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DESCRIPCION
Anticuerpos dirigidos contra el complejo E1E2 del virus de la hepatitis C y sus epitopos.
Sector de la técnica

La presente invencion se refiere al uso de péptidos que reconocen anticuerpos conformacionales dirigidos contra el
VHC y mas particularmente a anticuerpos monoclonales. La invencion también se refiere al uso de tales péptidos
para detectar tales anticuerpos en el suero de pacientes infectados por VHC.

Estado de la técnica

La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) es una causa principal de hepatitis cronica y cirrosis y puede
conducir al carcinoma hepatocelular. Con aproximadamente 200 millones de personas en todo el mundo afectadas
créonicamente por VHC, esta enfermedad ha emergido como un problema sanitario grave a escala global. EI VHC es
un virus ARN con cubierta que pertenece al género Hepacivirus de la familia Flaviridae. Su genoma es un ARN
monocatenario de 9,6 kb de polaridad positiva con una region 5' no traducida (UTR) que funciona como sitio interno
de entrada ribosémica, un unico marco de lectura abierta codificante de una poliproteina de aproximadamente 3.000
aminoacidos y una 3'UTR (Bartenschlager et al., 2000). Esta poliproteina es cortada durante o después de la
traduccion por las peptidasas de la célula huésped, proporcionando proteinas estructurales, entre ellas la proteina
nuclear y las glucoproteinas de cubierta E1 y E2, y por las proteasas viricas, generando las proteinas no
estructurales (NS) 2 a 5B (Bartenschlager et al., 2000). Analogamente a los virus ARN de cadena positiva
relacionados, la replicacion se produce pasando por un ARN intermediario de cadena negativa y resulta catalizada
por las proteinas NS, que forman un complejo de replicasa asociado a la membrana citoplasmatica.

Los bajos niveles de particulas de VHC presentes en las muestras de plasma de pacientes y la falta de un sistema
de cultivo celular que proporcione soporte a una replicacion del VHC o un ensamblaje de las particulas eficientes
han dificultado la caracterizacién de las glucoproteinas asociadas al virion. Los conocimientos actuales sobre las
glucoproteinas de cubierta del VHC se basan en ensayos de cultivo celular de la expresion transitoria con vectores
de expresion viricos o no viricos. Estos estudios han demostrado que las glucoproteinas E1 y E2 interactuan
formando complejos (revisado en Dubuisson, 2000). En presencia de detergentes no idnicos, se detectan dos
formas de complejos E1E2: un heterodimero E1E2 estabilizado mediante interacciones no covalentes y los
agregados heterogéneos unidos por enlaces disulfuro, que se considera que representan complejos incorrectamente
plegados. Anteriormente, se han obtenido anticuerpos especificos de glucoproteinas de cubierta mediante
inmunizacién con péptidos sintéticos o con antigenos recombinantes. Un anticuerpo monoclonal (mAb) reactivo con
E2 sensible a la conformacién (H2) que reconoce los heterodimeros E1E2 unidos no covalentemente que se
consideran la forma pregemaciéon nativa del heterodimero de glucoproteina del VHC, sin embargo, no reaccionan
con las particulas derivadas de suero positivas para ARN de VHC (Deleersnyder et al., 1997). Ademas, el
documento WO 92/07001 da a conocer anticuerpos que se han preparado mediante inmunizacion de ratones
utilizando una preparacion de particulas de VHC extraidas de chimpancés infectados; sin embargo, estos
anticuerpos no han sido sometidos a ensayo con particulas de VHC naturales (es decir, derivadas de pacientes
infectados). Ademas, el documento WO 00/05266 da a conocer anticuerpos preparados a partir de células B de
pacientes infectadas; sin embargo, estos anticuerpos se han seleccionado segun su capacidad para unirse a la
proteina E2 recombinante. Por lo tanto, todos estos anticuerpos resultan de utilidad limitada para fines diagnésticos
o para fines terapéuticos o profilacticos debido a que se han producido o seleccionado utilizando VHC no naturales,
o partes de los mismos, y no se ha demostrado que interactien con particulas de VHC naturales.

La falta de preparaciones de VHC que contengan particulas naturales de VHC con cubierta en cantidad y
concentracion suficientes es uno de los motivos de que no hayan podido obtenerse hasta ahora anticuerpos que
puedan reconocer las particulas de VHC naturales. De hecho, los bajos niveles de particulas de VHC en las
muestras de plasma han dificultado la caracterizacion y observacion de este virus. Anteriormente se ha demostrado
que los virus recuperados durante la etapa aguda de la infeccidon a partir del plasma de pacientes naturalmente
infectados presenta una densidad de flotacion de aproximadamente 1,06 g/ml en sacarosa (Hijikata et al., 1993). En
contraste, los VHC recuperados de cultivos celulares tras la replicacién in vitro presenta una densidad de flotacion
de 1,12 g/ml en sacarosa (Yoshikura et al., 1996). Finalmente, los VHC recuperados de individuos infectados
cronicamente presenta una densidad de flotacién de aproximadamente 1,17 g/ml en sacarosa (Hijikata et al., 1993).
La baja densidad del virus derivado de suero se ha atribuido a su asociacion con lipoproteinas de baja densidad
séricas (Thomssen et al., 1992). El virus de alta densidad se ha demostrado que se asocia a anticuerpos unidos al
virus en complejos de antigeno-anticuerpo (Kanto et al., 1995). A pesar de estos datos, todavia no se dispone de
datos sobre la composiciéon de las proteinas de estas diferentes poblaciones de VHC, ni se conoce si las fracciones
de baja densidad (<1,0 g/ml) contienen cubierta, ARN y nucleocapside en forma de viriones completos.

Por lo tanto, un objetivo de la invencién consiste en proporcionar el uso de péptidos que reconocen anticuerpos que
reaccionen con las particulas de VHC naturales.

El documento WO 96/04385 da a conocer tres péptidos sintéticos, que corresponden respectivamente a los
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aminoacidos 289-308 de la proteina E1 del VHC, a los aminoacidos 475-494 de la proteina E2 del VHC y a los
aminoacidos 619-638 de la proteina E2 del VHC.

Otro aspecto de la invencion describe composiciones de particulas naturales del VHC, en cantidad y concentracion
suficientes para permitir la inmunizacién eficiente de los animales productores de anticuerpos.

