgetgtagat getgetaaag
cttacaaaga ttatctagcet agtgggggac aaccaatcac 13141
taattgtgtt aagatgttgt gtacacacac tggtactggt
caggcaataa cagttacacc 13201 ggaagccaat atggatcaag
aatcetttgg tggtgeateg tgttgtetgt actgeegttg 13261
ccacatagat catccaaatc ctaaaggatt ttgtgactta
aaaggtaagt atgtacaaat 13321 acctacaact tgtgctaatg
accctgtggg ttttacactt aaaaacacag tetgtacegt

13381 ctgeggtatg tggaaaggtt atggcetgtag ttgtgatcaa
ctccgegaac ccatgettca 13441 gtcagcetgat geacaatcgt
ttttaaacgg gtttgeggte taagtgeage cegtettaca 13501
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ccgtgeggea caggeactag tactgatgte gtatacaggg
cttttgacat ctacaatgat 13561 aaagtagctg gttttgctaa
attcctaaaa actaattgtt gtcgettcca agaaaaggac

13621 gaagatgaca atttaattga ttcttacttt gtagttaaga
gacacacttt ctctaactac 13681 caacatgaag aaacaattta
taatttactt aaggattgtc cagctgttge taaacatgac 13741
ttctttaagt ttagaataga cggtgacatg gtaccacata
tatcacgtca acgtcttact 13801 aaatacacaa tggcagacct
cgtctatgcet ttaaggcatt ttgatgaagg taattgtgac 13861
acattaaaag aaatacttgt cacatacaat tgttgtgatg atgattattt
caataaaaag 13921 gactggtatg attttgtaga aaacccagat
atattacgcg tatacgecaa cttaggtgaa 13981 cgtgtacgee
aagctttgtt aaaaacagta caattctgtg atgccatgeg
aaatgctggt 14041 attgtiggtg tactgacatt agataatcaa
gatctcaatg gtaactggta tgatttcggt 14101 gatttcatac
aaaccacgcce aggtagtgga gttecctgttg tagattctta ttattcattg
14161 ttaatgccta tattaacctt gaccagggct ttaactgeag
agtcacatgt tgacactgac 14221 ttaacaaagc cttacattaa
gtgggatttg ttaaaatatg acttcacgga agagaggtta 14281
aaactctttg accgttattt taaatattgg gatcagacat
accacccaaa ttgtgttaac 14341 tgtttggatg acagatgeat
tctgeattgt geaaacttta atgttttatt ctctacagtg 14401
ttcccaccta caagttttgg accactagtg agaaaaatat
ttgttgatgg tgttceattt 14461 gtagtttcaa ctggatacca
cttcagagag ctaggtgttg tacataatca ggatgtaaac

14521 ttacatagct ctagacttag tittaaggaa ttacttgtgt
atgetgetga cectgetatg 14581 cacgetgett ctggtaatet
attactagat aaacgcacta cgtgcttttc agtagctgea 14641
cttactaaca atgttgcttt tcaaactgtc aaacccggta attttaacaa
agacttctat 14701 gactttgctg tgtctaaggg tttctttaag
gaaggaagtt ctgttgaatt aaaacacttc 14761 ttctttgete
aggatggtaa tgctgetate agcgattatg actactatcg
ttataatcta 14821 ccaacaatgt gtgatatcag acaactacta
tttgtagttg aagttgttga taagtacttt 14881 gattgttacg
atggtggctg tattaatgct aaccaagtca tcgtcaacaa
cctagacaaa 14941 tcagctggtt ttccatttaa taaatggggt
aaggctagac tttattatga ttcaatgagt 15001 tatgaggate
aagatgcact tttcgcatat acaaaacgta atgtcatcce
tactataact 15061 caaatgaatc ttaagtatgce cattagtgea
aagaatagag ctcgcaccgt agetggtgte 15121 tetatctgta
gtactatgac caatagacag tttcatcaaa aattattgaa
atcaatagcc 15181 geccactagag gagetactgt agtaattgga
acaagcaaat tctatggtgg ttggcacaac 15241 atgttaaaaa
ctgtttatag tgatgtagaa aaccctcacc ttatgggttg ggattatcct
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15301 aaatgtgata gagccatgec taacatgcett agaattatgg
cctecacttgt tettgetege 15361 aaacatacaa cgtgttgtag
ctigtcacac cgtttctata gattagctaa tgagtgtget 15421
caagtattga gtgaaatggt catgtgtggc ggttcactat
atgttaaacc aggtggaacc 15481 tcatcaggag atgccacaac
tgcttatget aatagtgttt ttaacatttg tcaagetgte 15541
acggccaatg ttaatgcact tttatctact gatggtaaca
aaattgcega taagtatgte 15601 cgcaatttac aacacagact
ttatgagtgt ctctatagaa atagagatgt tgacacagac

15661 tttgtgaatg agttttacgce atatttgcgt aaacatttct
caatgatgat actctctgac 15721 gatgetgttg tgtgtttcaa
tagcacttat gcatctcaag gtctagtgge tagcataaag 15781
aactttaagt cagttcttta ttatcaaaac aatgttttta tgtctgaage
aaaatgttgg 15841 actgagactg accttactaa aggacctcat
gaattttgct ctcaacatac aatgctagtt 15901 aaacagggtg
atgattatgt gtaccttcct tacccagate catcaagaat
cctagggece 15961 ggcetgttttg tagatgatat cgtaaaaaca
gatggtacac ttatgattga acggttegtg 16021 tctttageta
tagatgctta cccacttact aaacatccta atcaggagta
tgetgatgtc 16081 tticatttgt acttacaata cataagaaag
ctacatgatg agttaacagg acacatgtta 16141 gacatgtatt
ctgttatget tactaatgat aacacttcaa ggtattggga acctgagttt
16201 tatgaggcta tgtacacacc gcatacagte ttacaggetg
ttgggpcttg tgttctitge 16261 aattcacaga cttcattaag
atgtggtect tgcatacgta gaccattctt atgttgtaaa 16321
tgctgttacg accatgtcat atcaacatca cataaattag tettgtetgt
taatccgtat 16381 gtttgcaatg ctccaggttg tgatgtcaca
gatgtgactc aactttactt aggaggtatg 16441 agctattatt
gtaaatcaca taaaccaccc attagttttc cattgtgtge
taatggacaa 16501 gtttttggtt tatataaaaa tacatgtgtt
ggtagcgata atgttactga ctttaatgca 16561 attgcaacat
gtgactggac aaatgetggt gattacattt tagctaacac
ctgtactgaa 16621 agactcaagc tttttgcage agaaacgcte
aaagctactg aggagacatt taaactgtct 16681 tatggtattg
ctactgtacg tgaagtgctg tctgacagag aattacatct
ttcatgggaa 16741 gttggtaaac ctagaccacc acttaaccga
aattatgtct ttactggtta tcgtgtaact 16801 aaaaacagta
aagtacaaat aggagagtac acctttgaaa aaggtgacta
tggtgatget 16861 gttgtttace gaggtacaac aacttacaaa
ttaaatgttg gtgattattt tgtgctgaca 16921 tcacatacag
taatgccatt aagtgcacct acactagtge cacaagagea
ctatgttaga 16981 attactggct tatacccaac actcaatate
tcagatgagt tttctagcaa tgttgcaaat 17041 tatcaaaagg
ttggtatgca aaagtatict acactccagg gaccacetgg
tactggtaag 17101 agtcattttg ctattggect agcetetctac
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tacccttetg ctegeatagt gtatacaget 17161 tgetctcatg
ccgetgttga tgcactatgt gagaaggcat taaaatattt
gcctatagat 17221 aaatgtagta gaattatace tgcacgtget
cgtgtagagt gttttgataa attcaaagtg 17281 aattcaacat
tagaacagta tgtctittgt actgtaaatg cattgcetga
gacgacagca 17341 gatatagttg tctttgatga aatttcaatg
gccacaaatt atgatttgag tgttgtcaat 17401 gecagattac
gtgctaagcea ctatgtgtac attggcgacc ctgctcaatt
acctgcacca 17461 cgcacattge taactaaggg cacactagaa
ccagaatatt tcaattcagt gtgtagactt 17521 atgaaaacta
taggtccaga catgttccte ggaacttgte ggcgttgtee
tgctgaaatt 17581 gttgacactg tgagtgcettt ggtttatgat
aataagctta aagcacataa agacaaatca 17641 gctcaatget
ttaaaatgtt ttataagggt gttatcacge atgatgtttc atctgeaatt

17701 aacaggccac aaataggegt ggtaagagaa ttecttacac
gtaaccetge ttggagaaaa 17761 getgtcettta tttcacctta
taattcacag aatgctgtag cctcaaagat ttigggacta

17821 ccaactcaaa ctgttgattc atcacagggc tcagaatatg
actatgtcat attcactcaa 17881 accactgaaa cagctcactc
ttgtaatgta aacagattta atgttgctat taccagagea 17941
aaagtaggca tactttgcat aatgtctgat agagaccttt
atgacaagtt gcaatttaca 18001 agtcttgaaa ttccacgtag
gaatgtggca actttacaag ctgaaaatgt aacaggactc 18061
tttaaagatt gtagtaaggt aatcactggg ttacatccta
cacaggcacc tacacacctc 18121 agtgttgaca ctaaattcaa
aactgaaggt ttatgtgttg acatacctgg catacctaag 18181
gacatgacct atagaagact catctctatg atgggtttta
aaatgaatta tcaagttaat 18241 ggttacccta acatgtttat
cacccgegaa gaagcetataa gacatgtacg tgeatggatt 18301
ggcticgatg tegagggety tcatgetact agagaagetg
ttggtaccaa tttaccttta 18361 cagctaggtt tttctacagg
tgttaaccta gttgctgtac ctacaggtta tgttgataca 18421
cctaataata cagattttic cagagttagt gctaaaccac
cgectggaga teaatttaaa 18481 caccteatac cacttatgta
caaaggactt ccttggaatg tagtgcgtat aaagattgta

18541 caaatgttaa gtgacacact taaaaatctc tctgacagag
tcgtatttgt cttatgggca 18601 catggctttg agttgacate
tatgaagtat tttgtgaaaa taggacctga gegeacctgt

18661 tgtctatgtg atagacgtge cacatgcttt tccactgett
cagacactta tgectgttgg 18721 catcattcta ttggattiga
ttacgtctat aatccgttta tgattgatgt tcaacaatgg 18781
ggltttacag gtaacctaca aagcaaccat gatctgtatt
gtcaagtcca tggtaatgea 18841 catgtageta gttgtgatge
aatcatgact aggtgtctag ctgtccacga gtgetttgtt 18901
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aagcgtgttg actggactat tgaatatcct ataattggtg
atgaactgaa gattaatgcg 18961 gcttgtagaa aggttcaaca
catggttgtt aaagcetgcat tattagcaga caaattccca 19021
gttettcacg acattggtaa ccctaaagcet attaagtgtg
tacctcaage tgatgtagaa 19081 tggaagttct atgatgeaca
geettgtagt gacaaagctt ataaaataga agaattattc 19141
tattcttatg ccacacattc tgacaaattc acagatggtg tatgectatt
ttggaattge 19201 aatgtcgata gatatcetge taattccatt
gtttgtagat ttgacactag agtgctatct 19261 aaccttaact
tgectggttg tgatggtgoc agtitgtatg taaataaaca
tgcattccac 19321 acaccagctt ttgataaaag tgettttgtt
aatttaaaac aattaccatt tttctattac 19381 tctgacagte
catgtgagtc tcatggaaaa caagtagtgt cagatataga
ttatgtacca 19441 ctaaagtctg ctacgtgtat aacacgttge
aatttaggtg gtgctgtctg tagacatcat 19501 gctaatgagt
acagattgta tctcgatget tataacatga tgatctcage
tggctttage 19561 ttgtgggttt acaaacaatt tgatacttat
aacctctgga acacttttac aagacttcag 19621 agtttagaaa
atgtggcttt taatgttgta aataagggac actttgatgg
acaacagggt 19681 gaagtaccag tttctatcat taataacact
gtttacacaa aagttgatgg tgttgatgta 19741 gaattgtttg
aaaataaaac aacattacct gttaatgtag catttgagcet
ttgggctaag 19801 cgcaacatta aaccagtace agaggtgaaa
atactcaata atttgggtgt ggacattget 19861 getaatactg
tgatctggga ctacaaaaga gatgcetccag cacatatatc
tactattggt 19921 gtttgttcta tgactgacat agccaagaaa
ccaactgaaa cgatttgtge accactcact 19981 gtcttttttg
atggtagagt tgatggtcaa gtagacttat ttagaaatgc
ccgtaatggt 20041 gttcttatta cagaaggtag tgttaaaggt
ttacaaccat ctgtaggtcc caaacaaget 20101 agtcttaatg
gagtcacatt aattggagaa gccgtaaaaa cacagttcaa
ttattataag 20161 aaagttgatg gtgttgtcca acaattacct
gaaacttact ttactcagag tagaaattta 20221 caagaattta
aacccaggag tcaaatggaa attgatttct tagaattage
tatggatgaa 20281 ttcattgaac ggtataaatt agaaggctat
gecttcgaac atategttta tggagatttt 20341 agtcatagte
agttaggtgg tttacatcta ctgattggac tagctaaacg
ttttaaggaa 20401 tcaccttttg aattagaaga ttttattcct
atggacagta cagttaaaaa ctatttcata 20461 acagatgcgce
aaacaggttc atctaagtgt gtgtgttctg ttattgattt attacttgat

20521 gattttgttg aaataataaa atcccaagat ttatctgtag
tttctaaggt tgtcaaagtg 20581 actattgact atacagaaat
ttcatttatg ctttggtgta aagatggeca tgtagaaaca 20641
{tttacccaa aattacaatc tagtcaageg tggcaaccgg
gtgttgetat gectaatett 20701 tacaaaatge aaagaatget
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attagaaaag tgtgaccttc aaaattatgg tgatagtgea 20761
acattaccta aaggcataat gatgaatgtc gcaaaatata
ctcaactgtg tcaatattta 20821 aacacattaa cattagctgt
accctataat atgagagtta tacattttgg tgctggttet 20881
gataaaggag ttgcaccagg tacagetgtt ttaagacagt
ggttocctac gggtacgetg 20941 cttgtegatt cagatcttaa
tgactttgtc tctgatgcag attcaacttt gattggtgat 21001
tgtgcaactg tacatacagc taataaatgg gatctcatta
ttagtgatat gtacgaccct 21061 aagactaaaa atgttacaaa
agaaaatgac tctaaagagg gttttttcac ttacatttgt

21121 gggtttatac aacaaaagct agetcttgga ggtteegtgg
ctataaagat aacagaacat 21181 tcttggaatg ctgatcttta
taagctcatg ggacactteg catggtggac agectttgtt

21241 actaatgtga atgcgtcatce atctgaagca ttittaattg
gatgtaatta tcttggcaaa 21301 ccacgcgaac aaatagatgg
ttatgtcatg catgcaaatt acatattitg gaggaataca 21361
aatccaattc agttgtcttc ctattcttta tttgacatga gtaaatttce
ccttaaatta 21421 aggggtactg ctgttatgtc tttaaaagaa
ggtcaaatca atgatatgat tttatctctt 21481 cttagtaaag
gtagacttat aattagagaa aacaacagag ttgttatttc tagtgatgtt

21541 cttgttaaca actaaacgaa caatgtttgt ttttcttgtt
ttattgccac tagtctctag 21601 tcagtgtgtt aatcttacaa
ccagaactca attaccccct geatacacta attetttcac 21661
acgtggtgtt tattaccctg acaaagtttt cagatcctca gttttacatt
caactcagga 21721 cttgttctta cctttctttt ccaatgttac
ttggttecat getatacatg tetctgggac 21781 caatggtact
aagaggttitg ataaccctgt cctaccatit aatgatggtg tttatittge
21841 ttccactgag aagtctaaca taataagagg ctggattttt
ggtactactt tagattcgaa 21901 gacccagtcce ctacttattg
ttaataacgc tactaatgtt gttattaaag tctgtgaatt 21961
tcaattttgt aatgatccat ttttgggtgt ttattaccac aaaaacaaca
aaagttggat 22021 ggaaagtgag ttcagagttt attctagtge
gaataattgc acttttgaat atgtctctca 22081 gecttttctt
atggaccttg aaggaaaaca gggtaatttc aaaaatctta
gggaatttgt 22141 gtttaagaat attgatggtt attttaaaat
atattctaag cacacgecta ttaatttagt 22201 gegtgatcte
cctcagggtt tttcggcettt agaaccattg gtagatttge
caataggtat 22261 taacatcact aggtttcaaa ctttacttge
tttacataga agttatttga ctcetggtga 22321 ttcticttca
ggttggacag ctggtgetge agettattat gtgggttate
ttcaacctag 22381 gacttttcta ttaaaatata atgaaaatgg
aaccattaca gatgctgtag actgtgcact 22441 tgaccctete
tcagaaacaa agtgtacgtt gaaatccttc actgtagaaa
aaggaatcta 22501 tcaaacttct aactttagag tccaaccaac
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agaatctatt gttagatitc ctaatattac 22561 aaacttgtge
ccttttggtg aagtttttaa cgecaccaga tttgeatcetg tttatgettg
22621 gaacaggaag agaatcagca actgtgttgc tgattattct
gtcctatata attccgeate 22681 attttccact tttaagtgtt
atggagtgtc tcctactaaa ttaaatgate tetgetitac 22741
taatgtctat gcagattcat ttgtaattag aggtgatgaa
gtcagacaaa tcgetccagg 22801 geaaactgga aagattgetg
attataatta taaattacca gatgatttta caggctgegt 22861
tatagctigg aatictaaca atctigattc taaggttggt ggtaattata
attacctgta 22921 tagattgttt aggaagtcta atctcaaacc
ttttgagaga gatatttcaa ctgaaatcta 22981 tcaggecggt
agcacacctt gtaatggtgt tgaaggtttt aattgttact ttectttaca
23041 atcatatggt ttccaaccca ctaatggtgt tggttaccaa
ccatacagag tagtagtact 23101 ttcttttgaa cttctacatg
caccagcaac tgtttgtgga cctaaaaagt ctactaattt 23161
ggttaaaaac aaatgtgtca atttcaactt caatggttta
acaggcacag gtgttcttac 23221 tgagtctaac aaaaagtttc
tgectticea acaatttgge agagacattg ctgacactac 23281
tgatgetglc cgtgatccac agacacttga gattettgac
attacaccat gttettttgg 23341 tggtgtcagt gttataacac
caggaacaaa tacttctaac caggttgcetg ttctttatca 23401
ggatgttaac tgcacagaag tccctgttge tattcatgea
gatcaactta ctcctacttg 23461 gegtgtttat tctacaggtt
ctaatgtttt tcaaacacgt gcaggctgtt taataggggc

23521 tgaacatgtc aacaactcat atgagtgtga catacccatt
ggtgcaggta tatgegetag 23581 ttatcagact cagactaatt
ctecteggeg ggcacgtagt gtagetagtc aatccatcat 23641
tgcctacact atgtcacttg gtgcagaaaa ttcagttget tactctaata
actctattge 23701 catacccaca aattttacta ttagtgttac
cacagaaatt ctaccagtgt ctatgaccaa 23761 gacatcagta
gattgtacaa tgtacatttg tggtgattca actgaatgca geaatetttt

23821 gttgcaatat ggcagttttt gtacacaatt aaaccgtgct
ttaactggaa tagctgttga 23881 acaagacaaa aacacccaag
aagtttttge acaagtcaaa caaatttaca aaacaccacc 23941
aattaaagat tttggtgett ttaatttttc acaaatatta ccagatccat
caaaaccaag 24001 caagaggtca tttattgaag atctactttt
caacaaagtg acacttgcag atgctggett 24061 catcaaacaa
tatggtgatt geettggtga tattgetget agagacctea
tttgtgcaca 24121 aaagtttaac ggecttactg ttttgccace
tttgctcaca gatgaaatga ttgetcaata 24181 cacttetgea
ctgttagegg gtacaatcac ttetggttgg acctttggtg
caggtgetge 24241 attacaaata ccatttgcta tgcaaatggc
ttataggttt aatggtattg gagttacaca 24301 gaatgttcte
tatgagaacc aaaaattgat tgccaaccaa tttaatagtg
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ctattggcaa 24361 aattcaagac tcactttctt ccacagcaag
tgcacttgga aaacttcaag atgtggtcaa 24421 ccaaaatgca
caagctttaa acacgcttgt taaacaactt agctccaatt
ttggtgcaat 24481 ttcaagtgtt ttaaatgata tcctttcacg
tcttgacaaa gttgaggcetg aagtgcaaat 24541 tgataggttg
atcacaggca gacttcaaag tttgcagaca tatgtgacte
aacaattaat 24601 tagagctgca gaaatcagag cttctgetaa
tcttgetget actaaaatgt cagagtgtgt 24661 acttggacaa
tcaaaaagag ttgatttttg tggaaagggc tatcatctta tgtecttece

24721 tcagtcagea cctcatggtg tagtcttett geatgtgact
tatgtcectg cacaagaaaa 24781 gaacttcaca actgetectg
ccatttgtca tgatggaaaa gecacactttc ctegtgaagg

24841 tgtetttgtt tcaaatggea cacactggtt tgtaacacaa
aggaattttt atgaaccaca 24901 aatcattact acagacaaca
catttgtgtc tggtaactgt gatgttgtaa taggaattgt 24961
caacaacaca gittatgatc ctttgcaacc tgaattagac
tcattcaagg aggagttaga 25021 taaatatttt aagaatcata
catcaccaga tgttgattta ggtgacatct ctggcattaa 25081
tgcttcagtt gtaaacattc aaaaagaaat tgaccgecte
aatgaggttg ccaagaattt 25141 aaatgaatct ctcatcgate
tccaagaact tggaaagtat gagcagtata taaaatggece 25201
atggtacatt tggctaggtt ttatagctgg cttgattgee atagtaatgg
tgacaattat 25261 getttgetgt atgaccagtt getgtagttg
tctcaaggge tgttgttett gtggatectg 25321 ctgeaaattt
gatgaagacg actctgagec agtgetcaaa ggagtcaaat
tacattacac 25381 ataaacgaac ttatggattt gtttatgaga
atcttcacaa ttggaactgt aactttgaag 25441 caaggtgaaa
tcaaggatgc tactccttca gattttgttc gegetactge
aacgataccg 25501 atacaagcct cactcccttt cggatggett
attgttggeg ttgeacttet tgetgttttt 25561 cagagegett
ccaaaatcat aaccctcaaa aagagatggce aactagceact
ctccaagggt 25621 gttcactttg tttgeaactt getgttgttg
tttgtaacag tttactcaca cettttgetc 25681 gttgetgetg
gecttgaage cecttttete tatctttatg ctttagtcta cttettgeag
25741 agtataaact ttgtaagaat aataatgagg ctttggcttt
getggaaatg cegttccaaa 25801 aacccattac tttatgatge
caactatttt ctttgctggce atactaattg ttacgactat

25861 tgtatacctt acaatagtgt aacttcttca attgtcatta
cticaggtga tggcacaaca 25921 agtectattt ctgaacatga
ctaccagatt ggtggttata ctgaaaaatg ggaatctgga 25981
gtaaaagact gtgttgtatt acacagttac ttcacttcag actattacca
getgtactca 26041 actcaattga gtacagacac tggtgttgaa
catgttacct tettcatcta caataaaatt 26101 gitgatgage
ctgaagaaca tgtccaaatt cacacaatcg acggttcatce

70




ES2954629 T3

cggagttgtt 26161 aatccagtaa tggaaccaat ttatgatgaa
ccgacgacga ctactagegt gectttgtaa 26221 geacaagetg
atgagtacga acttatgtac tcattcgttt cggaagagac
aggtacgtta 26281 atagttaata gcgtacttct ttttcttget
ttcgtggtat tcttgetagt tacactagee 26341 atccttactg
cgcttcgatt gtgtgegtac tgetgeaata ttgttaacgt gagtettgta
26401 aaaccttctt tttacgttta ctctcgtgtt aaaaatctga
attcttctag agttcctgat 26461 cttctggtcet aaacgaacta
aatattatat tagttttict gtttggaact ttaattttag 26521
ccatggcaga ttccaacggt actattaccg ttgaagagct
taaaaagctc cttgaacaat 26581 ggaacctagt aataggtttc
ctattcctta catggatttg tcttctacaa tttgectatg 26641
ccaacaggaa taggtttttg tatataatta agttaatttt cctctggetg
ttatggccag 26701 taactttage ttgttttgtg cttgetgetg
tttacagaat aaattggatc accggtggaa 26761 ttgctatcge
aatggcettgt cttgtaggct tgatgtggct cagetacttce attgettctt
26821 tcagactgtt tgegegtacg cgttecatgt ggtcattcaa
tccagaaact aacattettc 26881 tcaacgtgee actccatgge
actattctga ccagaccgct tctagaaagt gaactcgtaa 26941
tcggagetgt gatecttegt ggacatette gtattgetgg
acaccatcta ggacgetgtg 27001 acatcaagga cctgectaaa
gaaatcactg ttgctacatc acgaacgctt tcttattaca