Otro aspecto de la invencion describe composiciones de VHC especificas sin infectividad que puedan utilizarse
como sustancias activas en composiciones farmacéuticas.

Objeto de lainvencidn

La presente invencion se refiere al uso de péptidos que reconocen un anticuerpo conformacional que puede unirse
especificamente a la cubierta virica del VHC natural.

La expresion “anticuerpo conformacional” se refiere a un anticuerpo que reconoce un epitopo que presenta una
estructura tridimensional definida por su entorno molecular

La expresion “de union especifica” se refiere a que el anticuerpo se une a un epitopo que se encuentra en
sustancialmente so6lo uno de los elementos que forman la cubierta virica del VHC natural, es decir, que no se
produce sustancialmente ninguna unién del anticuerpo a elementos diferentes a los que forman la cubierta del VHC
natural. Por ejemplo, la especificidad de unién del anticuerpo puede someterse a ensayo mediante métodos bien
conocidos por el experto en la materia, tales como experimentos de transferencia western, en los que se hacen
migrar electroforéticamente muestras biolégicas dentro de un gel, que después se transfieren a una membrana y se
coincuban con dicho anticuerpo, realizando seguidamente la deteccion utilizando un anticuerpo secundario. Se dice
que dicho anticuerpo es “de unidn especifica” a un compuesto diana contenido en dichas muestras bioldgicas en el
caso de que sustancialmente la totalidad de las bandas electroforéticas detectadas contengan el compuesto diana o
partes del mismo.

El acrénimo “VHC” se refiere a “virus de la hepatitis C”; se describe en particular en Choo et al. (1989, 1991). El VHC
particularmente comprende ARN, una capside formada de una proteina nuclear, y una cubierta que comprende
lipidos y proteinas, particularmente glucoproteinas.

La “cubierta virica del VHC” esta formada de lipidos y proteinas, en particular glucoproteinas, tales como las
proteinas E1 y E2 del VHC (Clarke, 1997).

El término “natural” se refiere al VHC, o partes del mismo, tal como se encuentra en muestras bioldgicas y
posiblemente en su forma aislada y, en caso necesario, en su forma purificada a partir de muestras bioldgicas.
Dichas muestras pueden ser de sangre, plasma o suero procedentes de pacientes infectados por VHC. En
particular, el término “natural” se refiere al VHC, o partes del mismo, que no ha sido producido mediante métodos
recombinantes o mediante la utilizacion de lineas celulares o animales, y difiere de los elementos del VHC descritos
en Schalich et al. (1996), Blanchard et al. (2002) o en la patente WO 92/07001, por ejemplo.

La presente invencién se refiere mas particularmente a péptidos que reconocen un anticuerpo conformacional que
puede unirse especificamente a la proteina E2 del VHC natural.

La proteina E2 del VHC en particular se describe en Dubuisson (2000) y en Op De Beeck et al. (2001). Se produce
en forma de poliproteina (3.012 aminoacidos) que se escinde, proporcionando E2 (aminoacidos 384 a 714).

La expresion “de union especifica” se refiere a que el anticuerpo se une a un epitopo, o a una parte del mismo, que
se encuentra sustancialmente solo en la proteina E2 del VHC. En particular, el anticuerpo no puede separarse de la
proteina E2 de VHC en ensayos de competicion, en los que el complejo de anticuerpo-E2 se presenta con otras
proteinas.

La expresién “proteina E2 del VHC natural” se refiere a que la proteina se encuentra tal como se observa en
muestras biolégicas de pacientes infectados por VHC, en particular la proteina E2 natural de VHC no es una
proteina recombinante.

La presente invencién se refiere a péptidos que reconocen un anticuerpo conformacional tal como se ha definido
anteriormente, que puede neutralizar las infecciones por VHC en pacientes, usados en un método de deteccion.

La expresion “que neutraliza la infeccion por VHC” se refiere a que el anticuerpo puede mejorar la salud de los
pacientes infectados por VHC, tal como se pone de manifiesto, por ejemplo, en la reducciéon del VHC detectado en
sangre, plasma o suero, o a que el anticuerpo puede prevenir en un individuo la infeccién por VHC.

La capacidad de neutralizacién de la infeccion por VHC de dicho anticuerpo puede someterse a seguimiento en
modelos animales, tales como chimpancés o ratones, en particular ratones humanizados, que resultan infectados
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cronicamente por VHC, o que resultan infectados por primera vez por VHC en presencia de dicho anticuerpo. El
anticuerpo sometido a seguimiento debe ser que puede inducir, segun el caso, una reducciéon de la viremia
relacionada con el VHC o la prevencion de la infeccion por VHC.

La presente invencién se refiere al uso de péptidos que reconocen un anticuerpo conformacional tal como se ha
definido anteriormente que puede precipitar el complejo E1E2 del VHC bajo las formas covalentes o no covalentes
del mismo.

El complejo E1E2 del VHC puede ser no covalente, es decir, que E1 y E2 se encuentran asociados por medio de
enlaces débiles, tales como los enlaces hidrégeno, los enlaces idnicos, los enlaces de Van Der Waals o los enlaces
hidrofébicos, o covalentes, es decir, que E1 y E2 se encuentran asociados mediante enlaces covalentes, tales como
enlaces disulfuro, por ejemplo. Las formas covalentes y no covalentes del complejo E1E2, en particular, se
describen o se sugieren en Deleersnyder et al. (1997).

La expresion “de precipitacion” se refiere a que el anticuerpo puede provocar que el complejo E1E2 del VHC se
insolubilice. La precipitacion puede producirse, por ejemplo, tal como se describe en Dubuisson y Rice (1996).

La presente invencién se refiere a péptidos que reconocen un anticuerpo conformacional tal como se ha definido
anteriormente, que puede unirse especificamente a la proteina E1del VHC natural.

La E1 del VHC en particular se describe en Dubuisson (2000) y en Op De Beeck et al. (2001). Se produce en forma
de poliproteina (3.012 aminoacidos) que resulta cortada, proporcionando E1 (aminoacidos 192 a 383).

La expresién “de union especifica” se refiere a que el anticuerpo se une a un epitopo, o parte del mismo, que se
encuentra sustancialmente en Unicamente la proteina E1 del VHC. En particular, el anticuerpo no puede separarse
de la proteina E1 del VHC en ensayos de competicién, en los que el complejo anticuerpo -E1 se presenta con otras
proteinas.

La expresién “proteina E1 del VHC natural” se refiere a que la proteina se encuentra tal como se observa en
muestras bioldgicas de pacientes infectados por el VHC, en particular la proteina E1 del VHC natural no es una
proteina recombinante.

La presente invencion se refiere mas especificamente al uso de péptidos que reconocen un anticuerpo
conformacional que puede unirse especificamente a la proteina E1 del VHC natural, a la proteina E2 del VHC
natural, y de precipitar el complejo E1E2 del VHC bajo sus formas covalentes o no covalentes.

La presente invencién se refiere a péptidos que reconocen un anticuerpo conformacional tal como se ha definido
anteriormente, que puede unirse especificamente a un epitopo constituido por las tres secuencias siguientes:

aminoacidos 297 a 306 de la proteina E1 del VHC,
aminoacidos 480 a 494 de la proteina E2 del VHC,
aminoacidos 613 a 621 de la proteina E2 del VHC.

El anticuerpo puede unirse a:

- una molécula que presenta un péptido que comprende los aminoacidos 297 a 306 de la proteina E1 del VHC,
correspondiente a la secuencia siguiente: RHWTTQGCNC (SEC ID n° 1); y/o

- auna molécula que presenta un péptido que comprende los aminoéacidos 480 a 494 de la proteina E2 del VHC,
correspondiente a la secuencia siguiente: PDQRPYCWHYPPKPC (SEC ID n° 2); y/o

- auna molécula que presenta un péptido que comprende los aminoacidos 613 a 621 de la proteina E2 del VHC,
correspondiente a la secuencia siguiente: YRLWHYPCT (SEC ID n° 3).

Un péptido consiste en una secuencia definida por SEC ID n° 1, SEC ID n° 2 o SEC ID n° 3. La unién de dicho
anticuerpo a por lo menos una de las secuencias anteriores puede ser examinada sintetizando un péptido que
contiene cualquiera de las secuencias anteriores y examinando la capacidad de unién del anticuerpo a dicho péptido
sintetizado mediante procedimientos bien conocidos por el experto en la materia, tal como ELISA O EIA por ejemplo.
El acrénimo “ELISA” significa enzimoinmunoanalisis de adsorcion.

El acrénimo “EIA” significa enzimoinmunoanalisis.

La presente invencién se refiere a péptidos que reconocen un anticuerpo conformacional como se ha definido
anteriormente, que puede unirse especificamente a un epitopo constituido por las tres secuencias siguientes:
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aminoacidos 297 a 306 de la proteina E1 del VHC;
aminoacidos 480 a 494 de la proteina E2 del VHC;
aminoacidos 613 a 621 de la proteina E2 del VHC.

El anticuerpo puede unirse a una molécula que presenta un epitopo, comprendiendo dicho epitopo:

- un péptido que comprende los aminoacidos 297 a 306 de la proteina E1 del VHC, correspondiente a la secuencia
siguiente: RHWTTQGCNC (SEC ID n®: 1); y

- un péptido que comprende los aminoacidos 480 a 494 de la proteina E2 del VHC, correspondiente a la secuencia
siguiente: PDQRPYCWHYPPKPC (SEC ID n°: 2); y

- un péptido que comprende los aminoacidos 613 a 621 de la proteina E2 del VHC, correspondiente a la secuencia
siguiente: YRLWHYPCT (SEC ID n°: 3).

La union de dicho anticuerpo a un epitopo que comprende cada una de las secuencias anteriores puede someterse
a ensayo mediante el ensayo de la capacidad de union del anticuerpo a una molécula, en particular una proteina,
que consiste en la secuencia RHWTTQGCNC (SEC ID n° 1) y a una molécula, en particular una proteina, que
consiste en la secuencia PDQRPYCWHYPPKPC (SEC ID n° 2) y a una molécula, en particular una proteina, que
consiste en la secuencia YRLWHYPCT (SEC ID n° 3), mediante métodos bien conocidos por el experto en la
materia, tal como ELISA o EIA, por ejemplo.

La presente invencién se refiere al uso de péptidos que reconocen un anticuerpo conformacional tal como se ha
definido anteriormente, en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

La expresion “anticuerpo monoclonal” se refiere a que el anticuerpo se une sustancialmente a un solo epitopo, o a
partes de dicho epitopo.

Un anticuerpo monoclonal puede obtenerse a partir de lineas celulares monoclonales, derivadas a partir de células
inmortalizadas secretoras de anticuerpos, tales como hibridomas, por ejemplo.

Las lineas celulares monoclonales se derivan a partir del cultivo de una sola célula.

Puede producirse un hibridoma mediante fusion de una célula secretora de anticuerpo, tal como una célula B, con
una célula inmortalizada, segun Kohler y Milstein (1975) o segun Butlin et al. (1978), por ejemplo.

Un anticuerpo monoclonal tal como se ha definido anteriormente resulta secretado por el hibridoma depositado para
el Tratado de Budapest en el CNCM (Collection Nationale de Culture de Microorganismes, Institut Pasteur, Paris,
Francia) el 19 de marzo de 2003, bajo el numero de acceso CNCM 1-2983.

Dicho anticuerpo monoclonal en particular se une a la cubierta virica del VHC natural, a la proteina E2 del VHC
natural, a la proteina E1 del VHC natural, y puede precipitar el complejo E1E2 del VHC bajo sus formas covalentes o
no covalentes, y puede unirse a un epitopo constituido por la totalidad de las secuencias anteriormente definidas. En
particular en adelante se hace referencia a dicho anticuerpo monoclonal en la presente memoria como D32.10.

Segun otro aspecto, un anticuerpo monoclonal tal como se ha definido anteriormente es secretado por el hibridoma
depositado bajo el Tratado de Budapest en el CNCM (Collection Nationale de Culture de Microorganismes, Institut
Pasteur, Paris, Francia) el 19 de marzo de 2003, bajo el nimero de acceso CNCM [-2982.

Dicho anticuerpo monoclonal en particular se une a la cubierta virica del VHC natural y a la proteina E2 del VHC.
Dicho anticuerpo monoclonal en particular se denomina en adelante D4.12.9.