27061 aattgggage ttcgcagegt gtageaggtg actcaggttt
tgctgeatac agtegetaca 27121 ggattggeaa ctataaatta
aacacagacc attccagtag cagtgacaat attgcetttge 27181
ttgtacagta agtgacaaca gatgtttcat ctcgtigact ttcaggttac
tatagcagag 27241 atattactaa ttattatgag gacttttaaa
gtticcattt ggaatcttga ttacatcata 27301 aacctcataa
ttaaaaattt atctaagtca ctaactgaga ataaatattc tcaattagat

27361 gaagagcaac caatggagat tgattaaacg aacatgaaaa
ttattctttt cttggcactg 27421 ataacactcg ctacttgtga
gctttatcac taccaagagt gtgttagagg tacaacagta 27481
cttttaaaag aaccttgctc ttctggaaca tacgagggca
attcaccatt tcatccteta 27541 getgataaca aatttgeact
gacttgcettt agcactcaat ttgettttge ttgtectgac 27601
ggcgtaaaac acgtctatca gttacgtgec agatcagttt
cacctaaact gttcatcaga 27661 caagaggaag ttcaagaact
ttactctcea atttttetta ttgttgegge aatagtgttt 27721
ataacacttt gcttcacact caaaagaaag acagaatgat
tgaactttca ttaattgact 27781 tctatttgtg ctttttagec
tttetgctat tecttgtttt aattatgett attatetttt 27841
ggttcteact tgaactgcaa gatcataatg aaacttgtca
cgectaaacg aacatgaaat 27901 ttettgtttt cttaggaatce
atcacaactg tagctgcatt tcaccaagaa tgtagtttac
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27961 agtcatgtac tcaacatcaa ccatatgtag ttgatgaccc
gtgtectatt cacttctatt 28021 ctaaatggta tattagagta
ggagctagaa aatcagcacc tttaattgaa ttgtgegtgg 28081
atgaggctgg ttctaaatca cccattcagt acatcgatat
cggtaattat acagtttcet 28141 gtttaccttt tacaattaat
tgccaggaac ctaaattggg tagtettgta gtgegttgtt 28201
cgttctatga agacttttta gagtatcatg acgttcgtgt tgttttagat
ttcatctaaa 28261 cgaacaaact aaaatgtctg ataatggacc
ccaaaatcag cgaaatgcac cccgcattac 28321 gtttggtgea
ccctcagatt caactggeag taaccagaat ggagaacgcea
gtgggocgeg 28381 atcaaaacaa cgteggecee
aaggtttacc caataatact gegtettggt tcacegetet 28441
cactcaacat ggcaaggaag accttaaatt ccctcgagga
caaggcgttc caattaacac 28501 caatagcagt ccagatgacc
aaattggcta ctaccgaaga gctaccagac gaattegtgg 28561
tggtgacggt aaaatgaaag atctcagticc aagatggtat
ttctactace taggaactgg 28621 gecagaaget ggactteect
atggtgctaa caaagacggce atcatatggg ttgcaactga 28681
gggagcecttg aatacaccaa aagatcacat tggeaccecge
aatcctgeta acaatgetge 28741 aatcgtgeta caacttecte
aaggaacaac attgccaaaa ggcettctacg cagaagggag
28801 cagaggcgge agtcaagcect cttetegttc cteatcacgt
agtcgcaaca gttcaagaaa 28861 ttcaactcca ggcagceagta
ggggaacttc tectgetaga atggetggea atggeggtga 28921
tgetgetett getttgetge tgettgacag attgaaccag
cttgagagca aaatgtetgg 28981 taaaggccaa caacaacaag
gccaaactgt cactaagaaa tetgetgetg aggettetaa 29041
gaagcecetcgg caaaaacgta ctgecactaa ageatacaat
gtaacacaag ctttcggecag 29101 acgtggtceca gaacaaacce
aaggaaattt tggggeaccag gaactaatca gacaaggaac
29161 tgattacaaa cattggcege aaattgeaca atttgeecee
agcgctteag cgttettegg 29221 aatgtegege attggeatgg
aagtcacacc ttcgggaacg tggttgacct acacaggtge 29281
catcaaattg gatgacaaag atccaaattt caaagatcaa
gtcattttge tgaataagca 29341 tattgacgca tacaaaacat
tcccaccaac agagectaaa aaggacaaaa agaagaagge
29401 tgatgaaact caagccttac cgcagagaca
gaagaaacag caaactgtga ctcttcttcc 29461 tgctgcagat
ttggatgatt tctccaaaca attgcaacaa tccatgagea
gtgetgacte 29521 aactcaggcec taaactcatg cagaccacac
aaggcagatg ggctatataa acgttttcge 29581 ttttccgtt
acgatatata gtctactctt gtgcagaatg aattctcgta
actacatagc 29641 acaagtagat gtagttaact ttaatctcac
atagcaatct ttaatcagtg tgtaacatta 29701 gggaggactt
gaaagageca ccacattttc accgaggeca cgeggagtac
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gatcgagtgt 29761 acagtgaaca atgctaggga gagetgecta
tatggaagag ccctaatgtg taaaattaat 29821 tttagtagtg
ctatccccat gtgattttaa tagettctta ggagaatgac
aaaaaaaaaa 29881 aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaa

Secuencia genémica del
virus de la pneumonia
aislado del Mercado de
pescado de Wuhan Wuhan-
Hu-1 (Gen Bank:
MN908947, 23 de enero
2020) — traduccién de
aminoacidos
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MESLVPGFNEKTHVQLSLPVLQVRDVLVRGF
GDSVEEVLSEARQHLKDGTCGLVEVEKGVLP
QLEQPYVFIKRSDARTAPHGHVMVELVAELE
GIQYGRSGETLGVLVPHVGEIPVAYRKVLLR
KNGNKGAGGHSYGADLKSFDLGDELGTDPY
EDFQENWNTKHSSGVTRELMRELNGGAYTR
YVDNNFCGPDGYPLECIKDLLARAGKASCTL
SEQLDFIDTKRGVYCCREHEHEIAWY TERSEK
SYELQTPFEIKLAKKFDTFNGECPNFVFPLNSII
KTIQPRVEKKKLDGFMGRIRSVYPVASPNECN
QMCLSTLMKCDHCGETSWQTGDFVKATCEF
CGTENLTKEGATTCGYLPQNAVVKIYCPACH
NSEVGPEHSLAEYHNESGLKTILRKGGRTIAF
GGCVFSYVGCHNKCAYWVPRASANIGCNHT
GVVGEGSEGLNDNLLEILQKEK VNINIVGDFK
LNEEIAIILASFSASTSAFVETVKGLDYKAFKQ
[VESCGNFKVTKGKAKKGAWNIGEQKSILSPL
YAFASEAARVVRSIFSRTLETAQNSVRVLQKA
AITILDGISQYSLRLIDAMMFTSDLATNNLVV
MAYITGGVVQLTSQWLTNIFGTVYEKLKPVL
DWLEEKFKEGVEFLRDGWEIVKFISTCACEIV
GGQIVTCAKEIKESVQTFFKLVNKFLALCADS
MGGAKLKALNLGETFVTHSKGLYRKCVKSR
EETGLLMPLKAPKEIIFLEGETLPTEVL.TEEVV
LKTGDLQPLEQPTSEAVEAPLVGTPVCINGLM
LLEIKDTEKYCALAPNMMVTNNTETLKGGAP
TKVTEGDDTVIEVQGYKSVNITFELDERIDKV
LNEKCSAYTVELGTEVNEFACVVADAVIKTL
QPVSELLTPLGIDLDEWSMATY YLFDESGEFK
LASHMYCSFYPPDEDEEEGDCEEEEFEPSTQY
EYGTEDDYQGKPLEFGATSAALQPEEEQEED
WLDDDSQQTVGQQDGSEDNQTTTIQTIVEVQ
PQLEMELTPVVQTIEVNSFSGYLKLTDNVYIK
NADIVEEAKKVKPTVVVNAANVYLKHGGGV
AGALNKATNNAMQVESDDYIATNGPLKVGG
SCVLSGHNLAKHCLHVVGPNVNKGEDIQLLK
SAYENENQHEVLLAPLLSAGIFGADPIHSLRV
CVDTVRTNVYLAVEDKNLYDKLVSSFLEMKS
EKQVEQKIAEIPKEEVKPFITESKPSVEQRKQD
DKKIKACVEEVTTTLEETKFLTENLLLYIDING
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NLHPDSATLVSDIDITFLKKDAPYIVGDVVQE
GVLTAVVIPTKKAGGTTEMLAKALRKVPTDN
YITTYPGQGLNGYTVEEAKTVLKKCKSAFYIL
PSIISNEKQEILGTVSWNLREMLAHAEETRKL
MPVCVETKAIVSTIQRK YKGIKIQEGVVDYGA
RFYFYTSKTTVASLINTLNDLNETLVTMPLGY
VTHGLNLEEAARYMRSLKVPATVSVSSPDAV
TAYNGYLTSSSKTPEEHFIETISLAGSYKDWS
YSGQSTQLGIEFLKRGDKSVYYTSNPTTFHLD
GEVITFDNLKTLLSLREVRTIKVFTTVDNINLH
TQVVDMSMTYGQQFGPTYLDGADVTKIKPH
NSHEGKTFYVLPNDDTLRVEAFEY YHTTDPS
FLGRYMSALNHTKK WK YPQVNGLTSIKWAD
NNCYLATALLTLQQIELKFNPPALQDAYYRA
RAGEAANFCALILAYCNKTVGELGDVRETMS
YLFQHANLDSCKRVLNVVCKTCGQQQTTLK
GVEAVMYMGTLSYEQFKKGVQIPCTCGKQA
TKYLVQQESPFVMMSAPPAQYELKHGTFTCA
SEYTGNYQCGHYKHITSKETLYCIDGALLTKS
SEYKGPITDVFYKENSYTTTIKPVTYKLDGVYV
CTEIDPKLDNY YKKDNSYFTEQPIDLVPNQPY
PNASFDNFKFVCDNIKFADDLNQLTGYKKPA
SRELKVTFFPDLNGDVVAIDYKHYTPSFKKG
AKLLHKPIVWHVNNATNKATYKPNTWCIRC
LWSTKPVETSNSFDVLKSEDAQGMDNLACED
LKPVSEEVVENPTIQKDVLECNVKTTEVVGDI
ILKPANNSLKITEEVGHTDLMAAY VDNSSLTI
KKPNELSRVLGLKTLATHGLAAVNSVPWDTI
ANYAKPFLNKVVSTTTNIVTRCLNRVCTNYM
PYFFTLLLQLCTFTRSTNSRIKASMPTTIAKNT
VKSVGKFCLEASFNYLKSPNFSKLINIIWFLL
LSVCLGSLIYSTAALGVLMSNLGMPSYCTGY
REGYLNSTNVTIATYCTGSIPCSVCLSGLDSLD
TYPSLETIQITISSFKWDLTAFGLVAEWFLAYI
LFTRFFYVLGLAAIMQLFFSYFAVHFISNSWL
MWLIINLVQMAPISAMVRMYIFFASFYYVWK
SYVHVVDGCNSSTCMMCYKRNRATRVECTT
[VNGVRRSFYVYANGGKGFCKLHNWNCVNC
DTFCAGSTFISDEVARDLSLQFKRPINPTDQSS
YIVDSVTVKNGSIHLYFDKAGQKTYERHSLS
HFVNLDNLRANNTKGSLPINVIVFDGKSKCEE
SSAKSASVYYSQLMCQPILLLDQALVSDVGD
SAEVAVKMFDAYVNTFSSTFNVPMEKLKTLV
ATAEAELAKNVSLDNVLSTFISAARQGFVDS
DVETKDVVECLKLSHQSDIEVTGDSCNNYML
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TYNKVENMTPRDLGACIDCSARHINAQVAKS
HNIALIWNVKDFMSLSEQLRKQIRSAAKKNN
LPFKLTCATTRQVVNVVTTKIALKGGKIVNN
WLKQLIKVTLVFLFVAAIFYLITPVHVMSKHT
DFSSEIIGYKAIDGGVTRDIASTDTCFANKHA
DFDTWFSQRGGSYTNDKACPLIAAVITREVGF
VVPGLPGTILRTTNGDFLHFLPRVFSAVGNIC
YTPSKLIEYTDFATSACVLAAECTIFKDASGK
PVPYCYDTNVLEGSVAYESLRPDTRYVLMDG
SIIQFPNTYLEGSVRVVTTFDSEYCRHGTCERS
EAGVCVSTSGRWVLNNDYYRSLPGVFCGVD
AVNLLTNMFTPLIQPIGALDISASIVAGGIVAI
VVTCLAYYFMRFRRAFGEYSHVVAFNTLLFL
MSFTVLCLTPVYSFLPGVYSVIYLYLTFYLTN
DVSFLAHIQWMVMFTPLVPFWITIAYIICISTK
HFYWFFSNYLKRRVVFNGVSFSTFEEAALCTF
LLNKEMYLKLRSDVLLPLTQYNRYLALYNK
YKYFSGAMDTTSYREAACCHLAKALNDFSNS
GSDVLYQPPQTSITSAVLQSGFRKMAFPSGKV
EGCMVQVTCGTTTLNGLWLDDVVYCPRHVI
CTSEDMLNPNYEDLLIRKSNHNFLVQAGNVQ
LRVIGHSMQNCVLKLKVDTANPKTPKYKFVR
IQPGQTFSVLACYNGSPSGVYQCAMRPNFTIK
GSFLNGSCGSVGFNIDYDCVSFCYMHHMELP
TGVHAGTDLEGNFYGPFVDRQTAQAAGTDT
TITVNVLAWLYAAVINGDRWFLNRFTTTLND
FNLVAMKYNYEPLTQDHVDILGPLSAQTGIA
VLDMCASLKELLQNGMNGRTILGSALLEDEF
TPFDVVRQCSGVTFQSAVKRTIKGTHHWLLL
TILTSLLVLVQSTQWSLFFFLYENAFLPFAMGI
JAMSAFAMMFVKHKHAFLCLFLLPSLATVAY
FNMVYMPASWVMRIMTWLDMVDTSLSGFK
LKDCVMYASAVVLLILMTARTVYDDGARRV
WTLMNVLTLVYKVYYGNALDQAISMWALII
SVTSNYSGVVTTVMFLARGIVFMCVEYCPIFF
ITGNTLQCIMLVYCFLGYFCTCYFGLFCLLNR
YFRLTLGVYDYLVSTQEFRYMNSQGLLPPKN
SIDAFKLNIKLLGVGGKPCIKVATVQSKMSDV
KCTSVVLLSVLQQLRVESSSKLWAQCVQLHN
DILLAKDTTEAFEKMVSLLSVLLSMQGAVDI
NKLCEEMLDNRATLQAIASEFSSLPSYAAFAT
AQEAYEQAVANGDSEVVLKKLKKSINVAKS
EFDRDAAMQRKLEKMADQAMTQMYKQARS
EDKRAKVTSAMQTMLFTMLRKLDNDALNNII
NNARDGCVPLNIIPLTTAAKLMVVIPDYNTYK
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NTCDGTTFTYASALWEIQQVVDADSKIVQLS
EISMDNSPNLAWPLIVTALRANSAVKLQNNE
LSPVALROMSCAAGTTQTACTDDNALAYYN
TTKGGRFVLALLSDLQDLKWARFPKSDGTGT
IYTELEPPCRFVTDTPKGPKVKYLYFIKGLNN
LNRGMVLGSLAATVRLQAGNATEVPANSTV
LSFCAFAVDAAKAYKDYLASGGQPITNCVK
MLCTHTGTGQAITVTPEANMDQESFGGASCC
LYCRCHIDHPNPKGFCDLKGKYVQIPTTCAN
DPVGFTLKNTVCTVCGMWKGYGCSCDQLRE
PMLQSADAQSFLNRVCGVSAARLTPCGTGTS
TDVVYRAFDIYNDKVAGFAKFLKTNCCRFQE
KDEDDNLIDSYFVVKRHTFSNYQHEETIYNLL
KDCPAVAKHDFFKFRIDGDMVPHISRQRLTK
YTMADLVYALRHFDEGNCDTLKEILVTYNCC
DDDYFNKKDWYDFVENPDILRVYANLGERV
RQALLKTVQFCDAMRNAGIVGVLTLDNQDL
NGNWYDFGDFIQTTPGSGVPVV

DSYYSLLMPILTLTRALTAESHVDTDLTKPYI
KWDLLKYDFTEERLKLFDRYFKYWDQTYHP
NCVNCLDDRCILHCANFNVLFSTVFPPTSFGP
LVRKIFVDGVPFVVSTGYHFRELGVVHNQDV
NLHSSRLSFKELLVYAADPAMHAASGNLLLD
" KRTTCFSVAALTNNVAFQTVKPGNEFNKDFYD
FAVSKGFFKEGSSVELKHFFFAQDGNAAISDY
DYYRYNLPTMCDIRQLLFVVEVVDKYFDCY
DGGCINANQVIVNNLDKSAGFPFNKWGKARL
YYDSMSYEDQDALFAYTKRNVIPTITQMNLK
YAISAKNRARTVAGVSICSTMTNRQFHQKLL
KSIAATRGATVVIGTSKFYGGWHNMLKTVYS
DVENPHLMGWDYPKCDRAMPNMLRIMASL
VLARKHTTCCSLSHRFYRLANECAQVLSEMV
MCGGSLYVKPGGTSSGDATTAYANSVENICQ
AVTANVNALLSTDGNKIADKYVRNLQHRLY
ECLYRNRDVDTDFVNEFYAYLRKHFSMMILS
DDAVVCFNSTYASQGLVASIKNFKSVLYYQN
NVFMSEAKCWTETDLTKGPHEFCSQHTMLV
KQGDDYVYLPYPDPSRILGAGCFVDDIVKTD
GTLMIERFVSLAIDAYPLTKHPNQEYADVFHL
YLQYIRKLHDELTGHMLDMYSVMLTNDNTS
RYWEPEFYEAMYTPHTVLQAVGACVLCNSQ
TSLRCGACIRRPFLCCKCCYDHVISTSHKLVL
SVNPYVCNAPGCDVITDVTQLYLGGMSYYCK
SHKPPISFPLCANGQVFGLYKNTCVGSDNVTD
FNAIATCDWTNAGDYILANTCTERLKLFAAE
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TLKATEETFKLSYGIATVREVLSDRELHLSWE
VGKPRPPLNRNYVFTGYRVTKNSKVQIGEYT
FEKGDYGDAVVYRGTTTYKLNVGDYFVLTS
HTVMPLSAPTLVPQEHYVRITGLYPTLNISDE
FSSNVANYQKVGMQKYSTLQGPPGTGKSHF
AIGLALYYPSARIVYTACSHAAVDALCEKAL
KYLPIDKCSRIIPARARVECFDKFKVNSTLEQY
VECTVNALPETTADIVVFDEISMATNYDLSVV
NARLRAKHYVYIGDPAQLPAPRTLLTKGTLE
PEYFNSVCRLMKTIGPDMFLGTCRRCPAEIVD
TVSALVYDNKLKAHKDKSAQCFKMFYKGVI
THDVSSAINRPQIGVVREFLTRNPAWRKAVFI
SPYNSQNAVASKILGLPTQTVDSSQGSEYDYV
IFTQTTETAHSCNVNRFNVAITRAKVGILCIMS
DRDLYDKLQFTSLEIPRRNVATLQAENVTGLF
KDCSKVITGLHPTQAPTHLSVDTKFKTEGLCV
DIPGIPKDMTYRRLISMMGFKMNYQVNGYPN
MFITREEAIRHVRAWIGFDVEGCHATREAVG
TNLPLQLGFSTGVNLVAVPTGYVDTPNNTDF
SRVSAKPPPGDQFKHLIPLMYKGLPWNVVRI
KIVOQMLSDTLKNLSDRVVFVLWAHGFELTSM
KYFVKIGPERTCCLCDRRATCFSTASDTYAC
WHHSIGFDYVYNPFMIDVQQWGFTGNLQSN
HDLYCQVHGNAHVASCDAIMTRCLAVHECF
VKRVDWTIEYPIIGDELKINAACRKVQHMVYV
KAALLADKFPVLHDIGNPKAIKCVPQADVEW
KFYDAQPCSDKAYKIEELFYSYATHSDKFTD
GVCLFWNCNVDRYPANSIVCRFDTRVLSNLN
LPGCDGGSLYVNKHAFHTPAFDKSAFVNLKQ
LPFFYYSDSPCESHGKQVVSDIDYVPLKSATCI
TRCNLGGAVCRHHANEYRLYLDAYNMMISA
GFSLWVYKQFDTYNLWNTFTRLQSLENVAF
NVVNKGHFDGQQGEVPVSIINNTVYTKVDGV
DVELFENKTTLPVNVAFELWAKRNIKPVPEV
KILNNLGVDIAANTVIWDYKRDAPAHISTIGV
CSMTDIAKKPTETICAPLTVFFDGRVDGQVDL
FRNARNGVLITEGSVKGLQPSVGPKQASLNG
VTLIGEAVKTQFNYYKKVDGVVQQLPETYFT
QSRNLQEFKPRSQMEIDFLELAMDEFIERYKL
EGYAFEHIVYGDFSHSQLGGLHLLIGLAKRFK
ESPFELEDFIPMDSTVKNYFITDAQTGSSKCVC
SVIDLLLDDFVEIIKSQDLSVVSKVVKVTIDYT
EISFMLWCKDGHVETFYPKLQSSQAWQPGVA
MPNLYKMQRMLLEKCDLQNYGDSATLPKGI
MMNVAKYTQLCQYLNTLTLAVPYNMRVIHF
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GAGSDKGVAPGTAVLRQWLPTGTLLVDSDL
NDFVSDADSTLIGDCATVHTANKWDLIISDM
YDPKTKNVTKENDSKEGFFTYICGFIQQKLAL
GGSVAIKITEHSWNADLYKLMGHFAWWTAF
VTNVNASSSEAFLIGCNYLGKPREQIDGYVM
HANYIFWRNTNPIQLSSYSLFDMSKFPLKLRG
TAVMSLKEGQINDMILSLLSKGRLIIRENNRV
VISSDVLVNN

Glicoproteina de superficie
del virus de la pneumonia
del Mercado de pescado de
Wuhan (Gen Bank:
QHD43416.1, 23 de enero
2020)

165

mfvilvllpl vssqevnltt rtqlppaytn sftrgvyypd
kvfrssvlhs tqdlflpffs 61 nvtwthaihv sgtngtkrfd
npvlpfndgv yfasteksni irgwifgttl dsktgslliv 121
nnatnvvikv cefqfendpf lgvyyhknnk swmesefrvy
ssannctfey vsqpflmdle181 gkqgntknlr efvtknidgy
fkiyskhtpi nlvrdlpqgf saleplvdlp iginitrfqt 241
llalhrsylt pgdsssgwta gaaayyvgyl gprtfllkyn
engtitdavd caldplsetk 301 ctlksftvek giyqgtsnfrv
qgptesivrip nitnlepfge vinatrfasv yawnrkrisn 361
cvadysvlyn sasfstfkcy gvsptkindl cftnvyadsf
virgdevrqi apgqtgkiad 421 ynyklpddft geviawnsnn
ldskvggnyn ylyrlfrksn lkpferdist eiyqagstpe 481
ngvegfncyf plgsygfqpt ngvgyqpyrv vvlisfellha
patvegpkks tnlvknkevn 541 fnfngltgtg vitesnkkfl
pfqafgrdia dttdavrdpq tleilditpe sfggvsvitp 601
gitntsnqvav lyqdvnctev pvaihadqlt ptwrvystgs
nvfqtragel igaehvnnsy 661 ecdipigagi casyqtqtns
prrarsvasq silaytmslg aensvaysnn siaiptnfti 721
svtteilpvs mtktsvdetm yicgdstecs nlllqygsfc
tqlnraltgi aveqdkntqe 781 vfaqvkqiyk tppikdfggf
nfsqilpdps kpskrsfied llfnkvtlad agfikqygdc 841
lgdiaardli cagkfngltv Ipplltdemi aqytsallag
titsgwtfga gaalqipfam 901 gmayrfngig vtqnvlyenq
kliangfnsa igkiqdslss tasalgklqd vvngnaqaln 961
tlvkqlssnf gaissvindi Isrldkveae vqidrlitgr
lgslgtyvtq qgliraaeira