La invencién también describe fragmentos o derivados de los anticuerpos segun la invencioén. Los fragmentos de los
anticuerpos de la invencion en particular comprenden fragmentos Fab, F(ab'), o scFv (Fv de una cadena), que son
bien conocidos por el experto en la materia. Los derivados de los anticuerpos comprenden, en caso apropiado,
anticuerpos humanizados. Los anticuerpos humanizados pueden ser, por ejemplo, anticuerpos quiméricos en los
que, en caso apropiado, partes de los anticuerpos se sustituyen por las partes correspondientes de anticuerpos
humanos, tales como el fragmento Fc por ejemplo. Alternativamente, la region determinante de complementariedad
(CDR) de los anticuerpos puede injertarse en anticuerpos humanos, tal como se describe, por ejemplo, en la patente
US n° 5.824.307.

La invencién también describe un hibridoma depositado bajo el Tratado de Budapest en la CNCM (Collection
Nationale de Culture de Microorganismes, Institut Pasteur, Paris, Francia) el 19 de marzo de 2003, bajo el nimero
de acceso CNCM [-2983.

La invencién también describe un hibridoma depositado bajo el Tratado de Budapest en la CNCM (Collection
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Nationale de Culture de Microorganismes, Institut Pasteur, Paris, Francia) el 19 de marzo de 2003, bajo el nimero
de acceso CNCM [-2982.

La invencion también describe una composicion farmacéutica que comprende como sustancia activa por lo menos
uno de los anticuerpos mencionados anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Un vehiculo farmacéuticamente aceptable es, en particular, uno tal como se define en Remington's Pharmaceutical
Sciences, 16a edicion, Mack Publishing Co.

Pueden estar comprendidos otros compuestos, en particular compuestos antiviricos, en la composicion
anteriormente indicada, tal como otros anticuerpos anti-VHC y fragmentos o derivados de los mismos, interferones,
inhibidores de ARN polimerasa, inhibidores de proteasa o inhibidores de helicasa.

La composicion farmacéutica mencionada anteriormente puede administrarse en una Unica dosis o en mdltiples
dosis. En el caso de una unica dosis, la composicion puede comprender entre aproximadamente 0,1 mg de
anticuerpo por kg de peso corporal y aproximadamente 1 g de anticuerpo por kg de peso corporal, en particular entre
aproximadamente 1 mg/kg y aproximadamente 100 mg/kg. En el caso de multiples dosis, la composicién puede
administrarse en una dosis de entre aproximadamente 0,1 mg de anticuerpo por kg de peso corporal al dia y
aproximadamente 1 g de anticuerpo por kg de peso corporal al dia, en particular entre aproximadamente 1 mg/kg/dia
y aproximadamente 100 mg/kg/dia.

La invenciéon también describe la utilizacién de por lo menos uno de los anticuerpos tal como se han definido
anteriormente, para la preparacién de un medicamento destinado al diagndstico, a la prevencion o al tratamiento de
las infecciones por VHC.

Los anticuerpos pueden utilizarse para la deteccién de particulas viricas de VHC en muestras bioldgicas que pueden
contener VHC. Dichas muestras pueden obtenerse de pacientes infectados por VHC o con riesgo de resultar
infectados por VHC y comprenden en particular muestras de sangre, plasma o suero. Puede aplicarse con los
anticuerpos de la invencion cualquiera de los métodos bien conocidos por el experto en la materia para la deteccion
de virus con anticuerpos, tales como ELISA o EIA.

El anticuerpo puede utilizarse para la preparaciéon de un medicamento administrado en pacientes infectados o no por
VHC, con el fin de neutralizar una infeccion por VHC. La neutralizacion de la infeccion por VHC puede realizarse
mediante la prevencion del contacto del VHC con las células diana, por ejemplo uniendo el anticuerpo a moléculas
de la cubierta, tales como E1 o E2, que se unen a los receptores de membrana de las células diana, impidiendo asi
la union de VHC y células diana.

El anticuerpo puede administrarse en pacientes infectados por VHC para impedir que las particulas viricas de VHC
infecten las células, en particular los hepatocitos, o para estimular la captura de VHC recubiertos con dichos
anticuerpos por parte de células del sistema inmunolégico.

El anticuerpo puede, en particular, administrarse en pacientes que deben recibir un 6rgano de trasplante, en
particular un higado, antes, durante o después de la cirugia de trasplante, para neutralizar las particulas viricas de
VHC que pueden encontrarse contenidas en el érgano trasplantado.

La invencion también describe una particula virica con cubierta que puede unirse a por lo menos uno de los
anticuerpos tal como se han definido anteriormente.

La expresion “particula virica con cubierta” representa en particular un virién de VHC, o parte de un virion de VHC,
que contiene una cubierta, comprendiendo la cubierta lipidos y/o proteinas, en particular glucoproteinas, asociadas
en laminas.

La invencién también describe un anticuerpo que se une a una particula virica con cubierta que puede unirse a por
lo menos uno de los anticuerpos tal como se han definido anteriormente.

La invencion describe una composicion de particulas viricas de VHC derivadas a partir de muestras iniciales de
sangre, plasma o suero humano, en la que la concentracién de copias de ARN de VHC es entre aproximadamente
100 y 1.000 veces superior a la concentracion de copias de ARN de VHC en las muestras iniciales de sangre,
plasma o suero humano a partir de las que se ha derivado, y es en particular superior a aproximadamente 107
copias/ml.

La elevada concentracién de las composiciones permite una inmunizacién eficiente de animales con dichas
composiciones.

El ARN de VHC es, en particular, ARN genémico de VHC.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 543 630 T3

El contenido de ARN de VHC de una muestra puede medirse mediante RT-PCR, en particular mediante RT-PCR
cuantitativa, con el aparato Ampllcor M HCV Monitor™, Roche Diagnostics (Young et al., 1993), por ejemplo.

Alternativamente, el contenido de ARN del VHC de una muestra también puede medirse utilizando la tecnologia
NASBA (amplificacién basada en la secuencia de acidos nucleicos) (Damen et al., 1999).

El contenido de ARN del VHC de una muestra puede expresarse en términos del nimero de copias de moléculas de
ARN del VHC en dicha muestra, siendo equivalente una copia a una unidad internacional (Ul).

El contenido de ARN del VHC de una muestra es indicativo de la cantidad de viriones de VHC contenidos en dicha
muestra.

Una composicién que contenga mas de aproximadamente 107 copias/ml de ARN del VHC permite la inmunizacién
eficiente de animales con dicha composicién.

La invencidon mas concretamente describe una composiciéon tal como se ha definido anterlormente en la que el
numero de copias de ARN del VHC es de entre aproximadamente 108 y aproximadamente 10° UI por mg de
proteina.

El contenido de proteinas de la composicién se evalla mediante métodos bien conocidos por el experto en la
materia, y particularmente mediante el ensayo de Lowry (Lowry et al., 1951), tal como el ensayo de proteinas Biorad
(Biorad Laboratories).

Dicha medida representa la actividad especifica de la composicion; es indicativa de la pureza de la misma; cuanto
mas alto es el numero de copias de ARN del VHC por mg de proteina, mas alta es la pureza de la composicién que
contiene VHC.

La invencién describe ademas una composicion tal como se ha definido anteriormente, en la que el volumen de
dicha composicion es de entre aproximadamente 0,1 ml y aproximadamente 10 ml.

Un volumen de composicion de entre aproximadamente 0,1 ml y aproxmadamente 10 ml corresponde a una
composicion tal como se ha definido anteriormente que contiene por lo menos 10° copias de ARN del VHC.

Dicha composicion resulta util para la inmunizacion de animales. Por ejemplo, la inmunizacion eficiente de un raton
%were la administraciéon de una composicién de particulas viricas de VHC que contenga mas de aproximadamente
10° copias de ARN de VHC, tal como se indica en los ejemplos.

Segun otra forma de realizacién, la invencion describe una particula subvirica con cubierta de VHC aislada que
sustancialmente no presenta ARN de VHC ni proteina nuclear de VHC.

El término “aislado” se refiere a que la particula ha sido extraida de su entorno natural, en particular ha sido
separada de otras particulas viricas de VHC o partes de las mismas que contienen ARN de VHC y/o proteina
nuclear de VHC.

La expresiéon “sustancialmente sin ARN de VHC ni proteina nuclear de VHC se refiere a que la soluciéon que
contiene la partlcula subvirica anterlormente definida contiene menos de 10* Ul/ml de ARN de VHC medidos con el
aparato Ampllcor HCV Monitor™, de Roche Diagnostics (Young et al., 1993), y menos de 1 pg/ml de proteina
nuclear medido con el ensayo dlagnostico Ortho-Clinical (Aoyagi et al., 1999).

La presencia de la cubierta puede evaluarse, por ejemplo, mediante un ensayo EIA o ELISA con el anticuerpo
secretado por el hibridoma depositado en la CNCM bajo el nimero de acceso 1-2983, en adelante denominado
D32.10, o el anticuerpo secretado por el hibridoma depositado en la CNCM bajo el nimero de acceso [-2982, en
adelante denominado D4.12.9.

La expresién “particula subvirica de VHC con cubierta” se refiere a que la particula sélo contiene sustancialmente la
parte de cubierta del viriéon de VHC, es decir, lipidos y proteinas, en particular glucoproteinas, asociadas en laminas.
Las particulas viricas de VHC aisladas hasta el presente contienen ARN de VHC y/o proteina nuclear de VHC.

La invencion describe mas concretamente una particula subvirica de VHC con cubierta aislada tal como se ha
definido anteriormente, en la que dicha particula subvirica puede unirse a cualquiera de los anticuerpos indicados
anteriormente.

La union de las particulas subviricas anteriormente indicadas a los anticuerpos descritos en el presente documento
puede evaluarse mediante varios métodos bien conocidos por el experto en la materia, tales como la
inmunoprecipitacion, ELISA, EIA o transferencia western, por ejemplo.
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Segun otra forma de realizacion, la invencion describe una composicion que comprende particulas viricas completas
de VHC con cubierta purificadas, conteniendo dichas particulas viricas completas de VHC con cubierta purificadas,
ARN de VHC, proteina nuclear de VHC y cubierta de VHC, las cuales pueden unirse a cualquiera de los anticuerpos
indicados anteriormente.

La invencién describe méas particularmente una composicion que comprende particulas viricas completas de VHC
con cubierta naturales purificadas.

La expresion “particulas viricas completas de VHC con cubierta” se refiere a que los viriones de VHC contienen ARN
gendémico de VHC, proteina nuclear de VHC y cubierta de VHC. No se ha informado en la técnica anterior de una
particula virica de VHC que contenga dichos tres componentes.

La presencia de ARN de VHC, proteina nuclear de VHC y cubierta de VHC puede evaluarse mediante la utilizacion
de los métodos definidos anteriormente.

El término “purificado” se refiere a que la particula virica completa de VHC con cubierta indicada anteriormente se ha
separado de otros compuestos, tales como particulas subviricas de VHC con cubierta. En particular, puede
evaluarse, por ejemplo mediante microscopia electrénica, que la composicion contiene 90% menos particulas
subviricas de VHC con cubierta que las particulas viricas completas de VHC con cubierta.

La unién de la particula virica completa de VHC con cubierta anteriormente indicada a los anticuerpos descritos en el
presente documento puede evaluarse mediante varios métodos bien conocidos por el experto en la materia, tales
como la inmunoprecipitacion, ELISA, EIA o transferencia western, por ejemplo.

Segun otra forma de realizacion, la invencion describe un procedimiento para preparar una composicion de
particulas viricas de VHC, que comprende las etapas siguientes:

- por lo menos dos ultracentrifugaciones de una muestra que resulta de una plasmaféresis clarificada de un
paciente infectado por VHC, con el fin de obtener un sedimento enriquecido en VHC,

- la resuspension del sedimento enriquecido en VHC en una solucién acuosa, con el fin de obtener una
composicion de particulas viricas de VHC.

Las ultracentrifugaciones se llevaron a cabo, por ejemplo, a una velocidad de entre aproximadamente 190.000 g y
aproximadamente 220.000 g, preferentemente de 210.000 g, durante entre aproximadamente 3 y aproximadamente
5 horas, preferentemente durante 4 horas.

Las condiciones preferidas de centrifugacion conducen a la precipitacion de las particulas viricas, tales como las
particulas viricas de VHC, mientras que otros compuestos contenidos en el plasma clarificado no precipitan.