1021 sanlaatkms ecvlgqskrv dfcgkgyhlm
sfpgsaphgv vflhvtyvpa geknfttapa 1081 ichdgkahfp
regvivsngt hwivtqrnfy epqiittdnt fvsgnedvvi
givantvydp 1141 Igpeldsfke eldkyfknht spdvdlgdis
ginasvvniq keidrlneva knlneslidl 1201 gelgkyeqyi
kwpwyiwlgf iagliaivmv timleccmtsc csclkgeese
gscckfdedd 1261 sepvlkgvkl hyt
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RBD de glicoproteina de
superficie [virus de la
pneumonia del Mercado de
pescado de Wuhan]; Gen
Bank: QHD43416.1, 23 de
enero 2020)

166

nitnlcpfgevnatrfasvyawnrkrisncvadysvlynsasfstfke
ygvsptklndlcftnvyadsfvirgdevrqiapgqtgkiadynyklpd
dftgeviawnsnnldskvggnynylyrlfrksnlkpferdisteiyqa

gstpengvegineyfplgsygfqptngvgyqpyrvvvlsfellhapa
tvegpkkstnlvknkcvnfnfngltgtg

Motivo receptor de union (RMB)
de RBD glicoproteina de
superficie [virus neumonia
Mercado pescado Wuhan]; Gen
Bank: QHD43416.1, 23 de enero
2020)

167

Nsnnldskvggnynylyrlfrksnlkpferdisteiyqagstpengve
gfncyfplgsygfqptngvgyqpy

SARS-CoV-2 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTS
S309-v13 168 LAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSG
mAD VL (Vi) SGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLT
(aa) FGGGTKVEIK
SARS-CoV-2
S309-v13 169 | QTVSSTS
mAb CDRL1
(aa)
SARS-CoV-2
$309-v13
mAb CDRL2 170 | GAS
(aa)
SARS-CoV-2
$309-v13 171 | QQHDTSLT
mAb CDRL3 (aa)

SARS-CoV-2 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
§309-v2.9 172 SYGISWVRQAPGQGLEWMGFISTYNANTNY
mAb VH (aa) AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT

AVYYCARDYTRGAFFGESLIGGFDNWGQG

TLVTVSS
SARS-CoV-2 ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
Cc|;-|11r;ﬁ ?3 FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS

IgG 1 *01 LS (aa)

173

LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHE
ALHSHYTQKSLSLSPGK
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SARS-CoV-2
mAb CL (Ck)
IgKC*01
kim3 (aa)

174

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSK
DSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGEC

SARS-CoV-2
CH1-CH3
G1m17;
lgG 1*01LS

GAALIE (aa)

175

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLAGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPLPEEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHE
ALHSHYTQKSLSLSPGK

SARS-CoV-2
S§300-v2.10

mAb VH (aa)

176

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGFVNAYSGATRY
AQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDDT
AVYYCARDRPSHEFAMYFFDNWGQGTLVT
VSS

SARS-CoV-2
S300-v2.11

mAb VH (aa)

177

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT
DYYIHWVRQAPGQGPEWLGFVQGYSGATRY
AQKYQGRVTMTRDTSISTAYMQLSRLRPDDT
AVYYCARDRPSHEFAMYFFDNWGQGTLVT
VSS

SARS-CoV-2
S§315-v1 mAb

VH (aa)

178

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSN
YWMTWVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKY

YVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAED
TAVYYCARDLWWNDQAHYYGMDVWGQG
TTVTVSS

SARS-CoV-2
S315-v1 mAb
CDRH1 (aa)

179

GFTFSNYW

SARS-CoV-2
S$315-v1 mAb
CDRH2 (aa)

180

IKQDGSEK

SARS-CoV-2
$315-v1 mAb
CDRH3 (aa)

181

ARDLWWNDQAHYYGMDV
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SARS-CoV-2 SYELTQPPSVSVSPGQTARITCSGDAFPNQYA
S315-v1 mAD a2 | YWYQQKPGQAPVMLIYKDSERPSGIPERFEGS
VL (aa) SSGTTVTLTIRGVQAEDEADYYCQSADSSGT

VFGGGTKLTVL
SARS-CoV-2
$315-v1 mAb 183 | AFPNQY
CDRL1 (aa)
SARS-CoV-2
$315-v1 mAb 184 | KDS
CDRL2 (aa)
SARS-CoV-2
$315-v1 mAb 185 | QSADSSGTV
CDRL3 (aa)
SARS-CoV-2 gaggtgcagelggtggagtelgggggaggctiggtecageetggggg
S315-vimAb gtcectgagacteteetgtgeagectetggatteacctttagtaattatt
ggatgacctgggtcecgecaggetccagggaagggegetggagtgogt
186 ggccaacataaagcaagatggaagtgagaaatactatgtggactct
VH (nt - wt) gtgaagggccgattcaccatctccagagacaacgecaagaactcactg
tatctgcaaatgaacagcctgagagecgaggacacggcetgtgtattact
gigegagagatcetttggtggaacgaccaggetcactactacggtat
ggacgtetggggccaagggaccacggtcaccegtctecteag
SARS-CoV-2 tectatgagetgacacagecacceteggtgteagtgtceccaggacag
S315-v1 mAb acggccaggatcacctgetctggagatgeatteccaaaccaatatgct
tattggtaccagcagaagccaggcecaggeccctgtgatgctgatctata
187 aagacagtgagaggccctcagggatcectgagegattetttggeteea
VL (nt - wt) gctcagggacaacagtcacgttgaccatcagaggagtccaggeagaa
gacgaggctgactattactgtcaatcageagacageagtggtacegt
gttcggecggagggaccaagetgaccgtectag
SARS-CoV-2 GAAGTGCAGCTTGTCGAGAGCGGCGGAGG
S§315-v1 mAb

VH (nt: optimizado por
codén)

188

CCTCGTTCAGCCAGGTGGGAGTCTCCGTICTT
TCATGCGCCGCTTCAGGATTTACGTTCTCC
AACTACTGGATGACATGGGTGAGGCAGGC
ACCTGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTGGCTA

ACATCAAGCAGGACGGATCTGAAAAATAT
TATGTAGATTCTGTGAAGGGGCGGTTTACC
ATCTCAAGGGATAATGCCAAAAACTCTTTG
TATTTACAGATGAACTCTCTTCGAGCCGAG
GACACCGCCGTTTACTACTGTGCCCGAGA
TCTATGGTGGAATGACCAGGCTCACTATT
ATGGAATGGACGTGTGGGGCCAGGGTACT

ACCGTTACCGTCTCCTCA
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SARS-CoV-2
8315-v1 mAb

VL (nt: optimizado por
codén)

189

TCTTACGAGCTCACCCAGCCACCCTCAGTG
TCAGTGAGCCCTGGCCAAACAGCTCGCATC
ACCTGTTCAGGTGACGCCTTTCCAAATCA
GTACGCCTACTGGTATCAGCAGAAACCCGG
CCAGGCACCCGTTATGCTCATCTACAAAGA
TTCTGAGCGGCCATCCGGTATCCCCGAACG
CTTTTTCGGAAGCTCCAGTGGGACTACAGT
TACACTTACTATCCGGGGAGTGCAAGCTGA
AGATGAGGCCGACTATTATTGCCAGAGCG
CAGACTCCTCAGGCACAGTGTTTGGGGGC
GGGACTAAACTAACTGTGCTG

SARS-CoV-2

SYELTQPPSVSVSPGQTARITCSGDAFPNQYA

S315-v2mAb 190 YWYQQKPGQAPVMLIYKDSERPSGIPERFFGS
VL (aa) SSGTTVTLTISGVQAEDEADYYCQSADSSGT
VFGGGTKLTVL
SARS-CoV-2 - fectatgagetgacacagecacccteggtgteagtgtecccaggacag
§315-v2 mAb acggccaggatcacctgetetggagatgeatteecaaaccaatatget
tattggtaccagcagaagccaggecaggeccctgtgatgetgatctata
191 aagacagtgagaggccctcagggatccctgagegattetttggeteea
VL (nt-wt) getcagggacaacagtcacgttgaccatcagtggagtecaggeagaa
gacgaggctgactattactgtcaatcageagacageagtggtacegt
gttcggcggagggaccaagetgaccegtectag
SARS-CoV-2 TCCTACGAGCTCACCCAGCCCCCCTCAGTCT
$315-v2 mAb

VL (nt: optimizado por
codén)

192

CTGTGTCTCCTGGACAGACAGCCAGAATCA
CCTGCTCGGGAGATGCTTTTCCCAACCAA
TACGCCTACTGGTACCAACAGAAACCAGGT
CAGGCGCCTGTCATGCTGATTTATAAAGAC
TCAGAGCGGCCTTCAGGAATTCCCGAAAGA
TTCTTCGGGAGTTCAAGCGGAACTACCGTG
ACCTTAACCATAAGCGGGGTGCAGGCCGAA
GATGAAGCAGACTATTATTGCCAGAGTGC
CGATAGTAGTGGCACAGTCTTTGGGGGGG
GGACAAAGCTGACAGTACTC

SARS-CoV-2
mAb CL
IgLC*01

193

GQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDF
YPGAVIVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSN

NKYAASSYLSLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGS
TVEKTVAPTECS
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SARS-CoV-2

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSN

S§315-v3 mAb YFMTWVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKYY
194 | VDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDT
VH (aa) AVYYCARDLWWNDQAHYYGMDVWGQGT
TVTVSS
SARS-CoV-2
S315-v3 mAb 195 GFTFSNYF
CDRH1 (aa)
SARS-CoV-2 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSN
S315-v4 mAb YWMTWVRQAPGKGLEWVANIKQDASEKY
196 | YVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAED
VH (aa) TAVYYCARDLWWNDQAHYYGMDVWGQG
TTVTVSS
SARS-CoV-2
S315-v4 mAb 197 IKQDASEK
CDRH2 (aa)
SARS-CoV-2 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSN
S315-v5 mAb YWMTIWVRQAPGKGLEWVANIKQEGSEKY
198 | YVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAED
VH (aa) TAVYYCARDLWWNDQAHYYGMDVWGQG
TTVTVSS
SARS-CoV-2
S315-v5 mAb 199 IKQEGSEK
CDRH2 (aa)
SARS-CoV-2 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSN
S315-v6 mAb YWMTWVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKY
200 | YVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAED
VH (aa) TAVYYCARDLFWNDQAHYYGMDVWGQGT
TVTVSS
SARS-CoV-2
S315-v6 mAb 201 ARDLFWNDQAHYYGMDV
CDRH3 (aa)
SARS-CoV-2 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSN
S315-v7 mAb YWMTWVRQAPGKGLEWVANIKQDGSEKY
202 | YVDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAED
VH (aa) TAVYYCARDLWFNDQAHYYGMDVWGQGT
TVTVSS
SARS-CoV-2
S315-v7 mAb 203 ARDLWFNDQAHYYGMDV

CDRH3 (aa)
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SARS-CoV-2 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYNGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
Cadena pesadalgHG1°01 Fa | 204 | AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG

(aa) TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKRVEPKSC

SARS-CoV-2 EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTS
LAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSG
SGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLT
205 | FGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTA
SVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY
ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Cadena ligera 1gKC*01 (aa)

Enlazador " (aa) 206 | GSTSGSGKPGSGEGSTKG
Enlazador (aa) 207 | GSGKPGSGEG
Enlazador (aa) 208 | GKPGSGEG
Enlazador (aa) 209 | SGKPGSGE
BPXXXZ, donde cada X es , independientemente, una glicina (G) o
Enlazador (aa) 210 | serina (S), B es un aminoacido cargado positivamente y Z es
glicina (G) o un aminoéacido cargado negativamente
Enlazador (aa) 211 | (GxS)y, donde x es 1-10 ey es 1-10
Enlazador (aa) 212 | GGGGSGGGGSGGGGS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

Enlazador (22) P | GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
Enlazador (aa) 214 GSTSGGGSGGGSGGGGSS
Enlazador (aa) 215 EGKSSGSGSESKVD
Enlazador (aa) 216 KESGSVSSEQLAQFRSLD
Enlazador (aa) 217 | GGGGS
SARS-CoV-2 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPET

SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYNGNTNY
AQKFQGRVTIMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
218 | TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAAL
GCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAV
LQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHK
PSNTKVDKRVEPKSCGGGGSGGGGSGGGGS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS

S309-scFab (H-L) (aa)
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GGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQ
TVSSTSLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGI
PDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQ
HDTSLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDE
QLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNA
LQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SARS-CoV-2

S309-scFab (L-H) (aa)

219

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTS
LAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSG
SGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLT
FGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTA
SVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ
ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY
ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVK
VSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGLEWMG
WISTYNGNTNYAQKFQGRVTMTTDTSTITG
YMELRRLRSDDTAVYYCARDYTRGAWFGE
SLIGGFDNWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC

SARS-CoV-2

S309-scFv (VH-VL) (aa)

220

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYNGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPGT
LSLSPGERATLSCRASQTVSSTSLAWYQQKP
GQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLTFGGGTKVEI
K

SARS-CoV-2

S309-scFv (VL-VH) (aa)

221

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTS
LAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSG
SGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLT
FGGGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVQLV
QSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISW
VRQAPGQGLEWMGWISTYNGNTNYAQKFQ
GRVIMTIDTSTTTGYMELRRLRSDDTAVYY
CARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVT
VSS
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SARS-CoV-2

$309-scFv (VH-VL)-(VH-VL)
(aa)

222

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYNGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPGT
LSLSPGERATLSCRASQTVSSTSLAWYQQKP
GQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLTFGGGTKVEI
KGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGA
EVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQA
PGQGLEWMGWISTYNGNTNYAQKFQGRVT
MTTDTSTTTGYMELRRLRSDDTAVYYCARD
YTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSSGG
GGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERA
TLSCRASQTVSSTSLAWYQQKPGQAPRLLIY
GASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPED
FAVYYCQQHDTSLTFGGGTKVEIK

SARS-CoV-2

8§309-scFv-(VH-VL)-(VL-VH)
(aa)

223

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYNGNTNY
AQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDT
AVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQG
TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPGT
LSLSPGERATLSCRASQTVSSTSLAWYQQKP
GQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLTFGGGTKVEI
KGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPGT
LSLSPGERATLSCRASQTVSSTSLAWYQQKP
GQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTL
TISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLTFGGGTKVEI
KGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKP
GASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGL
EWMGWISTYNGNTNYAQKFQGRVIMTTDT
STTTGYMELRRLRSDDTAVYYCARDYTRGA
WFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS
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SARS-CoV-2

$309-scFv-(VL-VH)-(VH-VL)
(aa)

224

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTYVSSTS
LAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSG
SGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLT
FGGGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVQLV
QSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISW
VRQAPGQGLEWMGWISTYNGNTNYAQKFQ
GRVTIMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDTAVYY
CARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVT
VSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQS
GAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVR
QAPGQGLEWMGWISTYNGNTNYAQKFQGR
VIMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDTAVYYCA
RDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS
GGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGE
RATLSCRASQTVSSTSLAWYQQKPGQAPRLL

IYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPE
DFAVYYCQQHDTSLTFGGGTKVEIK

SARS-CoV-2

$309-scFv-(VL-VH)-(VL-VH)
(aa)

225

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTS
LAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSG
SGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLT
FGGGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVQLV
QSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISW
VRQAPGQGLEWMGWISTYNGNTNYAQKFQ
GRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDTAVYY
CARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVT
VSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSP
GTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTSLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLTFGGGTK
VEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEV
KKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPG
QGLEWMGWISTYNGNTNYAQKFQGRVTMT
TDTSTTTGYMELRRLRSDDTAVYYCARDYT
RGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS
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SARS-CoV-2

S309-scFab-(H-L) v1.1 (aa)

226

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYQGNTN
YAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSD
DTAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWG
QGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFP
AVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVN
HKPSNTKVDKRVEPKSCGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRAS
QTVSSTSLAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRAT
GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQ
QHDTSLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSD
EQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDN
ALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKA
DYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

SARS-CoV-2

S309-scFab-(L-H) v1.1 (aa)

227

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTS

LAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSG
SGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLT
FGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTA
SVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQ

ESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY
ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGECGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVK

VSCKASGYPFTSYGISWVRQAPGQGLEWMG

WISTYQGNTNYAQKFQGRVIMTTDTSTTTG
YMELRRLRSDDTAVYYCARDYTRGAWFGE
SLIGGFDNWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLA
PSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSS
LGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSC

SARS-CoV-2

S309-scFv-(VH-VL) v1.1 (aa)

228

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYQGNTN
YAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSD
DTAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWG
QGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQS
PGTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTSLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLTFGGGTK
VEIK
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SARS-CoV-2

S309-scFv-(VL-VH)v1.1 (aa)

229

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTS
LAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSG
SGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLT
FGGGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVQLY
QSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISW
VRQAPGQGLEWMGWISTYQGNTNYAQKFQ
GRVIMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDTAVYY
CARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVT
VSS

SARS-CoV-2

S309-scFv-(VH-VL)-(VH-VL)
v1.1 (aa)

230

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYQGNTN
YAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSD
DTAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWG
QGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQS
PGTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTSLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLTFGGGTK
VEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQ
SGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWV
RQAPGQGLEWMGWISTYQGNTNYAQKFQG
RVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDTAVYYC
ARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTV
SSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSP
GERATLSCRASQTVSSTSLAWYQQKPGQAPR
LLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLE
PEDFAVYYCQQHDTSLTFGGGTKVEIK

SARS-CoV-2

$309-scFv-(VH-VL)-

(VL-VH)V1.1 (aa)

231

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGWISTYQGNTN
YAQKFQGRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSD
DTAVYYCARDYTRGAWFGESLIGGFDNWG

QGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQS
PGTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTSLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLTFGGGTK
VEIKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQS
PGTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTSLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLTFGGGTK
VEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEV
KKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPG
QGLEWMGWISTYQGNTNYAQKFQGRVTIMT
TDTSTTTGYMELRRLRSDDTAVYYCARDYT
RGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS
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SARS-CoV-2

S309-scFv-(VL-VH)-(VH-VL)
v1.1 (aa)

232

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTS
LAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSG
SGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLT
FGGGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVQLY
QSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISW
VRQAPGQGLEWMGWISTYQGNTNYAQKFQ
GRVTMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDTAVYY
CARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVT
VSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLYQS
GAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVR
QAPGQGLEWMGWISTYQGNTNYAQKFQGR
VIMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDTAVYYCA
RDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS
GGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSPGTLSLSPGE
RATLSCRASQTVSSTSLAWYQQKPGQAPRLL
IYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPE
DFAVYYCQQHDTSLTFGGGTKVEIK

SARS-CoV-2

S309-scFv-(VL-VH)-(VL-VH)
v1.1 (aa)

233

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTS
LAWYQQKPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSG
SGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLT
FGGGTKVEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVQLV
QSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISW
VRQAPGQGLEWMGWISTYQGNTNYAQKFQ
GRVIMTTDTSTTTGYMELRRLRSDDTAVYY
CARDYTRGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVT
VSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEIVLTQSP
GTLSLSPGERATLSCRASQTVSSTSLAWYQQ
KPGQAPRLLIYGASSRATGIPDRFSGSGSGTDF
TLTISRLEPEDFAVYYCQQHDTSLTFGGGTK
VEIKGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEV
KKPGASVKVSCKASGYPFTSYGISWVRQAPG
QGLEWMGWISTYQGNTNYAQKFQGRVTMT

TDTSTTTGYMELRRLRSDDTAVYYCARDYT
RGAWFGESLIGGFDNWGQGTLVTVSS

SARS-CoV-2
S300-v14
mAb VL

(VK) (aa)

234

DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYS

SNNKNYLAWYQQKPGQPPKLLISWASTRESG
VPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQ
QYYSAPGITFGQGTRLEIK

SARS-CoV-2
S300-vi4
mAb CDRLA1
(aa)

235

QSVLYSSNNKNY
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SARS-CoV-2
S300-v14
mAb CDRL2
(aa)

236

WAS

SARS-CoV-2
S300-v14
mAb CDRL3
(aa)

237

QQYYSAPGIT

SARS-CoV2
S300-v14
mAb VL

(VK) (nt)

238

GACATCGTGATGACCCAGTCTCCAGACTCA
CTGGCTGTGTCTCTGGGCGAGAGGGCCACC
ATCAACTGTAAGTCCAGCCAGAGTGTTTTA
TACAGCTCCAACAATAAGAACTACTTAGC
TTGGTACCAGCAGAAACCAGGACAGCCTCC
TAAGCTGCTCATTTCCTGGGCTTCTACCCG
GGAATCCGGGGTCCCTGACCGATTCAGTGG
CAGCGGGTCTGGGACAGATTTCACTCTCAC
CATCAGCAGCCTGCAGGCTGAAGATGTGGC
AGTTTATTACTGTCAACAATATTATAGTGC
TCCCGGGATCACCTTCGGCCAGGGGACAC
GACTGGAGATTAAAC

SARS-CoV2
S307 mAb

VH (aa)

239

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSVTSG
SYYWSWIRQPPGKGLEWIGYMYYSGSTNYN
PSLKSRVTISVDTSKNQFSLKLSSVTAADTAV
YYCARAGCTGITCLRYDYYYGLDVWGQGT
TVTVSS

SARS-CoV2
S307 mAb
CDRH1 (aa)

240

GGSVTSGSYY

SARS-CoV2
$307 mAb
CDRH2 (aa)

241

MYYSGST

SARS-CoV2
S307 mAb
CDRH3 (aa)

242

ARAGCTGITCLRYDYYYGLDV

SARS-CoV2
S307 mAb

VL(Vk) (aa)

243

EIVLTQSPGTLSLSPGKRATLSCRASQSVSSSY
LAWYQQRPGQAPRLLIYGASSRAAGIPDRFS
GSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSS
WTFGQGTKVEIK

SARS-CoV2
S307 mAb
CDRL1 (aa)

244

QSVSSSY
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SARS-CoV2
S307 mAb
CDRL2 (aa)

245

GAS

SARS-CoV2
S307 mAb
CDRL3 (aa)

246

QQYGSSSWT

SARS-CoV2
S307 mAb

VH (nt)

247

CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCAGG
ACTGGTGAAGCCTTCGGAGACCCTGTCCCT
CACCTGCACTGTCTCTGGTGGCTCCGTCAC
CAGTGGTAGTTACTACTGGAGCTGGATCC
GGCAGCCCCCAGGGAAGGGACTGGAGTGG
ATTGGGTATATGTATTACAGTGGGAGCAC
CAATTACAACCCCTCCCTCAAGAGTCGAGT
CACCATATCAGTAGACACGTCCAAGAACCA
GTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCT
GCGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAG
GGCAGGTTGTACTGGTATCACCTGCTTA
CGTTACGACTACTACTACGGTCTGGACG
TCTGGGGCCAAGGGACCACGGTCACCGTCT
CCTCA

SARS-CoV2
S307 mAb

VL(Vx) (nt)

248

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACC
CTGTCTTTGTCTCCAGGGAAAAGAGCCACC
CTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAG
CAGCAGCTACTTAGCCTGGTACCAGCAGA
GACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCT
ATGGTGCATCCAGCAGGGCCGCTGGCATC
CCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGG

ACAGACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTG
GAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGT
CAGCAGTATGGTAGCTCATCGTGGACGT
TCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAA
C
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SARS-CoV-2
S309-v1 mAb

VH (nt)

249

CAGGTTCAGCTGGTGCAGTCTGGAGCTGAG
GTGAAGAAGCCTGGGGCCTCAGTGAAGGTC
TCCTGCAAGGCTTCTGGTTACCCCTTTACC
AGTTATGGTATCAGCTGGGTGCGACAGGC
CCCTGGACAAGGGCTTGAGTGGATGGGATG
GATCAGCACTTACAATGGTAACACAAATT
ATGCACAGAAGTTCCAGGGCAGAGTCACCA
TGACCACAGACACATCCACGACCACAGGCT
ACATGGAGCTGAGGAGGCTGAGATCTGACG
ACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGATT
ATACTCGTGGTGCTTGGTTCGGGGAGTC
ATTGATAGGGGGCTTTGACAACTGGGGCC
AGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCA

SARS-CoV-2
$309-v13
mAb VL(VK)

(nt)

250

GAAATTGTGTTGACGCAGTCTCCAGGCACC
CTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAAGAGCCACC
CTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGACTGTTAGC
AGCACCTCCTTAGCCTGGTACCAGCAGAAA
CCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTAT
GGTGCATCCAGCAGGGCCACTGGCATCCCA
GACAGGTTCAGCGGCAGTGGGTCTGGGACA
GACTTCACTCTCACCATCAGCAGACTGGAG
CCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGC
AGCATGATACCTCACTCACTTTCGGCGGAG
GGACCAAGGTGGAGATCAAAC

CMV

Promotor (Nt)

251

GACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTA
ATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCC
ATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTAC
GGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAA
CGACCCCCGCCCATGACGTCAATAATGACG
TATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACT
TTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTA
CGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAA
GTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATT
GACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGG
CATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGAC
TTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAG
TCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTG
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GCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTT
TGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCC
CATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCA
CCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCG
TAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGG
CGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATAT
AAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGAT
CGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGA
CCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAG
CCTCCGCGGCCGGGAACGGTGCATTGGAAC
GCGGATTCCCCGTGCCAAGAGTGACGTAAG
TACCGCCTATAGAGTCTATAGGCCCACCCC
CTTGGCTTCGTTAG

Péptido sefial (nt)

252

ATGGGATGGTCATGTATCATCCTTTTTCTAG
TAGCAACTGCAACCGGTGT

Secuencia sefal de
poliadenilacion (nt)

253

AACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACA
AATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAA
ATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTG
TGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTAT
CATGTCTGGATC

SARS-CoV-2

Cadena ligera IgkC*01 (nt)

254

GTACGGTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTT
CCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGG
AACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAAC
TTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGG
AAGGTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAAC
TCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAG
CAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCAC
CCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGA
AACACAAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCC
ATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGA
GCTTCAACAGGGGAGAGTGTTAG

SARS-CoV-2
CH1-CH3

G1m17; IgG1*01 (nt)

255

GCGTCGACCAAGGGCCCATCGGTCTTCCCC

" CTGGCACCCTCCTCCAAGAGCACCTCTGGG

GGCACAGCGGCCCTGGGCTGCCTGGTCAAG
GACTACTTCCCCGAACCTGTGACGGTCTCG
TGGAACTCAGGCGCCCTGACCAGCGGCGTG
CACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTICAG
GACTCTACTCCCTCAGCAGCGTGGTGACCG
TGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACCCAGACCT
ACATCTGCAACGTGAATCACAAGCCCAGCA
ACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGCCC
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AAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCA
CCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGA
CCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCA
AGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTG
AGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCC
ACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGT
ACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCA
AGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAAC
AGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACC
GTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAG
GAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCC
CTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCC
AAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACA
GGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGA
GATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTG
CCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACAT
CGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGC
CGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCG
TGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTA
TAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTG
GCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACAC
GCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCCCCGGGTAA
ATGA

Péptido sefial (aa)

256

MGWSCIILFLVATATG

SARS-CoV-2 S309-v1.1 mAb
CH1-CH3 G1m17;
IgGHG1*01 LS; GAALIE;

Péptido sefial (nt-CO)

257

atgggctggtcectgtatcatectgttcctgatcgecacagecaccggagt
geacagecaagtgeagetggtccagageggegecgaggtgaagaag
cecggegetagegtgaaggtgtectgtaaagecageggatatectttta
ccagctacggcateteetgggtgeggeaggeecctggecagggcctg
gaatggatgggctggatcageacctaccagggaaataccaactacge
ccagaagttccagggaagagtgacaatgaccacagatacatctacaac
caccggctacatggaactgaggeggctgagaagegacgacaccgec
gtgtactactgcgccagagattacaccagaggcegcttggttcggcgag
agcctgatcggeggcticgacaactggggecagggaaccetggtgac
agtgtctagegcttctaccaaaggeccttetgtetttectetggececttet
agcaagtctacaagcggaggcaccgecgecctgggctgectggtgaa
ggactacttccecgageccgtgaccgtgagetggaatageggegecct
gacaagcggeglgcacaccticeccagetgtgetgecagageageggee
tgtatagcctgageagegtggtcaccgtgeccageageagectggga
acacagacctacatctgcaacgtgaaccacaagecttctaataccaagg
tggataagaaggtggaacctaagagctgegacaaaacacacacatge
ccteecatgteetgetccagagetgetggecggecccagegtttttetgtte
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ccceecaaacctaaagacaccctgatgatcageagaacccctgaggtg
acctgtgtggtggtggacgtgtcccacgaagatcctgaggtgaagttca
actggtacgtggatggagtggaagtgcacaacgecaagaccaaacct

agagaagagcagtacaacagcacatatagagtcgtgtccgtgcttaca

gtgctgecaccaggactggcetgaatggaaaggaatacaagtgcaaggt

gtccaacaaggecctgectetgectgaggagaagacaatctctaaage

caagggccaacctcgggaacctcaggtgtacacactgecceccagec
gggacgagctgaccaagaaccaggtgtcectgaccetgectggtcaag

ggcttctaccectctgatatcgecgtggaatgggagageaacggecaa
cctgagaacaactacaagaccaccecctccagtgetggacagegacgg
cagcttcttcctgtacagcaagetgaccgttgacaagteccagatggeag
cagggcaacgtgttcagetgtagegtectgecacgaggcecctgceattete
actacacccagaagagcctgtcectcagecectggeaagtga

SARS-CoV-2 S309-v1.1 mAb
CH1-CH3 G1m17; IgGHG 1 *
01LS; GAALIE; (nt-CO)

258

caagtgcagctggtccagageggegecgaggtgaagaageccggeg
ctagcgtgaaggtgtectgtaaagecageggatatecttttaccagetac
ggcatctcctgggtgeggcaggecectggecagggectggaatggat
gggctggatcagceacctaccagggaaataccaactacgeccagaagtt
ccagggaagagtgacaatgaccacagatacatctacaaccaccggcet
acatggaactgaggcggctgagaagegacgacaccgeegtgtactac
tgcgecagagattacaccagaggegcettggticggcgagagectgate
ggcggcttcgacaactggggecagggaaccctggtgacagtgtctag
cgcttctaccaaaggeccttetgtetttcetetggeeccttetageaagtcet
acaagcggaggcaccgecgecctgggetgectggtgaaggactactt
cceegageccgtgacegtgagetggaatageggcgecctgacaage
ggegtgcacaccttcccagetgtgetgecagageageggectgtatage
ctgagcagegtggtcaccgtgcccageageagectgggaacacaga
cctacatctgcaacgtgaaccacaagcecttctaataccaaggtggataa
gaaggtggaacctaagagcetgcgacaaaacacacacatgecctecat
gtectgetecagagetgetggecggcecccagegtttttetgttcecceee
aaacctaaagacaccctgatgatcagcagaaccectgaggtgacctgt
gtggtggtggacgtgicecacgaagatectgaggtgaagticaactggt
acgtggatggagtggaagtgcacaacgccaagaccaaacctagagaa
gagcagtacaacagcacatatagagtcgtgtccgtgcttacagtgetge
accaggactggctgaatggaaaggaatacaagtgcaaggtgtccaac
aaggcecctgectetgectgaggagaagacaatcetctaaagecaaggg
ccaacctcgggaaccicaggtgtacacactgeeccecageegggacg
agetgaccaagaaccaggtgtecctgacctgectggtcaagggcttcta
ccectetgatatcgecgtggaatgggagagceaacggecaacctgaga
acaactacaagaccacccctccagtgetggacagegacggceagcettct
tcctgtacageaagetgaccgttgacaagiccagatggeageagggca
acgtgttcagctgtagegtectgcacgaggcecctgeattctcactacace
cagaagagcctgtecctcagecetggeaagiga
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SARS-CoV-2 S309-v1.1 mAb
CH1-CH3 G1m17;
IgGHG1*01LS; péptido sefial
(nt-CO)

259

atgggctgotectgtatcatectgttcctggtegecacagecaccggagt
geacagccaagtgcagetggtccagageggegecgaggtgaagaag
cceggegetagegtgaaggtgtectgtaaagecageggatatectttta
ccagctacggcatctectgggtgcggeaggeccetggecagggectg
gaatggatggoctggatcageacctaccagggaaataccaactacge
ccagaagttccagggaagagtgacaatgaccacagatacatctacaac
caccggctacatggaactgaggeggcetgagaagegacgacaccgee
gtgtactactgcgccagagattacaccagaggegcttggticggegag
agcctgatcggeggcticgacaactggggecagggaaccetggtgac
agtgtctagegcttctaccaaaggceccttctgtctttectetggecccettet
agcaagtctacaagcggaggeaccgeegecetgggctgcctggtgaa
ggactacttceecgageecgtgaccgtgagetggaatageggegecct
gacaagcggcegtgcacaccttcccagetgtgetgecagageageggee
tgtatagcctgageagegtggtcacegtgeccageageagectggga
acacagacctacatctgcaacgtgaaccacaagecttctaataccaagg
tggataagaaggtggaacctaagagctgegacaaaacacacacatge
cctecatgtectgeteccagagetgetgggeggecccagegttittetgtt
cccecccaaacctaaagacaccectgatgatcagcagaaccectgaggt
gacctgtgtgatgotooacgtgtcccacgaagatcctgaggtgaagttc
aactggtacgtggatggagtoeaagtgcacaacgecaagaccaaace
tagagaagagcagtacaacagcacatatagagtcgtgtcegtgcttaca
gtgctgecaccaggactggcetgaatggaaaggaatacaagtgecaaggt
gtccaacaaggecctgectgeecctatcgagaagacaatctetaaage
caagggccaaccicgggaacctcaggtgtacacactgeeceecagee
gggacgagcetgaccaagaaccaggtgteectgacctgectggtcaag
gecttctaccectcetgatategecgtggaatgggagagcaacggecaa
cctgagaacaactacaagaccacccctecagtgetggacagegacgg
cagcttcttcctgtacagcaagetgaccgttgacaagtccagatggeag
cagggcaacgtgttcagetgtagegtectgecacgaggecectgeattete
actacacccagaagagcctgtcectcagecctggceaagtga

SARS-CoV-2 $309-v1.1 mAb
CH1-CH3 G1m17;
IgGHG1*01 LS (nt-CO)

260

caagtgcagctggtccagageggcegecgaggtgaagaageccgecg
ctagcgtgaaggtgtcetgtaaagecageggatatecttttaccagetac
ggcatctectgggtgcggeaggececectggecagggectggaatggat
ggoctggatcageacctaccagggaaataccaactacgeccagaagtt
ccagggaagagtgacaatgaccacagatacatctacaaccacegget

acatggaactgaggcggctgagaagcgacgacaccgecegtgtactac
tgcgecagagattacaccagaggegcetiggticggegagagectgate
ggcggcticgacaactgggaccagggaacccetggtgacagtgictag

cgctictaccaaaggcececttctgtctttectetggeccettctageaagict
acaagcggaggcaccgecegecectgggetgectggtgaaggactactt
cceegagececgtgaccgtgagetggaatageggegeectgacaage

ggcgtgcacaccticccagetgtgetgcagageageggectgtatage
ctgagcagegtggtcaccgtgeccageageagectgggaacacaga

cctacatctgecaacgtgaaccacaagecttctaataccaaggtggataa
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gaaggtgogaacctaagagcetgegacaaaacacacacatgecctecat

gtectgetccagagetgetgggeggeccceagegtttttetgttececeece
aaacctaaagacaccctgatgatcagcagaacccctgaggtgacctgt

gtggtootooacgtotcccacgaagatcctgaggtgaagttcaactggt
acgtggatggagtggaagtgcacaacgccaagaccaaacctagagaa
gagcagtacaacagcacatatagagtcgtgtcegtgettacagtgetge
accaggactggctgaatggaaaggaatacaagtgcaaggtgtecaac

aaggccctgectgeccctatcgagaagacaatcetctaaagecaagggec
caacctcgggaacctcaggtgtacacactgecceccageegggacga
getgaccaagaaccaggtgtecctgacetgectggtcaagggcetictac
ccctetgatatcgeegtggaatgggagagcaacggecaacctgagaa

caactacaagaccacccetceagtgetggacagegacggeagetictt

cctgtacagcaagetgaccgttgacaagtccagatggcageagggca

acgtgttcagctgtagegtectgcacgaggccctgeattctcactacace
cagaagagcctgtcectcageectggeaagtga

S309-v13 Cadena ligera
kim3; IgkC*01; péptido
sefal (nt-CO)

261

tgpgctgpticetgeatcatectgiteciggiggecacagecaccggcgt
gecacagegagatcgicctgacacagagecccggeacactgagecetct

ccececaggegagegggctacactgicttgtagagettctcagacegtgte
cagcaccagectggectggtatcagcagaaacctggecaggecccta

gactgctgatctacggegecageageagagecaccggceatcectgat

agattcagcggcageggatctggaaccgacttcaccctgaccatcage
cggctggaaccegaggactttgecgtgtactactgecagcaacacgac
accagcctgaccttcggeggeggaacaaaggtggaaatcaagagaac
cgtggecgeccctagegtgttcatcttcecceccagegacgageaget

gaagagcggtacagcttctgtggtgtgcctgctgaacaacttctacecg

cgggaagccaaggtgcagtggaaggtggacaacgecectgcagageg
gcaacagccaggagagegtgacagagcaggacagcaaggacagea
cctacagectgagceagceacccetgacccetgageaaggecgactacgag
aagcacaaggtgtacgcctgtgaagtgacccaccagggectgtctage
cctgtgaccaagtcttttaacagaggcegagtgetga

S309-v13 Cadena ligera
kim3; IgkC*01; (nt-CO)

262

Gagatcgtcectgacacagagecccggeacactgagectetceccagg
cgagcegggctacactgtcttgtagagcettctcagaccgtgtecageace
agcectggectggtatcagcagaaacctggecaggeccctagactgcetg
atctacggcegecageageagagecaccggceatecctgatagattcage
ggcagcggatctggaaccgacttcaccctgaccatcageeggetgga

acccgaggactitgecgtgtactactgecagceaacacgacaccagect
gaccticggeggeggaacaaaggtggaaatcaagagaacegtggcece

gccecctagegtgttcatcticccecccagegacgageagetgaagage
ggtacagcttetgtggtgtgectgetgaacaactictaccegegggaag
ccaaggtgcagtggaaggtggacaacgecctgeagageggcaacag
ccaggagagegtgacagageaggacageaaggacageacctacag

cctgagcageaccetgaccectgagecaaggecgactacgagaageac

aaggtgtacgectgtgaagtgacccaccagggectgtetageeetgtg

accaagtctitttaacagaggcgagtgctga
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Atgggctggtectgeateatectgttectggtggecacagecacegge

Péptido sefial (nt-CO) 263
gtgcacagce

Péptido sefial (aa) 264 | MGWSCIILFLVATATGVHS

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPP

SARS-CoV-2 CH1-CH3 KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
G1m17;1gG1*01LSnoC-term | 265 | WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
Lys (aa) TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS

KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHE
ALHSHYTQKSLSLSPG

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDY
FPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLAGPSVFLFPP

SARS-CoV-2 CH1-CH3 KPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
G1m17;1gG1*01 LS GAALIE | 266 | WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
no C-term Lys (aa) TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPLPEEKTIS

KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVLHE
ALHSHYTQKSLSLSPG

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYPFT
SYGISWVRQAPGQGLEWMGX ISTYXXGNTN

SARS-CoV-2 S309 VH 267 | YAQKFQGRVTMTIDTSTTTGYMELRRLRSD
Secuencia consenso DTAVYYCARDYTRGAXsFGESLIGGFDNWG
QGTLVTVSS

donde Xi=W,FoY; Xo=N,Q,LoT;Xs=G,S,Ao0Q; X4=W,FoY

Ejemplos
Ejemplo 1: Anticuerpos monoclonales humanos que se unen a la proteina de la espicula del SARS-CoV-2

Se clasificaron e inmortalizaron células B de un donante con infeccion previa por SARS-CoV con EBV y se
examinaron en placas de 384 pocillos (método descrito en la patente europea EP1597280B1).

Dos semanas después de la inmortalizacién, se analizé la unidon de anticuerpos a la proteina de la espicula
("S") del SARS-CoV-2 en los sobrenadantes de células B inmortalizadas utilizando un método basado en
citometria de flujo. Brevemente, se transfectaron células ExpiCHO con proteina S de SARS-CoV-2 (cepa
BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019) o con un plasmido vacio como control negativo. Se identificaron catorce
anticuerpos monoclonales que se unen a S de SARS-CoV-2 y se denominaron SARS-CoV-2 S300 hasta SARS-
CoV-2 S312 y SARS-CoV-2 S315, respectivamente. Los datos de union del SARS-CoV-2 S300 al SARS-CoV-
2 S310 se muestran en las Figuras 4A y 4B (en estas figuras, los anticuerpos se identifican como "S300"-
"S310", respectivamente). Los graficos que muestran union positiva se indican con cuadros.

Las secuencias de aminoacidos de la region determinante de la complementariedad de la cadena pesada
(CDR) 3 y de la cadena ligera (L) CDR3 de algunos de estos anticuerpos, junto con el porcentaje de identidad
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de las secuencias del gen de la region variable con respecto a la linea germinal (IMGT; imgt.org) se muestran
en la Tabla 3.
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Ejemplo 2: Union de anticuerpos a RBD del SARS-CoV-2 empleando OCTET

Se utilizaron biosensores de estrepavidina (Pall ForteBio) para inmovilizar el anticuerpo anti-Strep Tag Il a 3
pg/ml (clon 5A9F9, Biotin, LabForce AG, Muttenz CH), después de un paso de hidratacion durante 10 minutos
con Kinetics Buffer (KB; 0,01% de endotoxina-BSA libre, 0,002* Tween-20, 0,005% NaNs en PBS). Luego se
cargd RBD de SARS-CoV-2 con Strep Tag Il (producido internamente) durante 6 minutos a una concentracion
de 4 ug/ml en KB. Se permitio que los anticuerpos del sobrenadante de células B se asociaran durante 1620
segundos (27 minutos). Para observar la disociacion, los sensores se movieron de la solucién de anticuerpos
a KB y se controlo la disociaciéon de anticuerpos.

El mAb "S303" comprende las secuencias de aminoacidos VH y VL de S303-v1 mostradas en la Tabla 2 (SEQ
ID NO: 63 y 67, respectivamente). El mAb "S309" comprende las secuencias de aminoacidos VH S309-v1 y VL
S309-v13 mostradas en la Tabla 2 (SEQ ID NO: 105 y 168, respectivamente). Se determiné que los alelos que
codifican las SEQ ID NO.:109 y 147-150 de S309 de la célula B no eran productivos; SEQ ID NO.:168 era el
alelo productivo.

La comparacion de las curvas de union de los mAb S303 y S309 al RBD de SARS-CoV-2 (Figuras 1A'y 1B)
indica que S303 tiene una tasa de activacion y una tasa de desactivacion mas rapidas que S309, lo que sugiere
que S309 puede unirse a RBD de SARS-CoV-2 con mayor afinidad.

Ejemplo 3: Evaluacion de la union de anticuerpos a RBD de SARS-CoV-2 y SARS-CoV-1 empleando OCTET

A menos que el contexto indique claramente lo contrario (p. €j. que los anticuerpos estaban presentes en el
sobrenadante de células B o que se us6 un fragmento Fab de anticuerpo), los anticuerpos de la presente
descripcion se describen en este y los ejemplos posteriores como IgG1 humana expresada de forma
recombinante, en algunos casos con mutaciones de aminoacidos en la Fc, como se describe aqui.

La afinidad de unién de tres anticuerpos recombinantes de reaccién cruzada contra SARS-CoV/SARS-CoV-2
(S303 rIgG1, S304 rigG1, S309 rigG1) y dos anticuerpos especificos contra SARS-CoV-1 (S109 rigG1, S230
rlgG1) se prob6 mediante interferometria de biocapa (BLI) usando Octet. La afinidad se midié inmovilizando el
anticuerpo en los sensores y sumergiendo los sensores en pozos que contenian diferentes concentraciones de
RBD.

La cinética de la union del anticuerpo al RBD se registré durante la fase de asociacion, después de lo cual los
sensores se sumergieron en un tampoén sin anticuerpo para observar la cinética del anticuerpo que se separa
del RBD durante la fase de disociacion. Brevemente, se utilizaron biosensores de proteina A (Pall ForteBio)
para inmovilizar anticuerpos recombinantes a 2,7 yg/ml durante 1 minuto, después de un paso de hidratacion
durante 10 minutos con Kinetics Buffer (KB; 0,01 % de BSA libre de endotoxinas, 0,002 * Tween-20, NaN; al
0,005 % en PBS). Las curvas de asociacion se registraron durante 5 minutos incubando los sensores
recubiertos de anticuerpos con diferentes concentraciones de RBD de SARS-CoV-1 (Sino Biological) o RBD
de SARS-CoV-2 (producido internamente en células Expi-CHO; residuos 331- 550 de la espicula de
BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019, numero de acceso MN908947). La concentracién de RBD mas alta probada fue
de 10 pg/ml, luego se diluyé en serie 1:2,5. La disociacién se registré durante 9 minutos moviendo los sensores
a pocillos que contenian KB. Las afinidades, representadas por valores KD, se calcularon utilizando un modelo
de ajuste global (Octet). Se utilizé el equipo Octet Red96 (ForteBio).

Las Figuras 6A-6E muestran las curvas de asociacién y disociacion de los anticuerpos utilizando la
concentracion de RBD mas alta ensayada (10 ug/ml). El cambio de solucion RBD a tampdn se indica con una
linea discontinua vertical. Se ensayaron tres anticuerpos de reaccion cruzada (S303 rlgG1, S304 rigG1 (VH de
SEQ ID NO.:79, VL de SEQ ID NO.:73), S309 rigG1 (VH de SEQ ID NO.:105, VL de SEQ ID NO.:168) y dos
anticuerpos especificos contra SARS-CoV-1 (S230 y S109). Todos los anticuerpos mostraron una fuerte union
a RBD de SARS-CoV-1. S230 y S109 no se unieron a RBD de SARS-CoV-2. La unién de S303 rlgG1, S304
rigG1y S309 rIGg1 a SARS- CoV-2 RBD estaba en el rango nanomolar a subpicomolar y S309 rlgG1 mostré
la mayor afinidad. Los valores de KD se indican debajo de los gréaficos en las Figuras 6A-6E. Los valores de
KD son estimados (KD<1,0x10"'2M) si la union del anticuerpo es muy fuerte y la disociaciéon es lenta. Este
ensayo no pudo medir una KD exacta para S309 rlgG1, ya que la disociacién era demasiado lenta.

Ejemplo 4: Neutralizacion de la infeccion por SARS-CoV-2

Los virus incompetentes para la replicacion seudotipados con el gen de S de SARS-CoV-2 (aislado
BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019; nimero de acceso MN908947) se produjeron usando métodos como se describio
anteriormente (Temperton NJ, et al. (2005) Longitudinally profiling neutralizing antibody response to SARS
coronavirus with pseudotypes. Emerg Infect Dis 11(3):411-4166373 Emerg Infect Dis 11(3):411-416.
Brevemente, se cotransfectaron células HEK293T/17 con un plasmido que expresa S de SARS-CoV-2
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(phCMV1, Genlantis) y con un vector de un gen reporter viral complementario, pNL4-3.Luc+.E-R+.Se utilizd un
ensayo de infectividad de ciclo Unico para medir la neutralizacién de viriones que codifican luciferasa
seudotipados con la proteina S de SARS-CoV-2, como se describié anteriormente (Temperton NJ, et al. (2007)
A sensitive retroviral pseudotype assay for influenza H5N1neutralizing antibodies, Influenza Other Respi
Viruses 1(3):105-112). Brevemente, se preincubaron diluciones apropiadas de los sobrenadantes de cultivo
que contenian viriones a 37 °C durante 1 h con anticuerpos en diversas concentraciones y luego se agregaron
las mezclas de virus-mAb a células Vero E6 que se habian sembrado el dia antes de la infeccion. A
continuacion, las células se lisaron con el reactivo Steady-Glo (Promega, E2520) y se determinaron las
unidades relativas de luminiscencia (RLU) en los lisados celulares lector de microplacas con luminémetro
(Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Reader; Biotek). La reduccion de la infectividad se determiné comparando las
RLU en presencia y ausencia de anticuerpo y se expresé como porcentaje de neutralizacion.