El término “plasmaféresis” se refiere a que se ha filtrado la sangre del paciente para obtener plasma, mientras que el
resto de la sangre se ha reinyectado en el paciente.

El término “clarificado” se refiere a que el plasma obtenido de la plasmaféresis se ha centrifugado a baja velocidad,
en particular a 3.000 g, durante 30 minutos.

El volumen inicial de la plasmaféresis antes de la ultracentrifugacion ventajosamente es de aproximadamente 1 litro.
Segun otra forma de realizacion, la invencion describe una composicion de particulas viricas de VHC, tal como la
obtenida segun el procedimiento anteriormente indicado de preparacion de una composicion de particulas viricas de
VHC.

Segun otra forma de realizacion, la invencion describe un procedimiento para preparar una composicion de
particulas subviricas de VHC con cubierta que comprende las etapas siguientes:

- por lo menos dos ultracentrifugaciones de una muestra que resulta de una plasmaféresis clarificada de un
paciente infectado por VHC con el fin de obtener un sedimento enriquecido en VHC,

- resuspension del sedimento enriquecido en VHC en una solucién acuosa,
- ultracentrifugacion del sedimento enriquecido en VHC resuspendido en un gradiente de densidad de sacarosa
con el fin de separar los elementos del sedimento enriquecido en VHC resuspendido en fracciones segun su

densidad,

- recuperacion de las fracciones que no contienen sustancialmente ARN de VHC, sustancialmente nada de
proteina nuclear de VHC y que contienen particulas que pueden unirse al anticuerpo monoclonal indicado
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anteriormente como D32.10 o D4.12.9, con el fin de obtener una composicion de particulas subviricas de VHC
con cubierta.

La ultracentrifugacion del sedimento enriquecido en VHC resuspendido en un gradiente de densidad de sacarosa
puede llevarse a cabo entre aproximadamente 190.000 g y aproximadamente 220.000 g, preferentemente a 210.000
g, durante entre aproximadamente 40 horas y aproximadamente 50 horas, preferentemente durante 48 horas; el
gradiente de sacarosa puede ser ventajosamente de aproximadamente 10% a aproximadamente 60% p/p, de
aproximadamente 20% a aproximadamente 50% p/p, de aproximadamente 25% a aproximadamente 45% p/p, o de
aproximadamente 30% a aproximadamente 45% p/p.

Todas las fracciones obtenidas se sometieron a ensayo para la presencia de ARN de VHC, proteina nuclear de VHC
y/o particulas que pueden unirse a D32.10 o a D4.12.9.

Se dice que las fracciones no contienen sustancialmente ARN de VHC en el caso de que el contenido de ARN de
VHC medido mediante un AmplicorTM HCV Monitor™, Roche Diagnostics (Young et al., 1993), sea inferior a
aproximadamente 10* 1U/m.

Se dice que las fracciones no contienen sustancialmente proteina nuclear de VHC en el caso de que el contenido de
proteina nuclear de VHC medido mediante el ensayo diagndstico Ortho-Clinical (Aoyagi et al., 1993) sea inferior a
aproximadamente 1 pg/ml.

El anticuerpo monoclonal utilizado es en particular el anticuerpo monoclonal D32.10, que resulta secretado por el
hibridoma depositado en la CNCM bajo el niumero de acceso |-2983.

Se dice que las particulas pueden unirse al anticuerpo monoclonal mencionado anteriormente en el caso de que
presenten un resultado positivo en el ensayo EIA siguiente:

Se recubren placas de poliestireno de 96 pocillos (Falcon; Becton Dickinson Francia S.A., Le Pont de Claix) con las
diferentes fracciones diluidas de 10" a 10™. Las placas se incuban durante la noche a 4°C y después se saturan con
tampon Tris-NaCl (TN) (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5 y NaCl 100 mM) que contiene albumina de suero bovino (BSA) al
5% (p/v). Se afiade a cada pocillo mAb D32.10 diluido en una mezcla de tampdn TN/BSA y suero humano normal
(NHS) al 50% a una concentracion de 5 pg/ml y se incuba durante 2 horas a 37°C. El anticuerpo unido se detecta
con un fragmento F(ab'), conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRPO) de inmunoglobulinas antirraton
(diluidas 1/5.000; Immunotech) y con ortofenilendiamina (OPD) y peréxido de hidrogeno (H20O2) como sustratos. Se
determind la densidad éptica DO a 450 nm o a 490 nm con un lector de placas ELISA (MRX, Dynex). Los resultados
se consideran positivos en el caso de que sean superiores al valor de corte, correspondiente a una media de los
controles negativos multiplicada por 2,1.

Las fracciones recuperadas presentaban en particular una densidad en sacarosa de aproximadamente 1,13 a
1,15 g/ml.

Alternativamente, las fracciones se sometieron a ensayo en primer lugar para la presencia de particulas que pueden
unirse a D32.10 y/o a D4.12.9; en el caso de que no se encontrase presente sustancialmente ninguna de dichas
particulas, no se realizaba ningun otro ensayo; en el caso de que si se encontrasen presentes dichas particulas, se
llevaba a cabo el ensayo de ARN de VHC y/o de proteina nuclear de VHC.

Segun ofra forma de realizacion, la invencién describe una composicion de particulas subviricas de VHC con
cubierta tal como la obtenida segun el procedimiento anteriormente indicado para la preparaciéon de una composicion
de particulas subviricas de VHC con cubierta.

Segun otra forma de realizacion, la invencién describe un procedimiento para preparar una composicion purificada
de particulas viricas completas de VHC con cubierta, que comprende las etapas siguientes:

- por lo menos dos ultracentrifugaciones de una muestra que resulta de una plasmaféresis clarificada de un
paciente infectado por VHC, con el fin de obtener un sedimento enriquecido en VHC,

- resuspension del sedimento enriquecido en VHC en una solucién acuosa,

- ultracentrifugacion del sedimento resuspendido enriquecido en VHC en un gradiente de densidad de sacarosa
con el fin de separar en fracciones segun su densidad los elementos del sedimento resuspendido enriquecido en
VHC,

- recuperacioén de las fracciones que contienen entre aproximadamente 5x10° y aproximadamente 10°® Ul de ARN
de VHC por ml, entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100 pg de proteina nuclear de VHC por ml, y que
contienen particulas que pueden unirse al anticuerpo monoclonal definido anteriormente como D32.10 o D4.12.9,
con el fin de obtener una composicion purificada de particulas viricas completas de VHC con cubierta.
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La ultracentrifugacion del sedimento resuspendido enriquecido en VHC en un gradiente de densidad de sacarosa
puede llevarse a cabo entre aproximadamente 190.000 g y aproximadamente 220.000 g, preferentemente a
210.000 g, durante entre aproximadamente 40 horas y aproximadamente 50 horas, preferentemente durante 48
horas; el gradiente de sacarosa puede ser ventajosamente de entre aproximadamente 10% y aproximadamente 60%
p/p, de entre aproximadamente 20% y aproximadamente 50% p/p, de entre aproximadamente 25% vy
aproximadamente 45% p/p, o de entre aproximadamente 30% y aproximadamente 45% p/p.