Se ensayaron los anticuerpos S300-v1 (VH: SEQ ID NO.:1; VL: SEQ ID NO.:5), S301, S302, S303-v1 (VH SEQ
ID NO.:63; VL SEQ ID NO.:67), S304 (VH SEQ ID NO.:79; VL SEQ ID NO.:83), S306 (VH SEQ ID NO.:87; VL
SEQ ID NO.:91), S307 (VH SEQ ID NO.:239; VL SEQ ID NO.: 243), S308-v1, S309 (que comprende la
secuencia VH de S309-v1 mostrada en la SEQ ID NO.:105 y la secuencia VL de S309-v13 mostrada en la SEQ
ID NO.:168) y S310 en un ensayo de neutralizacion (Tabla 4, Figura 2A). Los anticuerpos SARS-CoV-2 S300-
v1y SARS-CoV-2 S309 neutralizaron la infeccién por SARS-CoV-2 (Figuras 2A y 2B).

Tabla 4. Porcentaje de neutralizacion de la infeccion por anticuerpos (serie de titulacion)

Dilucion | S300 | S301 | S302 | S303 | S304 | S306 | S307 | S308 | S309 | S310
2 93 -31 -47 6 -21 -19 36 -46 65 -4
6 94 10 6 5 25 15 5 19 11 -15
18 75 21 -16 2 -22 -9 2 32 -29 -15
54 -41 7 -60 12 7 6 32 16 14 -6

Se llevaron a cabo ensayos de neutralizacion adicionales utilizando plasma de sobrevivientes de SARS CoV-1
y los anticuerpos de SARS-CoV-2 S309, S311, S312, S303-v1 (rlgG1), S304 (rlgG1), S306 (rigG1), S310
(rlgG1) y S315 (Figura 3A-3l). La Figura 3A muestra la actividad neutralizante del plasma de donante de SARS-
CoV. Las Figuras 3B-3D y 3| muestran la actividad neutralizante del sobrenadante de las células B que
producen S309, S311, S312 y S315, respectivamente. Las Figuras 3E-3H muestran la actividad neutralizante
del anticuerpo recombinante a varias concentraciones. Con este ensayo, el sobrenadante que contiene el
anticuerpo S309, S311, S312 o S315 neutraliza la infeccion por SARS-CoV-2.

Se llevaron a cabo ensayos de neutralizacion adicionales usando los anticuerpos S303, S304, S306, S309 (VH
SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168), S310 y S315. La Figura 13 muestra la actividad neutralizante de estos
anticuerpos a varias concentraciones contra MLV pseudotipado de SARS-CoV-2. Como células diana se
emplearon células DBT transfectadas de manera estable con ACE2 (DBT-ACE2). La Figura 34 muestra la
actividad neutralizante contra MLV pseudotipado de SARS-CoV-1 por parte de estos anticuerpos a diversas
concentraciones. En las Figuras 36 y 37 se muestran datos de neutralizacion adicionales para S304, S309,
S304 + S309, S315y S315 + S309.

Ejemplo 5: Neutralizacion de la infeccion por SARS-CoV-2

Se evalud la actividad neutralizante de dos anticuerpos de neutralizacién cruzada de SARS-CoV-1 y SARS-
CoV-2, S304 rigG1 y S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) rlgG1, contra virus pseudotipados de
SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2 pp).

Se utilizé el virus de la leucemia murina (MLV) pseudotipado con la proteina de la espicula de SARS- CoV-2
(SARS-CoV-2 pp). Como células diana se empleador células DBT transfectadas de manera estable con ACE2
(DBT-ACE2). SARS-CoV-2 pp se activé con tripsina TPCK a 10 yg/ml. Se afadié SARS-CoV-2 pp activado a
una serie de diluciones de anticuerpos (comenzando con una concentracion final de 50 ug/ml por anticuerpo,
dilucion triple). Los anticuerpos se ensayaron a concentraciones de 50 pg/ml a 0,02 ug/ml. Para la combinacion
de S304 rigG1 y S309 rigG1, las concentraciones iniciales fueron de 50 ug/ml para cada anticuerpo, es decir,
la concentracién inicial total de anticuerpos fue de 100 ug/ml. Se afadieron células DBT-ACE2 a las mezclas
anticuerpo-virus y se incubaron durante 48 horas. Se midi6 la luminiscencia después de aspirar el sobrenadante
del cultivo celular y agregar sustrato GLO estable (Promega).
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En este ensayo, S309 rlgG1 exhibid una neutralizacion de la infecciéon IC50 de 0,37 pg/mly S304 rigG1 exhibio
una IC50 de aproximadamente 17 ug/ml. Una combinacién de estos dos anticuerpos mostré una IC50 de 0,077
pg/ml. Véase la Figura 7 y la Tabla 5.

Tabla 5. IC50 (ug/ml) de anticuerpos
S309 S304 S304 + S309

IC50 | 0.3707 | ~16.95 0.07704

Se llevaron a cabo mas ensayos de neutralizacion usando el mismo procedimiento para los anticuerpos
monoclonales recombinantes S309 y S315, solos y en combinacion. En este ensayo, S309 exhibidé una IC50
de 1,091 pg/ml y S315 exhibi6 una IC50 de 25,1 ug/ml. La combinacién de estos dos anticuerpos mostré una
IC50 de 0,3047 ug/ml. Ver la Figura 23 y la Tabla 6.

Tabla 6. IC50 (ug/ml) de anticuerpos y combinacion de anticuerpos
S309 + S315 S309 S315

IC50 0.3047 1.091 25.10

Ejemplo 6: Reactividad de anticuerpos monoclonales humanos frente al SARS-CoV y SARS-CoV-2

Se evalué la reactividad de los mAb humanos adicionales "S311" y "S312" contra la proteina de la subunidad
S1 de la espicula y el RBD de la proteina SARS-CoV y SARS-CoV-2 mediante un ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzimas (ELISA).

Se recubrieron placas de 96 pocillos con proteina recombinante de la subunidad S1 de la espicula de SARS-
CoV-2 (Sino Biological), RBD de SARS-CoV-2 (Sino Biological o producido internamente; residuos 331-550 de
la espicula de BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019, nimero de acceso MN908947), proteina recombinante de la
subunidad S1 de la espicula de SARS-CoV (Sino Biological) o RBD de SARS-CoV (Sino Biological).

Los pocillos se lavaron y bloquearon con PBS+BSA al 1 % durante 1 hora a temperatura ambiente y luego se
incubaron con diluciones en serie de mAb durante 1 hora a temperatura ambiente. Los mAb unidos se
detectaron incubando IgG antihumana de cabra conjugada con fosfatasa alcalina (Southern Biotechnology:
2040-04) durante 1 hora a temperatura ambiente y se desarrollaron con 1 mg/ml de sustrato de p-
nitrofenilfosfato en tampon de glicina 0,1 M (pH 10,4) durante 30 min a temperatura ambiente. Los valores de
densidad optica (OD) se midieron a una longitud de onda de 405 nm en un lector ELISA (espectrofotometro
Powerwave 340/96, BioTek).

Los resultados se muestran en la Figura 5A (SARS-CoV-2 S311) y la Figura 5B (SARS-CoV-2 S312).

Se realizaron mas ensayos para investigar la reactividad de las variantes de anticuerpos modificadas
genéticamente a partir de S300, S305 o S307 a RBD de SARS-CoV-2 y SARS-CoV-1 utilizando el mismo
procedimiento descrito anteriormente en este ejemplo. Los resultados se muestran en las Figuras 38A-38D. El
anticuerpo "S300 V4-rlgG1", como se muestra en la Figura 38C, comprende una VH que comprende la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.:1 y una VL (VK) que comprende la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO.:234. El anticuerpo "S307 V3-rlgG1", como se muestra en la Figura 38D, comprende una VH que
comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.:239 y una VL (VK) que comprende la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO.:243.

Ejemplo 7: Neutralizacién de la infeccion por SARS-CoV-2 por S309 Y S315

Se determind la actividad neutralizante de los anticuerpos recombinantes S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL SEQ
ID NO.:168) rlgG1-MLNS y S315 riIgG1-MLNS contra virus pseudotipados SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2 pp).
Estos anticuerpos recombinantes incluian las mutaciones M428L y N434S en el dominio Fc (ver, por ejemplo,
Zalevsky et al., Nat. Biotech. 28(2):157-159 (2010); esta combinacion de mutaciones Fc también se denomina
"MLNS" 0 "LS" en esta descripcion, incluidos las figuras).

Se utilizé el virus de la leucemia murina (MLV) pseudotipado con la proteina de la espicula de SARS- CoV-2
(SARS-CoV-2 pp). Se emplearon células DBT transfectadas de manera estable con ACE2 (DBT-ACE2) como
células diana. SARS-CoV-2 pp se activo con tripsina TPCK a 10 ug/ml. Se agregd SARS-CoV-2 pp activado a
una serie de diluciones del anticuerpo ensayado. Se afiadieron células DBT-ACE2 a las mezclas de anticuerpo-
virus y se incubaron durante 48 horas. Se midio la luminiscencia después de aspirar el sobrenadante del cultivo

104



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2954629 T3

celular y agregar sustrato GLO constante (Promega). Se us6 la sefial de luciferasa de las células infectadas
para calcular el porcentaje de neutralizaciéon en relacién con un control sin anticuerpos.

S309 rlgG1 MLNS ("S309-riIgG1-LS" en la Figura 9) exhibié una neutralizacién de la infeccion IC50 de
aproximadamente 3,9 nM y S315 rlgG1 MLNS ("S315-rigG1-LSv1" en la Figura 9) exhibié una IC50 de
aproximadamente 111,7 mM. Véase la Figura 9.

La actividad neutralizante de S309-rFab se comparé con la de S309 rigG1 MLNS de longitud completa ("S309-
rigG1-LS" en la Figura 10). S309 rigG-LS de longitud completa exhibié una IC50 de 3,821 nM, mientras que
S309-rFab exhibié una IC50 de 3,532 nM. Véase la Figura 10.

Ejemplo 8: reactividad de anticuerpos frente a RBD de SARS-CoV-1, RBD de SARS-CoV-2 y ectodominios de
diversos coronavirus

Se estudié la reactividad de los anticuerpos monoclonales contra los RBD de SARS-CoV-1y SARS- CoV-2y
las proteinas de la espicula de SARS-CoV-1, SARS-CoV-2, coronavirus OC43 y coronavirus MERS mediante
un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Se recubrieron placas ELISA poco profundas de 384
pocillos con trimero de proteina de la espicula de prefusion estabilizada de SARS-CoV-1, SARS-CoV-2, OC43
o0 MERS a 1 pg/ml o con SARS-CoV-2 RBD (producido internamente; residuos 331-550 de la espicula de
BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019, numero de acceso MN908947) a 10 ug/ml o SARS-CoV-1 RBD (Sino Biological)
a1 ug/ml.

Los pocillos se lavaron y bloquearon con PBS+BSA al 1 % durante 1 hora a temperatura ambiente y luego se
incubaron con diluciones en serie de anticuerpos durante 1-2 horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos
se probaron en un rango de concentracion de 5 a 0,00028 ug/ml. Las placas se lavaron y los anticuerpos unidos
se detectaron incubando IgG antihumana de cabra conjugada con fosfatasa alcalina (Southern Biotechnology:
2040-04) durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido del desarrollo del color usando 1 mg/ml de sustrato
de p-nitrofenilfosfato (Sigma-Aldrich 71768) en tampodn de glicina 0,1 M (pH 10,4) durante 30 min a temperatura
ambiente. Los valores de densidad optica (DO) se midieron a una longitud de onda de 405 nm en un lector
ELISA (espectrofotometro Powerwave 340/96, BioTek).

Los resultados del ensayo ELISA se muestran en las Figuras 8A-8K'y 18A-18J. Los anticuerpos recombinantes,
algunos con mutaciones MLNS Fc, se indican con rlgG1.

Ejemplo 9: Union de anticuerpos a la proteina de la espicula de SARS-CoV-1 y SARS-CoV-2

Se transfectaron células ExpiCHO con phCMV1-SARS-CoV-2 -S, SARS-spike_pcDNA.3 (cepa SARS) o
phCMV1 vacio usando Expifectamine CHO Enhancer. Dos dias después de la transfeccion, se recolectaron las
células para inmunotincidon con anticuerpo. Para la deteccion se utilizé un anticuerpo secundario anti-lgG Fc
humano marcado con Alexa647. La union del anticuerpo monoclonal a las células transfectadas se analizé
mediante citometria de flujo usando un analizador de células ZE5 (Biorard) y el software FlowJo (TreeStar). La
union positiva se definié mediante tincion diferencial de transfectantes CoV-S frente a transfectantes mock. El
anticuerpo S309 (VH de SEQ ID NO.:105; VL de SEQ ID NO.:168) se analiz6 mediante citometria de flujo a 10
pg/ml para determinar la capacidad de tefiir células ExpiCHO que expresan la proteina S de SARS-CoV-1 o
SARS-CoV-2. Los graficos de los histogramas apilados de citometria de flujo muestran la unién dependiente
de la dosis de los anticuerpos por S309 a la proteina S del SARS-CoV-1 o del SARS-CoV-2. Los resultados se
muestran en la Figura 11.

La unién de los anticuerpos monoclonales S303, S304, S306, S309, S310, S315, S110, S124, S230 y S109
(todos expresados como rlgG1) a la proteina S del SARS-CoV-1y la proteina S del SARS-CoV-2 se midi6é por
citometria de flujo. Los resultados se muestran en las Figuras 12A, 12B, 40A y 40B. Ocho de los anticuerpos
probados exhibieron valores EC50 que oscilaron entre 1,4 ng/mly 6.100 ng/ml para la union a la proteina S del
SARS-CoV-2 y entre 0,8 ng/ml y 254 ng/ml para la unién a la proteina S del SARS-CoV-1.

Se llevaron a cabo mas ensayos de union usando el mismo procedimiento para S309 y cuatro variantes
disefiadas de S309 que tenian diferentes mutaciones en VH (N55Q, W50F, W105F o W50F + G56A + W105F).
Los resultados se muestran en la Figura 27. Los valores de EC50 para cada anticuerpo probado en estos
ensayos se muestran en la Tabla 7; los numeros entre paréntesis en la columna "Anticuerpo” en la Tabla 7
corresponden a la clave de la figura en la Figura 27.
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Tabla7
Anticuerpo VHSEQID NO. | VL SEQ ID NO. | EC50 (ng/ml)-Exp.1 | EC50 (ng/ml)-Exp.2

S309 WT ("11") 105 168 23.1 115

S309 N55Q ("12") 113 168 223 96

S309 W50F ("13") 129 168 21.8 8.9

S309 W105F ("14") 119 168 214 8.4

S309 W50F-G56A-W105F 172 168 18.8 7.8

("15")

Se llevaron a cabo ensayos de unién adicionales usando el mismo procedimiento usando los anticuerpos S303,
S304, S306, S309, S310, S315 y los anticuerpos comparativos S109, S110, S124 y S230. Los resultados se
muestran en las Figuras 33A y 42A (unién a la proteina S del SARS-CoV-2 )y 33B y 42B (union a la proteina
S del SARS-CoV-1). MFI: intensidad de fluorescencia media medida por citometria de flujo.

Se realizé el mismo ensayo usando los anticuerpos recombinantes S300 y S307. Los resultados del anticuerpo
S300-rigG1, que comprende una VH que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.:1 y una VL
(VK) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.:234, se muestran en la Figura 39A. Los
resultados del anticuerpo S307-rlgG1, que comprende una VH que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO.:239 y una VL (Vk) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.:24, se muestran
en la Figura 39B.

Ejemplo 10: Union de los anticuerpos S309, S303, S304 y S315 a RBD de SARS-CoV-2 y SARS-CoV-1

La afinidad de los anticuerpos recombinantes S309, S303, S304 y S315 por RBD de CoV-1y CoV-2 se ensayo
mediante interferometria de biocapa (BLI; octet). Brevemente, el RBD marcado con His de SARS-CoV-1 o
SARS-CoV-2 se carg6 a 3 ug/ml en tampén kinetics (KB) durante 15 minutos en biosensores anti-HIS (HIS2)
(Molecular Devices, ForteBio). La asociacién de los anticuerpos de longitud completa se realiz6 en KB a 15
pg/ml durante 5 minutos. La asociacion de fragmentos Fab se realizé en KB a 5 ug/ml durante 5 minutos. Se
midié la disociacion en KB durante 10 minutos. Las afinidades, representadas por valores KD, se calcularon
utilizando un modelo de ajuste global (Octet). Se utilizé el equipo Octet Red96 (ForteBio).

Las Figuras 14A-14D muestran las curvas de asociacion y disociacion para S309, S303, S304 y S315,
respectivamente. Cada uno de estos anticuerpos se unié a SARS-CoV-2 y SARS-CoV-1 RBD con afinidad
nanomolar a subpicomolar. Las Figuras 20A y 20B muestran las curvas de asociacion y disociacion para S309
IgG y S309 Fab, respectivamente. En estas figuras, el cambio de solucién de anticuerpo (o Fab) a tampon se
indica con una linea discontinua vertical.

Ejemplo 11: enlace de S309 IgG y S309 Fab al trimero del ectodominio de la proteina S de SARS-CoV-2 y RBD

Determinacion de afinidad y avidez de IgG1 y fragmento Fab: RBD biotinilado de SARS-CoV- 2 (producido
internamente; residuos de aminoacidos 331-550 de la proteina espicula de BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019,
numero de acceso MN908947, biotinilado con EZ-Link NHS- PEG4-Biotin de ThermoFisher) y SARS-CoV-2 2P
S biotinilado con etiquetas avi se cargaron a 7,5 ug/ml en tampén Kinetics (KB; 0,01 % de BSA sin endotoxinas,
0,002 % de Tween-20, 0,005 % NaN3 en PBS) durante 8 minutos en biosensores de estreptavidina (Molecular
Devices, ForteBio). La asociacion de IgG1 y Fab con el objetivo se realizé6 en KB a 100, 33, 11, 3,6, 1,2 nM
durante 5 minutos. Se midi6 la disociacion en KB durante 10 minutos. Los valores de KD se calcularon usando
un modelo de ajuste global 1:1 (Octet).

Los resultados se muestran en las Figuras 41A y 41B. En este ensayo, S309 IgG se uni6 al RBD de SARS-
CoV-2 y al trimero de ectodominio S con avidez subpicomolar y picomolar, respectivamente. S309 Fab se unié
tanto al RBD de SARS-CoV-2 como al trimero de ectodominio S con afinidades nanomolares a
subnanomolares.

Ejemplo 12: Union competitiva de anticuerpos a RBD de SARS-CoV-1 0 SARS-CoV-2

Se midio la unién competitiva de pares de anticuerpos monoclonales a RBD de SARS-CoV-1 0 de SARS-CoV-
2 para identificar los respectivos sitios de union de los anticuerpos.

Se utilizaron biosensores de estrepavidina (Pall ForteBio) para inmovilizar el anticuerpo anti-Strep Tag Il a 3
pg/ml (clon 5A9F9, Biotin, LabForce AG, Muttenz CH), después de un paso de hidratacion de 10 min con
tampon KDinetics (KB; 0,01 % de endotoxina-BSA libre, 0,002* Tween-20, 0,005% NaNs3 en PBS). Luego se
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cargd RBD de SARS-CoV-1 o de SARS-CoV-2 con Strep Tag Il (producido internamente) durante 6 min a una
concentracion de 4 ug/ml en KB. Se permitié que el primer anticuerpo se asociara durante un periodo de tiempo
y luego se permitié que el segundo anticuerpo se asociara durante 7 minutos (420 segundos). La Figura 15A
muestra la competencia de los pares de anticuerpos por unirse al RBD de SARS- CoV-1. La Figura 15B muestra
la competencia de los pares de anticuerpos por unirse al RBD de SARS- CoV-2. Las lineas verticales
discontinuas de las Figuras 15A y 15B indican el cambio del primer anticuerpo, indicado a la izquierda de la
matriz, al segundo anticuerpo, indicado en la parte superior de la matriz. Usando estos y otros datos, se
identificaron cuatro regiones o sitios antigénicos (I-IV en las Figuras 15A y 15B).

Ejemplo 13: Interferencia con RBD: unién a ACE2 humano

Se midio la capacidad de los anticuerpos para interferir con la union de RBD a ACE2 humano. Se cargd ACE2-
His (Bio-Techne AG) durante 30 minutos a 5 pug/ml en tampén kinetics (KB) en biosensores anti-HIS (HIS2)
(molecular Devices-ForteBio), se asoci6 SARS-CoV-1 RBD-conejo Fc o SARS-CoV-2 RBD-ratén Fc (Sino
Biological Europe GmbH) a 1 uyg/ml durante 15 minutos, después de preincubacion con o sin anticuerpo a 30
Mg/ml durante 30 minutos. La disociacion se controld durante 5 minutos. La Figura 16 muestra los datos
obtenidos usando el anticuerpo S309 o S230. Las Figuras 19A y 19B muestran los datos obtenidos utilizando
los anticuerpos S304, S303 o S230 (Figura 19A) o RBD y el anticuerpo S315 (Figura 19B). La linea discontinua
vertical en cada una de las Figuras 16, 19A y 19B indica el comienzo de la carga de RBD con o sin anticuerpo.

Ejemplo 14: Funcion efectora de los anticuerpos

La citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) mediada por el asesino natural (NK) puede
contribuir al control viral al matar las células infectadas que presentan la proteina viral en su superficie. Para
investigar la capacidad de los anticuerpos de aprovechar esta funcion, se ensay6 la ADCC in vitro usando
células NK humanas (aisladas de sangre fresca de donantes sanos usando el kit MACSxpress NK Isolation
(Miltenyi Biotec, Cat. Nr.:130-098-185)) como células efectoras y células ExpiCHO transfectadas con SARS-
CoV-2 S como células diana. Las células diana se incubaron con diferentes cantidades de anticuerpo y después
de 10 minutos se incubaron con células NK humanas primarias como células efectoras en una relacion
diana:efectora de 9:1. La muerte celular dependiente de anticuerpos se midié utilizando un ensayo de liberacion
de LDH (Kit de deteccién de citotoxicidad (LDH) (Roche; Cat. Nr.:11644793001)) después de 4 horas de
incubacion a 37 °C.

La fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) mediada por macréfagos o células dendriticas
también puede contribuir al control viral, eliminando las células infectadas y estimulando potencialmente la
respuesta de las células T con la presentacién del antigeno viral. Se ensayé ADCP usando células
mononucleares de sangre periférica como fagocitos y ExpiCHO transfectadas con S de SARS-CoV-2 marcada
con fluorescencia con kits PKH67 Fluorescent Cell Linker (Sigma Aldrich, Cat. Nr.:MINI67) como células diana.
Las células diana se incubaron con diferentes cantidades de anticuerpo durante 10 minutos, seguido de
incubacion con PBMC humanas aisladas de donantes sanos que se marcaron con fluorescencia con Cell Trace
Violet (Invitrogen, Cat. Nr.:C34557) a una relacion efector:diana de 20:1. Después de incubacién durante la
noche a 37 °C, las células se tifieron con anticuerpo anti-CD14-APC humano (BD Pharmingen, Cat. Nr.:561708,
Clon M5E2) para tefiir células fagociticas. La fagocitosis mediada por anticuerpos se determind mediante
citometria de flujo, midiendo el % de monocitos que fueron positivos para la fluorescencia con PKH6G7.

Se ensayaron los anticuerpos S309 (VH SEQ ID NO.:105; VL SEQ ID NO.:168), S304, S306, S315, S230y la
combinacién de S309 y S304.

La Figura 17A muestra la funcion ADCC de los anticuerpos que utilizan células efectoras NK primarias y
ExpiCHO que expresa SARS-CoV-2 S como células diana. Los simbolos muestran media £ SD de mediciones
duplicadas. La Figura 17B muestra la funcion ADCP de los anticuerpos usando PBMC como células fagociticas
y ExpiCHO que expresa S de SARS-CoV-2 marcado con PKF67 como células diana. Los simbolos muestran
media + SD de mediciones duplicadas.

Las variantes Fc de S309 se probaron para ADCC. S309-LS incluye las mutaciones M428L y N434S Fc. S309-
GRLR incluye la mutacion G236R/L328R Fc, que presenta una unién minima a los FcyR. S309-LS-GAALIE
incluye las mutaciones Fc MLNS y GAALIE (G236A/A330L/I332E). Los resultados se muestran en la Figura 45.

Los anticuerpos S303, S304, S306, S309, S315 y la combinacion de S309 y S315 se analizaron para la funcion
ADCC y ADCP. La figura 24A muestra ADCC de anticuerpos que utilizan células efectoras NK primarias y
ExpiCHO que expresa S de SARS-CoV o SARS-CoV-2 como células diana. El grafico de la Figura 24A muestra
el % de destruccion determinado para un homocigoto donante representativo para FcyRllla de alta afinidad (los
simbolos muestran media + SD). La Figura 24B muestra el area bajo la curva (AUC) para las respuestas de
células de donantes homocigotos para la variante de alta afinidad FcyRllla 158V (VV), en comparacion con
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células de donantes heterocigotos para 158V (FV) u homocigotos para la variante de baja afinidad 158F (FF)
(media£SD). La Figura 25A muestra ADCP que usa PBMC como células fagociticas y ExpiCHO que expresa
S de SARS-CoV-2 marcado con PKH67 como células diana, para un donante representativo. % ADCP indica
el porcentaje de monocitos positivos para PKH67. La Figura 25B muestra el area bajo la curva (AUC) para las
respuestas de multiples donantes.