El contenido de ARN de VHC, el contenido de proteina nuclear de VHC y la capacidad de union de las particulas se
midieron tal como se ha mencionado anteriormente.

El anticuerpo monoclonal utilizado era en particular el anticuerpo monoclonal D32.10, que resulta secretado por el
hibridoma depositado en la CNCM bajo el nimero de acceso 1-2983.

La composicion obtenida mediante dicho procedimiento contiene en particular particulas viricas completas de VHC
con cubierta purificadas y en particular no presenta sustancialmente particulas subviricas de VHC con cubierta. En
particular, puede evaluarse mediante, por ejemplo, microscopia electronica, que la composicion contiene 90%
menos particulas subviricas de VHC con cubierta que particulas viricas completas de VHC con cubierta.

Las fracciones recuperadas presentan en particular una densidad en sacarosa de aproximadamente 1,17 a
1,21 g/ml, mas particularmente de aproximadamente 1,17 a 1,20 g/ml, de aproximadamente 1,19 a 1,21 g/ml, de
aproximadamente 1,17 a 1,19 g/ml, o de aproximadamente 1,19 a 1,20 g/ml.

Alternativamente, las fracciones en primer lugar se sometieron a ensayo para la presencia de ARN de VHC; en el
caso de que se encontrasen presentes mas de 10° copias/ml de ARN de VHC, se llevaba a cabo el ensayo de
proteina nuclear de VHC; en el caso de que no se encontrasen presentes mas de 50 pg/ml de proteina nuclear, se
llevaba a cabo un ensayo de la presencia de particulas que pueden unirse a D32.10 y/o a D4.12.9; en el caso de
que se encontrasen presentes menos de 10° copias/ml de ARN de VHC, no se lleva a cabo ningun otro ensayo.

Segun otra forma de realizacion, la invencién describe una composicion de particulas viricas completas de VHC con
cubierta purificadas, tales como las obtenidas segun el procedimiento correspondiente mencionado anteriormente.

La invencién también describe un procedimiento para preparar un anticuerpo monoclonal secretado por el hibridoma
depositado en la CNCM bajo el nimero de acceso 1-2983, que comprende las etapas siguientes:

- inmunizacién de un animal, en particular de un mamifero, con una composicidon de particulas viricas de VHC
descrita en el presente documento, o tal como la preparada tal como se describe en el presente documento, y
recuperacion de los anticuerpos generados,

- seleccion, entre los anticuerpos generados, de anticuerpos monoclonales segun su capacidad de unirse a las
particulas viricas de VHC contenidas en la composicion anteriormente indicada de particulas viricas de VHC.

La composicion particulas viricas de VHC puede obtenerse de la manera siguiente:

- por lo menos dos ultracentrifugaciones de una muestra resultante de una plasmaféresis clarificada de un
paciente infectado por VHC con el fin de obtener un sedimento enriquecido en VHC,

- resuspension del sedimento enriquecido en VHC en una solucion acuosa, con el fin de obtener una composicion
de particulas viricas de VHC.

La seleccion de los anticuerpos generados puede llevarse a cabo utilizando un ensayo EIA indirecto tal como se ha
indicado anteriormente, recubriendo las placas con la composicion de particulas viricas de VHC de la invencion.

Segun otra forma de realizacion, la invencién describe un procedimiento para preparar un anticuerpo monoclonal
secretado por el hibridoma depositado en la CNCM bajo el nimero de acceso 1-2982, que comprende las etapas
siguientes:

- inmunizar un animal, en particular un mamifero, con una composicion purificada de particulas viricas completas
de VHC con cubierta descrita en el presente documento, o preparada tal como se describe en el presente
documento, y recuperar los anticuerpos generados,

- seleccionar, entre los anticuerpos generados, anticuerpos monoclonales para su capacidad de unirse a las
particulas viricas completas de VHC con cubierta purificadas que se encuentran contenidas en la composicion
anteriormente indicada de particulas viricas completas de VHC con cubierta purificadas.

La composicion purificada de particulas viricas completas de VHC con cubierta puede obtenerse de la manera
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siguiente:

- por lo menos dos ultracentrifugaciones de una muestra resultante de una plasmaféresis clarificada de un
paciente infectado por VHC, con el fin de obtener un sedimento enriquecido en VHC,

- resuspension del sedimento enriquecido en VHC en una solucién acuosa,

- ultracentrifugacion del sedimento resuspendido enriquecido en VHC en un gradiente de densidad de sacarosa,
con el fin de separar en fracciones segun su densidad los elementos del sedimento resuspendido enriquecido en
VHC,

- recuperacién de las fracciones que contiene entre aproximadamente 5x10° y aproximadamente 10° Ul de ARN
de VHC por ml, entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100 pg de proteina nuclear de VHC por ml, y que
contienen particulas que pueden unirse al anticuerpo monoclonal definido anteriormente como D32.10 o D4.12.9,
con el fin de obtener una composicion purificada de particulas viricas completas de VCH con cubierta.

La etapa de seleccion puede realizarse tal como se ha indicado anteriormente.

Segun otra forma de realizacion, la invencién describe un procedimiento para preparar un anticuerpo monoclonal
dirigido contra el VHC, en particular particulas subviricas de VHC con cubierta, que comprende las etapas
siguientes:

- inmunizar un animal, en particular un mamifero, con una composicidon de particulas subviricas de VHC con
cubierta descrita en el presente documento, o preparada tal como se describe en el presente documento, y
recuperar los anticuerpos generados,

- seleccionar, de entre los anticuerpos generados, anticuerpos monoclonales segun su capacidad de unirse a
particulas subviricas de VHC con cubierta contenidas en la composicién anteriormente indicada de particulas
subviricas de VHC con cubierta.