Ejemplo 15: Reactividad de anticuerpos contra el lisado celular de células infectadas por SARS-CoV-2

Se midio la reactividad de los anticuerpos S304, S306, S309 y S310 contra el lisado celular de células VeroE6
infectadas con SARS-CoV-2. La Figura 21A muestra la reactividad de los anticuerpos, medida mediante ELISA
S indirecto, contra lisado extraido con TX100 de células VeroE6 infectadas con SARS-CoV-2. La Figura 21B
muestra la reactividad de los anticuerpos, medida mediante ELISA S indirecto, contra lisado extraido
(desnaturalizado) con SDS de células VeroE6 infectadas con SARS-CoV-2. La Figura 21C muestra la
reactividad del suero convaleciente de SARS-CoV-1 humano, medida mediante ELISA S indirecto, contra lisado
extraido con TX100 o extraido con SDS de células VeroE6 infectadas con SARS-CoV-2.

Ejemplo 16: Neutralizacion de la infeccion por SARS-CoV-2 por los anticuerpos S304 y S309, solos o en
combinacion

La neutralizacion de la infeccion por SARS-CoV-2 por los anticuerpos monoclonales S304 y S309 se evaluo
mediante un ensayo con virus vivo de SARS-CoV-2. El ensayo de neutralizacién de virus vivo cuantifica el
numero de células infectadas mediante la tinciéon de nucleoproteina viral (NP) con un suero de conejo policlonal
especifico de NP. La inhibicion se evalu6 midiendo la expresion de NP 24 y 45 horas después de la infeccion.
Se uso6 inmunoensayo enzimatico (EIA) para cuantificar el nivel de infeccion para cada dilucién de anticuerpo
ensayada.

Los datos se muestran en las Figuras 22A-22D. La neutralizacion se llevé a cabo durante una hora a
temperatura ambiente a las concentraciones de anticuerpo indicadas utilizando células Vero E6 en monocapa
en placas de 96 pocillos. Los pocillos se infectaron con 100 TCID50 de virus. Después de 24 o 45 horas, las
monocapas se fijaron y tifieron para inhibir la expresion de NP. Cuando se combinan, S304 y S309 muestran
una mejora sinérgica de la neutralizacion.

Ejemplo 17: Produccién de anticuerpos variantes de S309 rlgG

Se produjeron anticuerpos IgG1 recombinantes usando las secuencias VH y VL del anticuerpo S309. En este
ejemplo, los anticuerpos se denominan "S309-11", "S309-12", "S309-13", "S309-14" y "S309-15",
respectivamente.

"S309-11" comprende la secuencia de VH de tipo salvaje (SEQ ID NO.:105) y la secuencia de VL de tipo salvaje
(SEQ ID NO.:168) de S309. "S309-12" comprende una mutacion N55Q en CDRH2, que proporciona una
secuencia variante de VH (SEQ ID NO.:113) y la secuencia VL de tipo salvaje (SEQ ID NO.:168) de S309.
"S309-13" comprende una mutacion W50F en VH (SEQ ID NO.:129) y la secuencia de VL de tipo salvaje (SEQ
ID NO.:168) de S309. "S309-14" comprende una secuencia variante de W105F VH (SEQ ID NO.:119) y la
secuencia VL de tipo salvaje (SEQ ID NO.:168) de S309. "S309-15" comprende una variante de VH
W50F/G56A/W105F (SEQ ID NO.:172) y la secuencia VL de tipo salvaje de S309 (SEQ ID NO.:168). El
anticuerpo recombinante S309 (S309-11) y cada una de las cuatro variantes S309-12 - S309-15 se produjeron
mediante transfeccion transitoria y expresion de un vector plasmidico que codifica el anticuerpo recombinante
en células HD 293F (GenScript). Un vector de plasmido que codifica los anticuerpos S309 también codifica un
péptido sefial como el mostrado en la SEQ ID NO.:252. Este péptido sefal proporciond una produccion de
anticuerpos superior en comparacion con otros péptidos sefial ensayados. Datos no mostrados. Las células se
recogieron el dia 4 y la expresion de IgG se valido mediante transferencia Western y andlisis de titulos de
proteina A.

Ejemplo 18: Union de S309 rIgG y variantes a RBD de SARS-CoV-2

La unién del anticuerpo monoclonal recombinante S309 y las cuatro variantes de S309 descritas en el Ejemplo
17 (S309-12 - S309-15) a RBD se midié usando resonancia de plasmon superficial (SPR). Los experimentos
SPR se llevaron a cabo con un instrumento Biacore T200 utilizando un enfoque de cinética de ciclo unico. El
anticuerpo expresado como IgG se capturé en la superficie y se inyectaron concentraciones crecientes de RBD
de SARS-CoV-2 purificado, ya sea en forma glicosilada o desglicosilada. La SPR se llevé a cabo utilizando un
chip sensor con Fc antihumano inmovilizado covalentemente (GE). El tampédn utilizado fue HEPES 10 mM pH
7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM y detergente P20 al 0,05%. Los ensayos se realizaron a 25 °C. Los anticuerpos
recombinantes se diluyeron del sobrenadante a aproximadamente 2 pg/ml. Las concentraciones de RBD fueron
0,8 nM, 3,1 nM, 12,5 nM, 50 nM y 200 nM. El RBD glicosilado se obtuvo mediante expresion en células HEK293
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muestran en las Figuras 30A-30F y la Tabla 8.

Tabla 8
Sobrenadante mAb RBD glicosilado RBD desglicosilado
$309 WTo variante Kp K, (1/Ms) | Kq(1/s) | Kp K, (1/Ms) Kq (1/s)
S309-11 (WT) 0.50 nM | 10.0e4 5.0e-5 0.91nM | 3.0e5 2.8e-4
S309-11 (WT) replicado 0.68nM | 9.5e4 6.5e-5 0.98 nM | 2.9e5 2.9e-4
S309-12 (N55Q) 046 nM | 9.2e4 4.2e-5 1.3 nM 2.7e5 3.6e-4
S309-13 (W50F) 0.51nM | 9.9e4 5.0e-5 1.8 nM 3.0e5 5.3e-4
S309-14 (W105F) 0.38 nM 1.0e5 3.9e-5 7.9 nM 9.8e5 7.7e-3
$309-15 (W50F/G56A/W 105F) | 1.7 nM 9.9e4 1.6e-4 >10 nM | Kd estimada con ajuste de

estado estable

La union a RBD desglicosilado se midié en dos ensayos SPR diferentes usando diferentes parametros. El
Experimento 1 uso6 inyecciones de 10 minutos y una serie de diluciones de concentracion RBD de 4 veces
desde 100 nM. EIl Experimento 2 usé inyecciones de 3 minutos y una serie de diluciones de concentraciones
de 4 veces desde 200 nM, como se describe anteriormente. Los resultados se muestran en la Tabla 9. Los

resultados del Experimento 1 para S309-15 también se muestran en la Figura 30F, dos paneles superiores.

Tabla 9
Sobrenadante mAb Experimento 1 Experimento 2
8309 WT o variante Kp K, (1/Ms) Kq (17s) | Kp K, (1/Ms) | Ky (1/s)
S309-11 (WT) 0.83nM | 3.0e5 2.5e-4 0.91nM | 3.0e5 2.8e-4
$309-11 (WT)replicado 0.91nM | 3.0e5 2.7e-4 0.98 nM | 2.9e5 2.9e-4
S309-12 (N55Q) 1.2nM 2.7e5 3.2e4 1.3 nM 2.7¢5 3.6e-4
S$309-13 (W50F) 1.7 nM 2.8e5 4.6e-4 1.8 nM 3.0e5 5.3e-4
S309-14 (W105F) 14 nM ajuste a est. estable | 7.9 nM 9.8e5 7.7e-3
S309-15 (W50F/G56A/W 105F) | 37 nM ajuste a est. estable | ajuste a estado estable imposible

La unién del anticuerpo recombinante S309 y las cuatro variantes modificadas a RBD se midié mediante
resonancia de plasmon superficial (SPR) usando el mismo procedimiento descrito anteriormente, excepto que
se usaron anticuerpos recombinantes purificados en lugar de sobrenadante de cultivo celular. Los resultados

se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10
RBD glicosilado RBD desglicosilado
$309 WT o variante VH Kp K,(1/Ms) | Kq(1/s) | Kp K, (1/Ms) Ky (1/s)
S$309-11 (WT) 0.26 nM | 9.3e4 2.4e-5 0.67 nM | 3.4e5 2.3e-4
S309-12 (N55Q) 0.39nM | 8.5e4 3.3e-5 1.1 nM 3.1e5 3.2e-4
S309-13 (W50F) 0.39nM | 9.2e4 3.6e-5 1.4 nM 3.5e5 4.9e-4
S309-14 (W105F) 0.35nM | 9.6e5 3.4e-5 5.1 nM 1.5e6 7.9e-3
S$309-15 (W50F/G56A/ W105F) | 1.6 nM 9.4e4 1.5e-4 >10 nM |Kd estimada con ajuste de
estado estable
S309 G56A 0.54 nM | 9.3e4 5.1e-5 0.70 nM | 3.4e5 2.4e-4
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Ejemplo 19: Neutralizacion de la infeccion por SARS-CoV-2 por anticuerpos S309

La actividad neutralizante de S309 y las cuatro variantes de S309 disefiadas descritas en los Ejemplos 17y 18
("S309-12" - "S309-15") se determind utilizando un sistema de pseudotipado reporter de luciferasa basado en
VSV (Kerafast). Las pseudoparticulas de VSV y el anticuerpo se mezclaron en DMEM y se dejaron incubando
durante 30 minutos a 37 °C. A continuacion, se permitid que la mezcla de infecciéon se incubara con células
Vero E6 durante 1 hora a 37 °C, seguido de la adicion de DMEM con Pen-Strep y FBS al 10 % (la mezcla de
infeccion no se elimina). Las células se incubaron a 37 °C durante 18-24 horas. La luciferasa se midié utilizando
un lector de placas Ensight (Perkin Elmer) después de la adicién del reactivo Bio-Glo (Promega). Los resultados
se muestran en la Figura 28. En la Figura 28, las variantes 11 - 15 corresponden a S309-11 - S309-15,
respectivamente. Los valores de EC50 calculados basados en este experimento se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11
Anticuerpo EC50 (ng/ml)
S309-11 (WT VH) 109
S309-12 (N55Q VH) 103
S309-13 (W50F VH) 97
S309-14 (W105F VH) 65
S309-15 (W50F/G56A/W105F VH) | 53

Ejemplo 20: Activacion dependiente de anticuerpos de FcyRllla o FcyRlla humano

Se examind la activacion dependiente de anticuerpos de FcyRllla o FcyRlla humanos. Se transfectaron células
ExpiCHO transitoriamente con S de SARS-CoV-2 (BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019) y se incubaron con
concentraciones tituladas de anticuerpo durante 10 minutos. A continuacion, las células ExpiCHO se incubaron
con células Jurkat que expresaban FcyRllla o FcyRlla en su superficie y se transfectaron de forma estable con
el gen de luciferasa dirigido por NFAT (Promega, Cat. Nr.:G9798 y G7018) en una proporcion efector:diana de
6:1 para FcyRllla y 5:1 para FcyRlla. La activacion de FcyR humanos en este bioensayo da como resultado la
expresion mediada por NFAT del gen indicador de luciferasa. La luminiscencia se midié después de 21 horas
de incubacion a 37 °C con 5 % de CO,, usando el reactivo de ensayo de luciferasa Bio-Glo-TM de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Se analizaron los anticuerpos S303, S304, S306, S309, S315 y una
combinacién de S309 y S315, junto con el anticuerpo comparativo S230. Los resultados se muestran en las
Figuras 31y 32.

Ejemplo 21: Analisis de secuencias de glucoproteinas S de SARS-CoV-2

El analisis de las secuencias de la glicoproteina S de 2229 aislados de SARS-CoV-2 indicé que se han
producido varias mutaciones con frecuencia variable en el ectodominio S del SARS-CoV-2. La Figura 35A
muestra variantes de la proteina espicula que ocurren con una frecuencia n>1 como esferas mapeadas en la
forma abierta y cerrada del ectodominio de espicula trimérico completo. El RBD y otros dominios de la proteina
espicula se muestran como se indica. Se muestran 40 mutaciones (de un total de 2229). Debido a la falta de
detalles en las estructuras PDB, solo el residuo 367 (n=8) esta resaltado en el RBD y los residuos 476 (n=7) y
483 (n=17) no lo estan. La Figura 35B muestra la prevalencia de variantes en la glicoproteina espicula por
aminoacido. Cada punto es una variante distinta. Se muestran las ubicaciones del Dominio A y RBD. Las
variantes que superan un umbral de frecuencia del 0,1 % son las indicadas.

Se llevd a cabo un analisis adicional de las secuencias de la glicoproteina S utilizando 11.839 aislados de
SARS-CoV-2. La Figura 43 muestra variantes compatibles con al menos dos secuencias (prevalencia superior
al 0,01 %) representadas como esferas indicadas asignadas a la forma cerrada (izquierda) y abierta (derecha)
del ectodominio espicula trimero completo. Cada punto es una variante distinta. La Figura 43 muestra variantes
de la proteina espicula respaldadas por al menos dos secuencias como esferas indicadas mapeadas en la
forma cerrada (izquierda) y abierta (derecha) del ectodominio de la espicula trimero completo. EI RBD y otros
dominios de la proteina espicula se muestran en los colores indicados. Se muestran 171 variantes (de un total
de 11.839 secuencias de proteina S analizadas). Las variantes se etiquetan si su prevalencia es superior al 1
% (solo D614G) o si se encuentran dentro de la RBD. También se indica la ubicacion del N343 conservado.

Ejemplo 22: Competencia del anticuerpo S309 con anticuerpos aislados de pacientes con SARS-CoV-2

Se analizaron anticuerpos monoclonales humanos aislados de pacientes que se recuperaron de la infeccién
por SARS-CoV-2 para detectar sitios de union RBD superpuestos con el anticuerpo S309 (VH: SEQ ID NO.:105;
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VL: SEQ ID NO.:113). Los ensayos de competencia se realizaron utilizando Octet (instrumento: Octet Red96,
ForteBio). Se usaron sensores anti-His (BIOSENSOR ANTI-PENTA-HIS (HIS1K)1*1ST) para inmovilizar el
RBD marcado con His producido internamente del SARS-CoV-2 (residuos 331-550 de la proteina de la espicula
de BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019, numero de registro MN908947) a una concentracion de 3 pg/ml. Los
anticuerpos se asociaron durante 6 min a 15 pg/ml. Todas las proteinas se diluyeron en tampdn kinetics (KB).
A continuacion, se asociaron anticuerpos competitivos a la misma concentracién durante 6 minutos mas. Se
demostré que dos anticuerpos competian con S309 por unirse a RBD pero, a diferencia de S309, no
neutralizaban el SARS-CoV-2. Datos no mostrados.

Ejemplo 23: Seleccion de resistencia del SARS-CoV-2 frente al anticuerpo monoclonal S309-12-MLNS

Para examinar la seleccion de resistencia, se puso en contacto SARS-CoV-2 durante mas de un mes en
presencia de células Vero E6 y concentraciones fijas de anticuerpo S309 N55Q MLNS GAALIE (VH de SEQ ID
NO.:113 y VL de SEQ ID NO.:168, con mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y N434S en la Fc). El
esquema experimental se ilustra en la Figura 44A. Los detalles de la infeccion y el cultivo viral continuo se
resumen en la Figura 44B. El efecto citopatégeno (CPE) se evalué mediante inspeccion visual de las placas.
Incluso cuando no se observé CPE, los titulos virales se evaluaron mediante un ensayo de formacion de focos
con una superposicion de metilcelulosa. Los resultados se muestran en la Figura 44C. No se observo evidencia
de avance viral en los pocillos tratados con anticuerpos, incluso a la concentracion minima de anticuerpos
ensayada. Los datos son representativos de pocillos por triplicado.

Ejemplo 24: Neutralizacion de la infeccion por SARS-CoV-2 de células del pulmén humano CALU-3 por el
anticuerpo S309

El anticuerpo S309 N55Q MLNS (VH de SEQ ID NO.:113 y VL de SEQ ID NO.:168, con mutaciones M428L y
N434S en Fc) se analizd para determinar su capacidad de neutralizar la infeccion viva por SARS-CoV-2 de
células de pulmon humano Calu-3 (que son positivas para la proteasa transmembrana TMPRSS2) y células
VeroE6 utilizando un ensayo de nano luciferasa. Los resultados, incluidos los valores IC50 calculados, se
muestran en la Figura 46.

Ejemplo 25: neutralizacion de la infeccion por SARS-CoV-2 por el anticuerpo S309

Se ensayo la capacidad del anticuerpo S309 de neutralizar la infeccién por el virus SARS-CoV-2 vivo mediante
un ensayo de nano luciferasa y un ensayo IFA. Brevemente, se infectaron células Vero E6 con virus luciferasa
SARS-CoV-2 vivo durante seis horas. Los datos se recopilaron utilizando tres concentraciones de anticuerpos
diferentes: 1, 0,1 y 0,01 MOI. En la Figura 47 se muestran los resultados del ensayo de nano luciferasa. Los
resultados del ensayo IFA se muestran en las Figuras 48A (pocillos representativos contados en IFA) y 48B
(datos cuantificados usando Cytation 5). Los valores IC50 calculados para cada MOI se muestran en los
recuadros debajo del grafico en las Figuras 47 y 48B. En particular, no se observaron grupos de infeccion (o
focos) en este formato de infeccion.

Ejemplo 26: Neutralizacion de la infeccion viva por SARS-CoV-2 por los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309
N55Q MLNS GAALIE

Se analizaron los anticuerpos S309 N55Q MLNS (también denominado aqui S309 N55Q LS, que comprende
las mutaciones M428L/N434S Fc) y S309 N55Q MLNS GAALIE (también denominado aqui S309 N55Q LS
GAALIE, que conmprende las mutaciones G236A, A330L, I332E, M428L y N434S Fc) para determinar la
capacidad de neutralizar la infeccion por el virus SARS-CoV-2 vivo. Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309
N55Q MLNS GAALIE comprende un VH que tiene la secuencia segun la SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la
secuencia establecida en la SEQ ID NO.:168. Los resultados se muestran en la Figura 49. La CE50 calculada
para S309 N55Q MLNS fue de 100,1 ng/ml. La CE50 calculada para S309 N55Q MLNS GAALIE fue de 78,3
ng/ml.

Ejemplo 27: Neutralizacion del virus pseudotipado SARS-CoV-2 mediante los anticuerpos S309 N55Q MLNS y
S309 N55Q MLNS GAALIE

Se ensayo la neutralizacién del virus pseudotipado SARS-CoV-2 por los anticuerpos S309 N55Q MLNS
(también denominado aqui S309 N55Q LS) y S309 N55Q MLNS GAALIE (también denominado aqui S309
N55Q MLNS GAALIE). Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE comprende un VH que
tiene la secuencia establecida en la SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la secuencia establecida en la SEQ ID
NO.:168. El virus pseudotipado fue pseudotipado VSV con la proteina espicula del SARS-CoV-2. Los
resultados se muestran en la Figura 50A (S309 N55Q MLNS) y la Figura 50B (S309 N55Q MLNS GAALIE). El
valor EC50 calculado para S309 N55Q MLNS fue de 24,06 ng/ml. El valor EC50 calculado para S309 N55Q
MLNS GAALIE fue de 22,09 ng/ml.
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Ejemplo 28: union de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE a RBD de SARS-CoV-2

La unién de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE al RBD de SARS-CoV-2 se midié
mediante resonancia de plasmon superficial (SPR). Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS
GAALIE comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la
secuencia establecida en SEQ ID NO.:168. Los resultados se muestran en la Figura 51A (S309 N55Q MLNS)
y la Figura 51B (S309 N55Q MLNS GAALIE).

Ejemplo 29: unién de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE a la proteina de la
espicula de SARS-CoV-2

La unién de los anticuerpos S309 N55Q MLNS (también denominados aqui S309 N55Q LS) y S309 N55Q
MLNS GAALIE (también denominados aqui S309 N55Q LS GAALIE) a la proteina de la espicula de SARS-
CoV-2 se midio por citometria de flujo. Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE
comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la secuencia
establecida en SEQ ID NO.:168. Los resultados se muestran en la Figura 52A (S309 N55Q MLNS) y la Figura
52B (S309 N55Q MLNS GAALIE). Los datos se expresan como porcentaje de células identificadas como
positivas para la unién de anticuerpos.

Ejemplo 30: Unién de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE a los receptores Fcy
humanos

La unién de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE a los receptores Fcy humanos se
ensay6 mediante SPR. Se midié la uniéon a FcyRlla (alelos R131 de baja afinidad y H131 de alta afinidad),
FcyRIlla (alelos F158 de baja afinidad y V158 de alta afinidad) y FCyRIlb. Cada uno de S309 N55Q MLNS y
S309 N55Q MLNS GAALIE comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:113 y un VL
que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:168.

El reactivo Biotin CAPture (estreptavidina modificada) se inyectd en todas las celdas de flujo de un chip sensor
CAP acoplado en un Biacore T200 (Cytiva). Se inyectaron receptores Fc biotinilados a 1 ug/ml a través de una
Unica celda de flujo a 10 pl/min durante 60 segundos (un receptor por celda de flujo), con una celda de flujo
reservada como superficie de referencia. Se inyecto anticuerpo a 100 ug/ml (diluido en HBS-EP+) en todas las
celdas de flujo durante 200 segundos usando una velocidad de flujo de 30 pl/min y se controld la asociacion.
Se control¢ la disociacion durante otros 200 segundos después de la inyeccion. Los datos se recogieron a 10
Hz. Después de cada medida de union, se inyectd el reactivo CAP Regeneration para preparar la superficie
para un nuevo ciclo. Los experimentos se realizaron a 25 °C, manteniendo las muestras a 15 °C en el
instrumento antes de la inyeccién. Los resultados se muestran en la Figura 53 (donde la mutacién MLNS se
indica como "LS" en la clave de la figura).

Ejemplo 31: Unién de los anticuerpos S309 MLNS, S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE al
componente complemento C1q

La unién de los anticuerpos S309 MLNS (también denominado aqui S309 LS), S309 N55Q MLNS (también
denominado aqui S309 N55Q LS) y S309 N55Q MLNS GAALIE (también denominado aqui S309 N55Q LS
GAALIE) al componente de complemento C1q se midio por interferometria de biocapa (BLI) en un instrumento
Octet. S309 MLNS comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:105 y un VL que tiene
la secuencia establecida en SEQ ID NO.:168. Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE
comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la secuencia
establecida en la SEQ ID NO.:168.

Se usaron sensores anti-Fab humano (especifico de CH1) para capturar el anticuerpo a 10 ug/ml durante 10
minutos. A continuacion, los sensores cargados con IgG se expusieron a un tampon kinetics que contenia 3
pg/ml de C1q humano purificado durante 4 minutos, seguido de un paso de disociacion en el mismo tampon
durante 4 minutos mas. Los perfiles de asociacién y disociacion se midieron en tiempo real como cambios en
el patrén de interferencia. Los resultados se muestran en la Figura 54.

Ejemplo 32: Activacion in vitro de receptores GAMMA Fc humanos mediante los anticuerpos S309 MLNS, S309
N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE

Se analiz6 in vitro la capacidad de los anticuerpos S309 MLNS, S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE
para provocar la activacion dependiente de anticuerpos de los receptores Fcy humanos. S309 MLNS
comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:105 y un VL que tiene la secuencia
establecida en SEQ ID NO.:168. Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE comprende un
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VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la secuencia establecida en SEQ
ID NO.:168.

Cada uno de S309 MLNS (también denominado aqui S309 LS), S309 N55Q MLNS (también denominado aqui
S309 N55Q LS), S309 N55Q MLNS GAALIE (también denominado aqui S309 N55Q LS GAALIE) y el
anticuerpo de control S309-GRLR se diluyé en serie 6 veces en tampon de ensayo de 10.000 ng/ml a 0,006
ng/ml. Se incubaron diluciones en serie de nueve puntos de anticuerpo con 12.500 (para FcyRllla y FcyRIIb) o
10.000 (para FcyRIla) células CHO-CoV-2-Spike por pocillo en placas de 96 pocillos de fondo blanco plano
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Las células efectoras Jurkat que expresan los FcyR indicados y
transfectadas de forma estable con un gen de luciferasa impulsado por NFAT se descongelaron, diluyeron en
tampon de ensayo y se afiadieron a la placa en una proporcién células efectoras:células diana de 6:1 para
FcRyllla'y FcyRIIb o 5:1 para FcyRlla. Se incluyeron pocillos de control para medir la activacion independiente
de anticuerpos (que contenian células diana y células efectoras pero no anticuerpos) y la luminiscencia de
fondo de la placa (pocillos que contenian tampdn de ensayo solamente). Las placas se incubaron durante 18
horas a 37 °C con 5 % de CO.. La activacién de FcyR humanos en este bioensayo da como resultado la
expresion mediada por NFAT del gen indicador de luciferasa. La luminiscencia se midié con un lumindmetro
después de agregar el reactivo de ensayo de luciferasa Bio-Glo™ de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los resultados se muestran en la Figura 55.

Ejemplo 33: Funcién efectora de los anticuerpos S309 MLNS, S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE

Se ensayaron los anticuerpos S309 MLNS (también denominado aqui S309 LS), S309 N55Q MLNS (también
denominado aqui S309 N55Q LS) y S309 N55Q MLNS GAALIE (también denominado aqui S309 N55Q LS
GAALIE) para determinar su capacidad para promover citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
mediada por células NK (ADCC) y fagocitosis celular dependiente de anticuerpos mediada por monocitos
(ADCP) contra células que expresan la proteina de la espicula de CoV-2.

S309 MLNS comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:105 y un VL que tiene la
secuencia establecida en SEQ ID NO.:168. Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE
comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la secuencia
establecida en SEQ ID NO.:168.

La ADCC se midio in vitro mediante la exposicién de células NK humanas recién aisladas de dos donantes
genotipados que expresaban homocigotos de baja afinidad (F/F158) o alta afinidad (V/V158) FcyRllla al
anticuerpo preincubado con células CHO-CoV-2-Spike y medir la liberacion de LDH como una lectura de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Kit de deteccién de citotoxicidad (LDH), Roche) después de 4
horas de incubacién a 37 °C. En resumen, las placas se centrifugaron durante 4 minutos a 400 x g y se
transfirieron 35 ul de sobrenadante a una placa plana de 384 pocillos. Se preparo el reactivo LDH y se afiadieron
35 ul a cada pocillo. Utilizando un protocolo cinético, se midié la absorbancia a 490 nm y 650 nm una vez cada
2 minutos durante 8 minutos, y como resultado se utilizé la pendiente de la curva cinética. El porcentaje de lisis
especifica se determind aplicando la siguiente férmula: (liberacién especifica - liberacion espontanea) /
(liberacion maxima - liberacion espontanea) x 100. Los resultados se muestran en la Figura 56.

La capacidad de los anticuerpos S309 MLNS, S309 N55Q MLNS, S309 N55Q MLNS GAALIE y el anticuerpo
de control S309-GRLR para promover la ADCP por monocitos CD14+ primarios se midi6 in vitro mediante la
exposicién de PBMC humanas recién aisladas (marcadas con trazas de células violetas) a células que
expresan CHO-CoV-2-Spike (marcadas con el kit de union de células fluorescentes PKH67 (Sigma Aldrich))
que se preincubaron con anticuerpo. Se incubaron diluciones en serie de mAbs (diluidos en serie 5 veces desde
5.000 ng/ml hasta 0,32 ng/ml en RPMI-1640 + L-glutamina suplementada con Hyclone FBS al 10% + 2x anti-
anti (antibidtico-antimicético)) con 10.000 células CHO-CoV-2-Spike por pocillo de una placa de polipropileno
de 96 pocillos durante 10 minutos. Las PBMC primarias se marcaron con fluorescencia con Cell Trace Violet
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A continuacion, las mezclas de células diana y anticuerpos se
incubaron con PBMC marcadas en una proporcion efector:diana de 16:1. La actividad de ADCP se midid
después de la incubacion durante la noche marcando la poblacién de monocitos para CD14 y midiendo el
porcentaje de células violeta+ PKHE67+ entre los monocitos CD14+ mediante citometria de flujo. Los resultados
se muestran en la Figura 57.

Ejemplo 34: Efecto del anticuerpo S309 en la fusién celular mediada por la proteina de la espicula de SARS-
CoV-2

El efecto del anticuerpo S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) en la fusion mediada por la proteina
de la espicula del SARS-CoV-2 se prob¢ utilizando células disefiadas para sobreexpresar la proteina espicula
en la superficie celular. La adicion de S309 a estos cultivos celulares inhibid la fusion célula-célula. Los
resultados se muestran en las Figuras 58A (micrografias) y 58B (datos cuantificados).
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Ejemplo 35: Efecto de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE en la replicacion del
SARS-CoV-2

El efecto de los anticuerpos S309 N55Q MLNS y S309 N55Q MLNS GAALIE en la replicacién del SARS-CoV-
2 se probd en células VeroE6, PBMC y células dendriticas. Cada uno de S309 N55Q MLNS y S309 N55Q
MLNS GAALIE comprende un VH que tiene la secuencia establecida en SEQ ID NO.:113 y un VL que tiene la
secuencia establecida en SEQ ID NO.:168.

El virus SARS-CoV-2 se incubd durante una hora con S309 N55Q MLNS o S309 N55Q MLNS GAALIE. A
continuacion, se afiadid la mezcla virus/anticuerpo a células VeroE6, PBMC o dendriticas derivadas de
monocitos (MoDC) en placas. Después de incubar las células con la mezcla virus/anticuerpo durante una hora
a 37 °C, las células se lavaron y se incubaron durante 72 horas mas en medio fresco. A continuacion, se analizo
el sobrenadante de las células cultivadas para determinar las unidades formadoras de focos (FFU). El
sobrenadante se diluy6 1:5 y se afiadio a las células VeroE6. Después de una hora a 37 °C, las células VeroE6
se cubrieron con metilcelulosa. Después de 24 horas de incubacién adicional, los cultivos de células VeroE6
se tifieron para la nucleoproteina SARS-CoV-2. Los resultados se muestran en la Figura 59. Los datos del
anticuerpo S309 N55Q MLNS se muestran en el panel superior. Los datos del anticuerpo S309 N55Q MLNS
GAALIE se muestran en el panel inferior. Estos datos de replicacion de 72 horas son representativos de los
hallazgos a las 24 y 48 horas.

Ejemplo 36: Materiales y métodos
Deteccion basada en citometria de flujo para la unién a la proteina CoV S expresada en células de mamifero

Se transfectaron células ExpiCHO con proteina S de SARS-CoV-2, SARS-CoV y MERS- CoV o con un
plasmido vacio como control negativo. Luego, los anticuerpos monoclonales se analizaron mediante citometria
de flujo a 10 pg/ml para determinar su capacidad para tefir células ExpiCHO que expresan la proteina S de
transfectantes de células 2019-nCoV, SARS-CoV, MERS-CoV o Mock.

Expresion transitoria de la proteina recombinante SARS-CoV-2

El gen S de longitud completa de la cepa SARS-CoV-2 (2019-nCoV-S) aislado BetaCoV/Wuhan-Hu-1/2019
(numero de acceso MN908947) se optimizd por coddn para la expresion de células humanas y se cloné en el
vector de expresion phCMV1 (Genlantis). Se transfectaron células Expi-CHO transitoriamente con phCMV1-
SARS-CoV-2-S, phCMV1-MERS-CoV-S (London1/2012), SARS-spike_pcDNA.3 (cepa SARS) o phCMV1
vacio (mock) usando el potenciador Expifectamine CHO. Dos dias después de la transfeccion, las células se
recolectaron, fijaron o fijaron y permeabilizaron con saponina para la inmunotincién con un panel de anticuerpos
monoclonales reactivos con el dominio de union al receptor (RBD) del SARS-CoV. Para la deteccion se utilizé
un anticuerpo secundario anti-lgG Fc humano marcado con Alexa647. La union de anticuerpos a las células
transfectadas se analizé mediante citometria de flujo utilizando un analizador de células ZE5 (Biorard) y el
software FlowJo (TreeStar). La unién positiva se definié mediante tincion diferencial de transfectantes CoV-S
frente a transfectantes simulados.

Experimentos de competicion utilizando Octet (BLI, interferometria de biocapa)

A menos que se indique aqui lo contrario, se usaron sensores anti-His (BIOSENSOR ANTI-PENTA-HIS
(HIS1K)) para inmovilizar la proteina de la subunidad S1 del SARS-CoV (Sino Biological Europe GmbH). Los
sensores se hidrataron durante 10 min con tampodn Kinetics (KB; BSA sin endotoxinas al 0,01 %, 0,002ATween-
20, NaN3 al 0,005 % en PBS). A continuacion, se cargo la proteina de la subunidad S1 del SARS-CoV durante
8 min a una concentracion de 10 ug/ml en KB. Los anticuerpos se asociaron durante 6 min a 15 ug/ml para
mAb nCoV-10 y nCov-6 de longitud completa o 5 pg/ml para Fab nCoV-4, y en un experimento posterior que
comprendia nCoV-1 todos a 10 ug/ml. A continuaciéon, se asociaron anticuerpos competitivos a la misma
concentracion durante 6 minutos mas.

Experimentos de competicion utilizando Octet (BLI, interferometria de biocapa)

Para los experimentos de competicion de ACE2, se cargé ACE2-His (Bio-Techne AG) durante 30 minutos a 5
pg/ml en KB en biosensores anti-HIS (HIS2) (Molecular Devices-ForteBio). Se asocio SARS-CoV-1 RBD-
rabbitFc o SARS-CoV-2 RBD-mouseFc¢ (Sino Biological Europe GmbH) a 1 pg/ml durante 15 minutos, después
de preincubacién con o sin anticuerpo (30 pg/ml, 30 minutos). La disociacion se controlé durante 5 minutos.

Determinacion de la afinidad usando Octet (BLI, interferometria de biocapa)
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Para la determinacion de KD de anticuerpos de longitud completa, se utilizaron biosensores de proteina A (Pall
ForteBio) para inmovilizar anticuerpos recombinantes a 2,7 ug/ml durante 1 minuto, después de un paso de
hidratacién durante 10 minutos con tampoén Kinetics. Las curvas de asociacion se registraron durante 5 minutos
incubando los sensores recubiertos con anticuerpos con diferentes concentraciones de SARS-CoV-1 RBD
(Sino Biological) o SARS-CoV-2 RBD (producido internamente; residuos 331-550 de pico de BetaCoV/Wuhan-
Hu-1/2019, nimero de acceso MN908947). La concentracion de RBD mas alta ensayada fue de 10 ug/ml, luego
se diluyo en serie 1:2,5. La disociacion se registré durante 9 minutos moviendo los sensores a pocillos que
contenian KB. Los valores de KD se calcularon usando un modelo de ajuste global (Octet). Se utilizé el equipo
Octet Red96 (ForteBio).

Para la determinacion de KD de anticuerpos de longitud completa en comparacion con fragmentos Fab, se
cargaron RBD de SARS-CoV-1 0 SARS-CoV-2 marcados con His a 3 uyg/ml en KB durante 15 minutos en
biosensores anti-HIS (HIS2) (Molecular Devices, ForteBio). La asociacion de anticuerpo completo y Fab se
realizé en KB a 15 ug/ml y 5 ug/ml respectivamente durante 5 minutos. Se midio la disociacion en KB durante
10 min.

Union ELISA

Las reactividades de los mAb con la proteina de la subunidad Spike S1 de SARS-CoV (cepa WH20) se
determinaron mediante ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA). Brevemente, las placas de 96
pocillos se recubrieron con 3 ug/ml de proteina recombinante de la subunidad Spike S1 del SARS-CoV (Sino.
Bioldgical). Los pocillos se lavaron y bloquearon con PBS+BSA al 1 % durante 1 hora a temperatura ambiente
y luego se incubaron con series de diluciones de mAb durante 1 hora a temperatura ambiente. Los mAb unidos
se detectaron incubando IgG antihumana de cabra conjugada con fosfatasa alcalina (Southern Biotechnology:
2040-04) durante 1 h a temperatura ambiente y se desarrollaron con 1 mg/ml de sustrato de p-nitrofenilfosfato
en tampén de glicina 0,1 M (pH 10,4) durante 30 min a temperatura ambiente. Los valores de densidad dptica
(DO) se midieron a una longitud de onda de 405 nm en un lector ELISA (espectrofotometro Powerwave 340/96,
BioTek).

Ensayo de neutralizacion

A menos que se indique lo contrario, se utilizo el virus de la leucemia murina (MLV) pseudotipado con la proteina
Spike del SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2 pp) o la proteina Spike del SARS-CoV-1 (SARS-CoV-1pp). Como células
diana se emplearon células DBT transfectadas de manera estable con ACE2 (DBT-ACE2). SARS-CoV-2 pp o
SARS-CoV-1pp se activaron con tripsina TPCK a 10 ug/ml. Se anadi6 SARS-CoV-2 pp o SARS-CoV-1pp
activado a una serie de diluciones de anticuerpos (comenzando con una concentracion final de 50 ug/ml por
anticuerpo, dilucion triple). Se afiadieron células DBT-ACE2 a las mezclas de anticuerpo-virus y se incubaron
durante 48 h. La luminiscencia se midié después de aspirar el sobrenadante del cultivo celular y agregar
sustrato GLO estable (Promega).

A menos que se indique lo contrario, los ensayos de neutralizacion de pseudoparticulas utilizan un sistema de
pseudotipado de indicador de luciferasa basado en VSV (Kerafast). Las pseudoparticulas de VSV y el
anticuerpo se mezclan en DMEM y se dejan incubando durante 30 minutos a 37 °C. A continuacion, se permite
que la mezcla de infeccién se incube con células Vero E6 durante 1 hora a 37 °C, seguido de la adicion de
DMEM con Pen-Strep y FBS al 10 % (la mezcla de infeccién no se elimina). Las células se incuban a 37 °C
durante 18-24 horas. La luciferasa se mide utilizando un lector de placas Ensight (Perkin EImer) después de la
adicioén del reactivo Bio-Glo (Promega).

Cinética de ciclo Unico SPR

Los experimentos de SPR se llevaron a cabo con un instrumento Biacore T200 utilizando un enfoque de cinética
de ciclo unico. Se capturé S309 IgG en la superficie y se inyectaron concentraciones crecientes de SARS- CoV-
2 RBD purificado, glicosilado o desglicosilado. Se controlaron las cinéticas de asociacion y disociacion y se
ajustaron a un modelo de unién para determinar la afinidad.

Expresion de anticuerpos recombinantes

Los anticuerpos recombinantes se expresaron en células ExpiCHO cotransfectadas transitoriamente con
plasmidos que expresaban la cadena pesada y ligera como se describio anteriormente (Stettler et al. (2016)
Specificity, cross-reactivity, and function of antibodies elicited by Zika virus infection. Science, 353(6301), 823-
826). Los anticuerpos monoclonales S303, S304, S306, S309, S310 y S315 se expresaron como anticuerpos
rlgG-MLNS. La mutacién MLNS confiere una vida media mas prolongada in vivo (Zalevsky et al. (2010)
Enhanced antibody half-life improves in vivo activity. Nature Biotechnology, 28(2), 157-159)
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Alineacién de secuencia

Las secuencias genomicas del SARS-CoV-2 se descargaron de GISAID el 29 de marzo de 2020, utilizando los
filtros "completo (>29 000 pb)" y "exclusion de baja cobertura". Se eliminaron las secuencias de murciélago y
pangolin para producir secuencias solo humanas. El ORF de la espicula se localizé realizando alineaciones del
genoma de la proteina de referencia (YP_009724390.1) con GeneWise2. Las coincidencias incompletas y los
ORF que contenian indel se rescataron y se incluyeron en el analisis posterior. Las secuencias de nucledtidos
se tradujeron in silico usando un seqkit. Se eliminaron las secuencias con mas del 10% de aminoacidos
indeterminados (debido a N llamadas de bases). La alineacién de secuencias multiples se realizé utilizando
MAFFT. Las variantes se determinaron por comparacién de las secuencias alineadas (n=2229) con la
secuencia de referencia utilizando el paquete Biostrings de R/Bioconductor. Se utilizé una estrategia similar
para extraer y traducir secuencias de las proteinas espicula de los genomas del SARS-CoV obtenidos de ViPR
(criterios de busqueda: coronavirus relacionado con el SARS, genomas completos, huésped humano,
depositados antes de diciembre de 2019 para excluir el SARS-CoV-2, n =53). Las secuencias del genoma del
SARS-CoV de origen comprendian todas las principales cepas publicadas, como Urbani, Tor2, TW1, P2,
Frankfurt1, entre otras. Las secuencias de pangolin mostradas por Tsan-Yuk Lam et al se obtuvieron de
GISAID. Las secuencias de murciélagos de los tres clados de Sarbecovirus, como se indica en Lu et al (Lancet
2020), se obtuvieron de Genbank. Las secuencias de perros civeta y mapache se obtuvieron de manera similar
de Genbank.

Ejemplo 37: mecanismo independiente de ACE2 de neutralizacion de SARS-CoV2 por el anticuerpo S309

En los siguientes experimentos, el anticuerpo S309 (VH de SEQ ID NO.:105, VL de SEQ ID NO.:168) se
expres6 como IgG1 recombinante con las mutaciones M428L y N434S Fc. Se investigé el efecto de la
sobreexpresion de ACE2 sobre la neutralizacion de la infeccidon por anticuerpos S309. Se infectaron células
Vero E6 o Vero E6-TMPRSS2 con SARS-CoV-2 (aislado USA-WA1/2020) a una MOI de 0,01 en presencia de
S309 (10 pg/ml). Las células se fijaron 24 h después de la infeccion, la proteina de la nucleocapside viral se
inmunotifid y cuantificd. La tincion de nucleocapside estuvo efectivamente ausente en las células tratadas con
anticuerpos. S309 tenia una IC50 (ng/ml) en células Vero E6 de 65 y en Vero E6-TMPRSS2 de 91 (datos no
mostrados).

Un panel de 7 lineas celulares (HeLa, 293T (wt), Vero E6, Huh7, 293T ACE2, MRC 5-ACE2- TMPRSS2, A549-
ACE2-TMPRSS2 clon 5, A549-ACE2-TMPRSS2 clon 10) se infectaron con SARS-CoV-2-Nluc o VSV
pseudotipado con la proteina de la espicula de SARS-CoV-2 en presencia de S309. La sefal de luciferasa se
cuantificod 24 horas después de la infeccion. Los valores maximos de neutralizacion de S309 fueron los que se
muestran en la Tabla 12.

Tabla 12. Valores maximos de neutralizacion de S309

Virus/Pseudotipo
Tipo de célula SARS-CoV-2-Nluc |Pseudotipo VSV :
Vero E6 >99% >99%
Vero E6-TMPRSS2 >99% 96%
Huh7 98% 78%
293T ACE2 26% 34%
MRC5-ACE2-TMPRSS2 87% 45%
A549-ACE2-TMPRSS2 clon 5 89% 65%
A549-ACE2-TMPRSS2 clon 10 81% 42%

La union de la proteina espicula de SARS-CoV-2 purificada y marcada con fluorescencia a estas lineas
celulares se cuantificd6 mediante citometria de flujo. Las células HelLa y 239T WT tenian las MFI mas bajas,
seguidas de las células Huh7 y VeroEG6. Las células 293T ACE2 (la méas alta), MRC 5-ACE2-TMPRSS2 (la
tercera mas alta), el clon 5 A549-ACE2-TMPRSS2 (la cuarta mas alta) y el clon 10 A549-ACE2-TMPRSS2 (la
segunda mas alta) tenian MFI mas altas. Se determind el analisis de correlacion entre el potencial de
neutralizacion maximo de union de las espiculas de S309; los valores de correlacion Spearman de S309 fueron:
r =-0,94 para ambos modelos virales. p = 0,017.

Para caracterizar aun mas las lineas celulares sensibles al SARS-CoV-2, las siete lineas celulares descritas
anteriormente se incubaron con la proteina espicula de SARS-CoV-2 purificada marcada con fluorescencia o
proteina RBD y la union a proteinas se cuantifico mediante citometria de flujo. En orden descendente de MFI,
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las lineas celulares fueron: A549-ACE2-TMPRSS2 clon 10; 293T ACE2; MRC 5-ACE2-TMPRSS2; A549-ACE2-
TMPRSS2 clon 5; Vero E6; Huh7; 293T (wt); y Hela.

Las lectinas seleccionadas y los candidatos a receptores publicados se examinaron utilizando células HEK293T
infectadas con pseudovirus SARS-CoV-2 VSV. ACE2, DC-SIGN, L-SIGN y SIGLEC-1 dieron las sefiales mas
altas. ACE2 proporciond una sefal de aproximadamente 10° unidades de luminiscencia relativa (RLU) y DC-
SIGN, SIGLEC-1 y L-SIGN tenian sefiales de aproximadamente 10* RLU. Todas las demas lectinas/candidatas
probadas dieron sefiales de aproximadamente 102 - 10° RLU.

Las células HEK 293T, HeLa y MRC5 se transdujeron transitoriamente para sobreexpresar DC-SIGN, L-SIGN,
SIGLEC1 o ACE2 y se infectaron con pseudovirus SARS-CoV-2 VSV. Como control se incluyeron células no
infectadas y células no transducidas. Las células HEK293T, ACE2, DC-SIGN, SIGLEC-1 y L-SIGN
proporcionaron aumentos sustanciales de la infecciéon. En las células HeLa y MRC5, solo ACE2 aumentd la
infeccion.

Las lineas celulares HEK293T estables que sobreexpresan DC-SIGN, L-SIGN, SIGLEC-1 o ACE2 se infectaron
con SARS-CoV-2 auténtico (MOI 0.1), se fijaron y se inmunotifieron a las 24 horas para la nucleoproteina
SARS-CoV-2. Se usaron células de tipo salvaje (infectadas y no infectadas) como controles. Se observé una
mayor tincion en las células que sobreexpresaban DC-SIGN, L-SIGN o SIGLEC-1 y la tincion aumento
significativamente en las células que sobreexpresaban ACE2.

Las lineas celulares estables se infectaron con SARS-CoV-2-Nluc y se cuantificaron los niveles de luciferasa a
las 24 horas. En orden ascendente de RLU: no infectado (aprox. 10%-10% RLU); parental 293T (aprox. 10* RLU);
DC-SIGN (aprox. 10% RLU); L-SIGN (aprox. 10° RLU); SIGLEC-1 (aprox. 105-108 RLU); ACE2 (>107 RLU).

Las lineas celulares estables se incubaron con diferentes concentraciones de mAb anti-SIGLEC1 (clon 7-239)
y se infectaron con SARS-CoV-2 -Nluc. La infeccion como porcentaje de células no tratadas permanecio cerca
de superar el 100 % en células 293T que expresan DC-SIGN, L-SIGN o ACE2, pero cayo6 por debajo del 50 %
(0,2 pg/ml anti-SIGLEC) a cerca de 0 (1 ug /ml o 5 ug/ml anti-SIGLEC) en células 293T que expresan SIGLEC-
1.

Se determinaron los niveles de expresion de células individuales de posibles candidatos a (co)receptores de
SARS-CoV-2 seleccionados en diferentes tipos de células pulmonares derivados del Human Lung Cell Atlas
(nature.com/articles/s41586-020-2922-4). DC-SIGN, L-SIGN y SIGLEC-1 se expresan en una variedad de tipos
de células en el pulmén a niveles similares o incluso superiores a ACE2.

La unién de anticuerpos dirigidos a DC-/L-SIGN, DC-SIGN, SIGLEC1 o ACE2 en células HEK293T que
sobreexpresan de forma estable el receptor de unidn respectivo se analizé mediante citometria de flujo y
analisis de inmunofluorescencia. Las células HEK 293T que sobreexpresaban los respectivos receptores de
union se infectaron con VSV seudotipado con mutaciones de espicula o espicula de tipo salvaje del SARS-
CoV-2 del linaje B1.1.7. La luminiscencia se analizé un dia después de la infeccion. La infeccion aumentd en
las células que expresan los receptores de union. La infecciéon por VSV pseudotipado con cualquiera de las
espiculas fue similar para cada grupo de prueba. Las células que expresaban ACE2 dieron la sefal de
luminiscencia mas alta.

Se infectaron células Vero EG6 diferenciadas in vitro moDC o PBMC con SARS-CoV-2 a una MOl de 0,01. 24 h
después de la infeccion, las células se fijaron, se inmunotifieron para la proteina de la nucleocapside viral y se
cuantificaron las células infectadas. Solo las células VeroE6 mostraron infeccion (aproximadamente el 7% de
las células). Se tomo el sobrenadante de las células infectadas a las 24, 48 y 72 h y se cuantificé el titulo viral
infeccioso mediante ensayo FFU en las células Vero EG6.

Se evaluaron los principales tipos de células con genoma SARS-CoV-2 detectable en liquido de lavado
broncoalveolar (BALF) y esputo de pacientes graves con COVID-19. Se generd un grafico t-SNE y se determiné
el recuento de cada tipo de célula SARS-CoV-2+ (n total = 3.085 células de 8 sujetos en Ren et al. Cell 2021).
Los tipos de células fueron T, NK, plasma, neutréfilos, macrofagos, ciliadas, escamosas y secretoras. Se evaluo
la expresion de ACE2, DC-SIGN, L-SIGN, SIGLEC-1 y sus combinaciones para cada tipo de célula.

Los recuentos de transcritos de ACE2, DC-SIGN (CD209), L-SIGN (CLEC4M), SIGLEC 1 se correlacionaron
con los recuentos de ARN del SARS-CoV-2 en macréfagos y células secretoras. La correlaciéon se baso en los
recuentos (antes de la transformacion logaritmica) de Ren et al. Cell 2021.

En la Figura 60 se muestran datos representativos que muestran la expresion de los receptores en lineas
celulares HEK293T estables. Se generaron lineas celulares para sobreexpresar DC-SIGN, L-SIGN o ACE2
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mediante la transduccion de células HEK293T con lentivirus que codifican el transgén y se realizaron ensayos
de inmunofluorescencia para evaluar la expresion del transgén.

Los datos representativos que muestran la capacidad del pseudovirus VSV que expresa la proteina S del
SARS-CoV-2 con indicador de luciferasa para infectar las células HEK293T (usando un ensayo de
luminiscencia) se muestran en la Figura 61; la expresion de DC-SIGN o L-SIGN aumenté los niveles de
infeccion por pseudovirus en mas de 10 veces, en comparacion con la infeccion de células WT HEK293T, y la
expresion de ACE2 aumentd los niveles de infeccidon por pseudovirus en mas de 100 veces, en comparacion
con la infeccién de células WT HEK293T.

Se evalué la actividad neutralizante del mAb S309 ejemplar contra el pseudovirus VSV en las células HEK293T
manipuladas. Los datos se muestran en la Figura 62; S309 neutralizé completamente la infeccién a través de
DC-SIGN y L-SIGN y, en menor medida, ACE2.

La capacidad del SARS-CoV-2 vivo con indicador de luciferasa para infectar las células HEK293T se examino
mediante un ensayo de luminiscencia. Los datos se muestran en la Figura 63; la expresién de DC-SIGN o L-
SIGN aumentd los niveles de infeccién por virus vivo en mas de 3 veces en comparacion con la infeccion de
células WT HEK293T y la expresion de ACE2 aumenté los niveles de infeccion por virus vivo en mas de 100
veces en comparacion con la infecciéon de células WT HEK293T.

Se evalud la actividad neutralizante de mAb S309 contra el pseudovirus VSV en las células HEK293T
disefiadas. Los datos se muestran en la Figura 64; S309 neutralizd6 completamente la infeccién a través de DC-
SIGN y L-SIGN y por ACE2 en menor medida.

Se realizaron experimentos para investigar si el anticuerpo S309 puede neutralizar la entrada de SARS-CoV-2
a través de SIGLEC-1. Brevemente, se generaron lineas HEK293T de células estables como se describe
anteriormente para sobreexpresar DC-SIGN/L-SIGN, DC-SIGN, SIGLEC-1 o ACE2. Los datos de expresion se
muestran en la Figura 65. Como se muestra en la Figura 66, la expresion de DC-SIGN, L-SIGN o SIGLEC
aumento los niveles de infeccion por virus vivo en mas de 10 veces en comparacion con la infeccion de células
WT HEK293T y la expresion de ACE2 aumenté los niveles de infeccidn por pseudovirus en mas de 100 veces
en comparacion con a la infeccion de células WT HEK293T. Como se muestra en la Figura 67, S309 neutralizd
completamente la infeccion a través de DC-SIGN, L-SIGN y SIGLEC-1.

Se determind la expresion de DC-SIGN (CD209) y otras proteinas receptoras de la superficie celular, incluidas
SIGLEC-1 y otras SIGLEC en diversos tipos celulares. Los datos se resumen en las Figuras 68A y 68B.

Se realizaron mas experimentos para investigar las funciones de DC-SIGN, L-SIGN y SIGLEC-1 en la infeccién
por SARS-CoV-2. En un conjunto de experimentos, las células HEK293T que expresaban de forma estable
DC-SIGN, L-SIGN, SIGLEC-1 o ACE2 se infectaron con SARS-CoV-2 Nluc vivo en tres multiplicidades de
infeccion (MOI) diferentes: 0,01, 0,1 y 1. La infeccion se determind utilizando unidades de luminiscencia relativa
y se comparo con la infeccion en células HEK293T (parentales). Los datos se muestran en la Figura 69. En el
MOI mas bajo ensayado, se observd un aumento de la infeccién en las células que expresaban DC-SIGN, L-
SIGN o SIGLEC. En el MOI mas alto ensayado, la infeccion no aumenté mas frente a la parental por la expresion
de DC-SIGN, L-SIGN o SIGLEC. Estos datos indican que las células 293T parentales son susceptibles a la
infeccion por SARS-CoV-2 y L-SIGN, DC-SIGN y SIGLEC-1 aumentan los niveles de infeccién pero no
funcionan como receptores primarios de la infeccion.

En otro conjunto de experimentos, se transdujeron transitoriamente células 293T, células HelLa y células MRC5
con lentivirus que codifican DC-SIGN, L-SIGN, SIGLEC-1 o ACE2 y se infectaron con pseudovirus VSV tres
dias después de la transduccién. Los datos se muestran en la Figura 70. Mientras que las células 293T
mostraron un bajo nivel de susceptibilidad (comparar las no infectadas con las no transducidas), las células
HelLa y MRC5 fueron completamente refractarias al virus. El bajo nivel de infeccion en las células 293T puede
incrementarse mediante la expresion de L-SIGN, DC-SIGN o SIGLEC-1, de acuerdo con el papel de estas
proteinas como factores de unidn. Las células HeLa y MRC5 permanecieron refractarias a la infeccion incluso
después de la expresiéon de L-SIGN, DC-SIGN o SIGLEC-1, y solo se volvieron susceptibles después de la
expresion de ACE2. Estos datos indican que L-SIGN, DC-SIGN y SIGLEC-1 no son receptores primarios del
SARS-CoV-2.

Ejemplo 38: Eficacia in vivo del anticuerpo S309

Se investigo la eficacia de S309 en hamsters sirios. Este modelo animal representa hasta la fecha el modelo
mas relevante de infecciéon por SARS-CoV-2 que no requiere sobreexpresion in vivo de ACE2 para apoyar la
infeccién productiva y la enfermedad. La administracion profilactica de S309 indujo una proteccién dependiente
de la dosis contra la infeccion por SARS-CoV-2 y el dafio tisular en hamsteres, como lo demuestran los niveles
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de ARN viral, la carga viral y la puntuacion histopatoldgica en los pulmones (Fig. 73A-7C). Estos datos indican
que la neutralizacién deficiente e incompleta de la entrada por parte de S309 in vitro cuando se utilizan células
que sobreexpresan ACE2 no comprometia la eficacia in vivo de los mAb no RBM.

El S309 que porta la mutacion N297A tiene una capacidad reducida para desencadenar funciones efectoras
como consecuencia de la disminucion de la participacion en los receptores Fcy. Esto se confirmé ademas por
la unién reducida de la variante S309-N297A a los monocitos de hamster en el bazo. La eficacia in vivo medida
con el mAb N297A es similar o ligeramente inferior a la del S309 wt, lo que sugiere que la capacidad de
neutralizacion del mAb prevalece sobre su capacidad de funcidn efectora en estas condiciones. La
concentracién sérica de S309 requerida para reducir el ARN viral en el pulmén en un 90 % fue de 9 pg/ml, Fig.
73D.

Ejemplo 39: Actividad de los anticuerpos contra las variantes del SARS-CoV-2

Han surgido varias variantes del SARS-CoV-2, con un numero creciente de infecciones por variantes
informadas a fines de 2020. El motivo de unién al receptor (RBM) parece ser particularmente variable a la
mutacion. Se han observado variantes emergentes notables en Escocia, el Reino Unido, Sudafrica, California,
Columbus y en visones en Dinamarca, y se ha informado que algunas mutaciones confieren escape de
anticuerpos o neutralizacion del suero. Se realizaron experimentos para evaluar la capacidad de los anticuerpos
S309 de neutralizar variantes. S309 N55Q MLNS (VH: SEQ ID NO.:113; VL: SEQ ID NO.:168; con mutaciones
M428L y N434S Fc) se ensayo contra SARS-CoV-2 con un panel de las 20 variantes mutacionales de RBD de
SARS-CoV-2 mas frecuentes, determinadas por lecturas de secuencia. Los anticuerpos REGN10933 y
REGN10987 (Hansen et al, Science 369(6506):1010-1014; eabd0827-0810 (2020) y PDB 6XDG
(resb.org/structure/6XDG)) se incluyeron con fines comparativos. Los resultados se resumen en la Tabla 13.

Y = disminucién de menos de tres veces en la neutralizacién de virus o pseudovirus vivos;

N = disminucion de mas de tres veces en la neutralizacién de virus o pseudovirus vivos;

P = se predice la neutralizacion por el anticuerpo debido a que el aminoacido variante esta fuera del epitopo;
? = desconocido.

Tabla 13. Resumen de neutralizacién por anticuerpos contra variantes del SARS CoV-2
Variante mutacion S309 N55Q MLNS REGN10933 REGN10987
N501Y (UK, mutante Sudafrica y Brasil)
S477N
N439K (mutante escocés)
L452R (mutante California)
E484K (mutante Sudafrica y Brasil)
Y453F (mutante de vison)

zZ<U0VZ<<

(disminucion 4x)
Y
Y
(K417N/E/V)

A520S
K417N (mutante Sudéafrica)
(K417N/V)

S494P
S477R
V367F
P384L
A522S
A522V
V382L
N501T
P330S
T478I
S477I
P479S

Y = disminucién de menos de tres veces en la neutralizacion de virus o pseudovirus vivos;

N = disminucion de mas de tres veces en la neutralizacién de virus o pseudovirus vivos;

P = se predice la neutralizacion por el anticuerpo debido a que el aminoacido variante esta fuera del epitopo;

? = desconocido.

K<< <T<LI<K< << <<<<
VVOvTVUVUVUVUVIU<LKVZ Z< ZZTU<L<LX

TVTUVTTUVUUTUTUTUUTTU<XTTDO

119



10

15

20

ES2954629 T3

Los recuentos totales de mutantes secuenciados de SARS-CoV-2 que se sabe que escapan de los anticuerpos
(a 29 de enero de 2021) eran: S309 N55Q MLNS = 29; REG10987 = 10.425; REG10933 = 3.621.

Se evalud la union de los anticuerpos S309 a los RBD variantes del SARS-CoV-2 por BLI. Se evaluaron las
mutaciones S309 (VH: SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) con Fc de tipo salvaje y S309 N55Q (VH: SEQ
ID NO.:113; VL: SEQ ID NO.:168) portando MLNS o MLNS + GAALIE Fc. REGN10987 y REGN10933 se
incluyeron como comparadores. Brevemente, los anticuerpos se diluyeron en tampon kinetics a 3 ug/ml y se
cargaron en sensores de proteina A durante 75 segundos. Después de un breve paso de equilibrio en tampon
kinetics, los sensores cargados se movieron en pocillos que contenian las variantes de RBD a 5 ug/ml en
tampon kinetics y se registro la asociacion durante 3 minutos. La disociacion del complejo se realizé en tampoén
kinetics durante 3 minutos. Los datos se muestran en las Figuras 71A-71B; "WT" = Wuhan-Hu-1 con D614G;
"Triple mutante" en la fila inferior = Wuhan-Hu-1 con D614G y se agrego la variante de Sudafrica B.1.351 RBD
mutaciones K417N, E484K y N501Y. Otras mutaciones presentes en la variante de Sudafrica B.1.351 no
estaban presentes en el RBD "SA" analizado.

La neutralizacion de los anticuerpos S309 contra las variantes del SARS-CoV-2 se evalud utilizando
pseudovirus MLV y células diana Vero-E6 que expresan TMPRSS2. Se evaluaron las mutaciones S309 (VH
SEQ ID NO.:105; VL: SEQ ID NO.:168) con Fc de tipo salvaje y S309 N55Q (VH: SEQ ID NO.:113; VL: SEQ
ID NO.:168) que lleva MLNS o MLNS + GAALIE Fc. También se evaluaron REGN10987, REGN10933 y la
combinacién de REGN10987 + REGN10933. Los datos se muestran en la Figura 72. "WT" = Wuhan-Hu-1;
"Reino Unido" = SARS-CoV-2 variante B.1.1.7; y "SA" = variante B.1.351.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que comprende un dominio variable
de cadena pesada (VH) que comprende la secuencia de aminoacidos de la region determinante de la
complementariedad (CDR)H1 mostrada en la SEQ ID NO.:106, la secuencia de aminoacidos CDRH2 mostrada
en la SEQ ID NO.:121 y la secuencia de aminoacidos CDRH3 mostrada en la SEQ ID NO.:108 y un dominio
variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos CDRL1 mostrada en la SEQ ID
NO.:169 , la secuencia de aminoacidos CDRL2 mostrada en la SEQ ID NO.:170 y la secuencia de aminoacidos
CDRL3 mostrada en la SEQ ID NO.:171, donde el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno es capaz de
unirse a un la glicoproteina de superficie (S) de SARS-CoV-2.

2. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 1, que es capaz de neutralizar una
infeccion por SARS-CoV-2:

(i) en un modelo de infeccion in vitro;
(i) en un modelo animal de infeccion in vivo; o
(iii) cualquier combinacion de (i)-(ii).

3. El anticuerpo o el fragmento de unidn a antigeno de la reivindicacion 1 o 2, donde:

(i) la VH comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 85 % de
identidad con la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.:113; y/o

(ii) la VL comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 85 % de
identidad con la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.:168.

4. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde

(i) la VH comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de
identidad con la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.:113; y/o

(ii) la VL comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90 % de
identidad con la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.:168.

5. El anticuerpo o el fragmento de unidn a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde

(i) la VH comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95 % de
identidad con la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.:113; y/o

(ii) la VL comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 95 % de
identidad con la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.:168.

6. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde VH
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.:113 y VL comprende o
consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la expuesta en la SEQ ID NO.:168.

7. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que:

(i) es capaz de unirse a la glicoproteina de superficie (S) del SARS-CoV-2 con mayor avidez que a una
proteina S del coronavirus SARS;

(ii) tiene reactividad cruzada contra el SARS-CoV-2 y el coronavirus SARS;

(iii) reconoce un epitopo en la glicoproteina de superficie del SARS-CoV-2 que no se encuentra en RBM
ACE2 RBM; o

(iv) cualquier combinacion de (i)-(iii).

8. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, que es un isotipo
IgG, IgA, IgM, IgE o IgD, y es preferiblemente un isotipo IgG seleccionado entre IgG1, 1IgG2, IgG3 e 1gG4.

9. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-8:

(i) que es humano, humanizado o quimérico;
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(i) donde el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno comprende un anticuerpo humano, un
anticuerpo monoclonal, un anticuerpo purificado, un anticuerpo de cadena sencilla, un Fab, un Fab', un
F(ab')2, un Fv, un scFv o un scFab; y/o

(iii) donde el anticuerpo o el fragmento de unidon a antigeno es un anticuerpo multiespecifico o un
fragmento de unién a antigeno donde, opcionalmente, el fragmento de unién a antigeno es un anticuerpo
biespecifico o un fragmento de unién a antigeno.

10. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, donde el
anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno comprende ademas un polipéptido Fc o un fragmento del mismo.

11. El anticuerpo o el fragmento de uniéon a antigeno de la reivindicacion 10, donde el polipéptido Fc o su

fragmento comprende:
(1) una mutacién que mejora la unién a un FcRn en comparacion con un polipéptido Fc de referencia que
no comprende la mutacién, donde, opcionalmente, la mutacion que mejora la unién a un FcRn comprende
M428L, N434S, N434H, N434A, N434S, M252Y, S254T, T256E, T250Q, P2571, Q311l, D376V, T307A,
E380A, o cualquier combinacién de los mismos, donde, ademas, opcionalmente, la mutaciéon que mejora
la unién a un FcRn comprende: (i) M428L/N434S; (ii) M252Y/S254T/T256E; (iii)) T250Q/M428L; (iv)
P2571/Q3111; (v) P2571/N434H; (vi) D376V/N434H; (vii) T307A/E380A/N434A o (viii) cualquier
combinacion de (i)-(vii); y/o
(2) una mutacién que mejora la unién a un FcyR en comparacién con un polipéptido Fc de referencia que
no comprende la mutacién, donde, opcionalmente, la mutacién que mejora la unién a un FcyR comprende
S239D, I1332E, A330L, G236A, o cualquier combinacion de los mismos, donde, ademas, opcionalmente,
la mutacién que potencia la unidon a un FcyR comprende: (i) S239D/I332E; (i) S239D/A330L/I332E; (iii)
G236A/S239D/I332E; o (iv) G236A/A330L/I332E.

12. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de la reivindicacion 11, donde la mutacién que mejora la
union a un FcRn comprende M428L/N434S y/o la mutacidon que mejora la union a un FcyR comprende
G236A/A330L/I332E.

13. El anticuerpo o el fragmento de uniéon a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que
comprende:
(i) un CH1-CH3 que tiene un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de
identidad con la SEQ ID NO.:173 0 175; y/o
(ii) una CL que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.:174.

14. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, que comprende
una mutacion que altera la glicosilacién del anticuerpo o del fragmento de unién a antigeno, donde la mutacién
que altera la glicosilacion del anticuerpo o del fragmento de unién a antigeno comprende N297A, N297Q o
N297G, y/o donde el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno esta aglicosilado y/o afucosilado.

15. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-14, donde el
anticuerpo o el fragmento de union a antigeno se une a una glicoproteina de superficie del SARS-CoV-2 con
una KD de menos de 4,5x10° M, menos de 5x10° M, menos de 1x10'° M, menos de 5x10'© M, menos de
1x10"" M, menos de 5x10"" M o0 menos de 1x10-'2 M, tal como se mide por interferometria de biocapa, donde,
opcionalmente, el anticuerpo o el fragmento de unién al antigeno se une a la glicoproteina de superficie del
SARS-CoV-2 con una KD inferior a 1x10'2M, medida mediante interferometria de biocapa.

16. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-15, donde el
anticuerpo o el fragmento de union a antigeno es capaz de inducir una citotoxicidad mediada por células
dependiente de anticuerpos (ADCC) y/o una fagocitosis celular dependiente de anticuerpos (ADCP) contra un
célula diana infectada por un SARS-CoV-2, donde, opcionalmente, la ADCC inductora activar una célula
asesina natural que comprende una variante V158 FcyRllla, una célula asesina natural que comprende una
variante F158 FcyRllla o ambas, y/o la célula inductora ADCP comprende acoplar un FcyRlIla expresado en la
superficie de una célula fagocitica, tal como un monocito, un macréfago o una célula dendritica.
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17. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-16, donde el
anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno es capaz de neutralizar la infeccion por SARS-CoV-2 y no
compite con ACE2 humano por unirse a la glicoproteina de superficie de SARS-CoV-2.

18. El anticuerpo o el fragmento de unidn a antigeno del mismo de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, que
es capaz de unirse a la glicoproteina de superficie del SARS-CoV-2 cuando la glicoproteina de superficie del
SARS-CoV-2 esta comprendida en un trimero de prefusion.

19. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-18, que es capaz
de unirse a un dominio de union al receptor (RBD) de la glicoproteina de superficie del SARS-CoV-2 cuando el
RBD esta glicosilado y/o cuando el RBD esta desglicosilado, donde la union se determina usando resonancia
de plasmon superficial (SPR), en el que:
(1) la SPR se realiza usando un instrumento Biacore T200 usando un enfoque cinético de ciclo unico,
ademas opcionalmente con un periodo de inyeccion de 3 minutos y un periodo de disociacion de 20
minutos;
(2) el anticuerpo o el fragmento de unidn al antigeno se captura en una superficie;
(3) el RBD esta presente en una concentracion de 0,8 nM, 3,1 nM, 12,5 nM, 50 nM o 200 nM;
(4) el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno se une al RBD glicosilado con una KD de 2,0 nM, 1,9
nM, 1,8 nM, 1,7 nM, 1,6 nM, 1,5 nM, 1,4 nM, 1,3 nM, 1,2 nM, 1,1 nM, 1,0 nM, 0,9 nM, 0,8 nM, 0,7 nM, 0,6
nM, 0,5 nM 0 0,4 nM, o con una KD de 0,4 nM % 0,05 nM, o con una KD de 0,45 nM £ 0,05 nM, o con una
KD de 0,5 nM £ 0,05 nM, o con una KD de 0,6 nM £ 0,05 nM, o con una KD de 0,7 nM £ 0,05 nM o con
una KD de 1,7 nM £ 0,05 nM ; y/o
(5) el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno se une al RBD desglicosilado con una KD de 1,6 nM,
1,5nM, 1,4 nM, 1,3 nM, 1,2 nM, 1,1 nM, 1,0.

20. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-19, que es capaz
de neutralizar una infecciéon por SARS-CoV-2 en una célula de pulmén humano, donde, opcionalmente, la célula
de pulmén humano comprende una célula Calu-3, donde, ademas opcionalmente, el anticuerpo o el fragmento
de union a antigeno tiene una IC50 de neutralizaciéon de aproximadamente 97 ng/ml.

21. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-20, que es capaz
de unirse a un componente del complemento humano C1q, donde, opcionalmente, la unién al C1q se determina
usando interferometria de biocapa (BLI), tal como usando un instrumento Octet.

22. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-21, que es capaz
de inhibir la fusion célula-célula mediada por glicoproteinas de superficie de SARS-CoV-2.

23. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-22, que no provoca
una mejora mediada por anticuerpos de la replicacién del SARS-CoV-2 en una célula mononuclear de sangre
periférica (PBMC) derivada de un donante humano o una célula dendritica.

24. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-23, que es capaz
de inhibir una interaccion entre:

(i) SARS-CoV-2 y un DC-SIGN humano;

(ii) SARS-CoV-2 y un L-SIGN humano;

(iii) SARS-CoV-2 y un SIGLEC-1 humano; o

(iv) cualquier combinacion de (i)-(iii).

25. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-24, que es capaz
de unirse a una glicoproteina de superficie de:

(i) un SARS-CoV-2 Wuhan-Hu-1 (SEQ ID NO.:165);

(i) un SARS-CoV-2 B.1.1.7;

(iii) un SARS-CoV-2 B.1.351;

(iv) un SARS-CoV-2 que comprende una o mas de cualquiera de las siguientes mutaciones de sustitucion

relativas a la SEQ ID NO.:165: N501Y; S477N; N439K; L452R; E484K; Y453F; A520S; K417N; K417V,

S494P; N501T; S477R; V367F; P384L; A522S; A522V; V382L; P330S; T478l; S477I; P479S; o

(v) cualquier combinacién de (i)-(iv).
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26. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-25, donde el
anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno es capaz de neutralizar la infeccion por SARS-CoV-2 con una
IC50 de 3,0 nM, 3,1 nM, 3,2 nM, 3,3 nM, 3,4 nM, 3,5nM, 3,6 nM, 3,7 nM, 3,8 nM, 3,9 nM o0 4,0 nM.

27. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-26, que comprende:
(i) una cadena pesada que comprende (i)(1) una VH que comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.:113 y (i)(2) un CH1-CH3 que comprende o consiste en la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.:173; y
(i) una cadena ligera que comprende (ii)(1) una VL que comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.: 168 y (ii)(2) una CL que comprende o consiste en la secuencia
de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.: 174.

28. El anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-26, que comprende:
(i) una cadena pesada que comprende (i)(1) una VH que comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.:113, y (i)(2) un CH1-CH3 que comprende o consiste en la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.:175; y
(i) una cadena ligera que comprende (ii)(1) una VL que comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.:168, y (ii)(2) una CL que comprende o consiste en la secuencia
de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.:174.

29. El anticuerpo o el fragmento de union a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-26, que comprende

un CH1-CH3 que comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO.:265 o
266.
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