La composicion de particulas subviricas de VHC con cubierta puede obtenerse de la manera siguiente:

- por lo menos dos ultracentrifugaciones de una muestra resultante de una plasmaféresis clarificada de un
paciente infectado por VHC, con el fin de obtener un sedimento enriquecido en VHC,

- resuspension del sedimento enriquecido en VHC en una solucién acuosa,

- ultracentrifugacion del sedimento resuspendido enriquecido en VHC en un gradiente de densidad de sacarosa,
con el fin de separar los elementos en fracciones segun su densidad del sedimento resuspendido enriquecido en
VHC,

- recuperacion de las fracciones que no contienen sustancialmente ARN de VHC, sustancialmente exentas de
proteina nuclear de VHC y que contienen particulas que pueden unirse al anticuerpo monoclonal definido
anteriormente como D32.10 o D4.12.9, con el fin de obtener una composicion de particulas subviricas de VHC
con cubierta.

La etapa de seleccidn puede realizarse tal como se ha indicado anteriormente.

La presente invencion describe més particularmente anticuerpos dirigidos contra las particulas subviricas de VHC
con cubierta de la invencion.

La invencion también describe una composicion farmacéutica que comprende como sustancia activa por lo menos
un anticuerpo dirigido contra particulas subviricas de VHC con cubierta y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Segun otra forma de realizacion, la invenciéon describe una composicion farmacéutica que comprende como
sustancia activa las particulas subviricas de VHC con cubierta tal como se han definido anteriormente, o la
composicion que comprende las particulas subviricas de VHC con cubierta tal como se han definido anteriormente, y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Adicionalmente, pueden afadirse a la composicion farmacéutica adyuvantes, tales como los definidos, por ejemplo,
en Remington's Pharmaceutical Sciences, 16a edicién, Mack Publishing Co.; los adyuvantes pueden ser, por
ejemplo, adyuvante incompleto de Freund, sales de aluminio o hidréxido de aluminio.

La composicién puede administrarse, por ejemplo, en una sola dosis que comprenda entre 1 mg y 1 g de particulas
subviricas de VHC con cubierta.
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Segun otra realizacion, la invencién describe la utilizacidon de las particulas subviricas de VHC con cubierta definidas
anteriormente, o de la composicién que comprende las particulas subviricas de VHC con cubierta definidas
anteriormente, para inducir una reacciéon inmunolégica contra dichas particulas subviricas de VHC con cubierta o
contra particulas viricas completas de VHC con cubierta definidas anteriormente.

La expresion “inducir una reaccion inmunolégica” se refiere a que las células B secretoras de anticuerpos dirigidos
contra las particulas viricas de VHC pueden activarse o a que las células T que destruyen células infectadas por
VHC pueden activarse.

Segun otra forma de realizacion, la invencion describe la utilizacion de las particulas subviricas de VHC con cubierta
definidas anteriormente, o de la composicién que comprende particulas subviricas de VHC con cubierta definidas
anteriormente, para la preparacién de un medicamento destinado al diagndstico, a la prevencion o al tratamiento de
las infecciones por VHC.

Las particulas subviricas de VHC con cubierta pueden utilizarse para evaluar la presencia de anticuerpos dirigidos
contra el VHC en inmunoensayos segun un método bien conocido por el experto en la materia, tal como EIA o
ELISA.

Las particulas subviricas de VHC con cubierta pueden utilizarse para la preparacion de una vacuna contra la
hepatitis C, en particular una vacuna terapéutica.

La expresion “vacuna terapéutica” se refiere a que la vacuna puede mejorar el estado de un paciente infectado por
VHC, por ejemplo mediante la induccién de la produccidn de anticuerpos dirigidos contra el VHC.

Descripcion de las figuras

Figuras 1A, 1B, 1C, 1Dy 1E

Las figuras 1A, 1B, 1C, 1D y 1E representan electroforesis en gel de dodecilsulfato sédico-poliacrilamida (SDS-
PAGE) de lisados de anticuerpos precipitados de células marcadas con %3, Los carriles 1, 2,3,4,5 6y7
corresponden, respectivamente, a los anticuerpos C9.19.16, C2.22.1, D32.10, D3.20.12, C7.24.19, C7.14.41 y
C1.9.3. El acréonimo “MW” corresponde a un marcador de peso molecular. El tamafio de las bandas correspondiente
al marcador de peso molecular, se presentan a la derecha del gel. Si resulta posible, las bandas se identifican a la
izquierda del gel como E1, E2 o Ag (de “agregado”).

La figura 1A representa un SDS-PAGE de lisados de anticuerpos precipitados de células de control marcadas con
358, bajo condiciones reductoras.

La figura 1B representa un SDS-PAGE de lisados de anticuerpos precipitados de células marcadas con g que
expresan proteina E1 de VHC, bajo condiciones reductoras.

La figura 1C representa un SDS-PAGE de lisados de anticuerpos precipitados de células marcadas con s que
expresan proteina E2 de VHC, bajo condiciones reductoras.

La figura 1D representa un SDS-PAGE de lisados de anticuerpos precipitados de células marcadas con ¥s que
expresan proteina E1E2 de VHC, bajo condiciones reductoras.

La figura 1E representa un SDS-PAGE de lisados de anticuerpos precipitados de células marcadas con g que
expresan proteina E1E2 de VHC, bajo condiciones no reductoras.

Figura 2

La figura 2 representa la transferencia western de particulas viricas de VHC, utilizando el anticuerpo monoclonal
D32.10, bajo condiciones no reductoras y reductoras. De izquierda a derecha, M representa un marcador de peso
molecular, bajo condiciones no reductoras, indicandose el tamafio de sus bandas a la izquierda del gel (en kDa); el
carril 1 representa la transferencia western de las particulas viricas de VHC, utilizando el anticuerpo monoclonal
D32.10, bajo condiciones no reductoras; el segundo carril M representa un marcador de peso molecular, bajo
condiciones reductoras; el carril 2 representa la transferencia western de 2,5 ug de particulas viricas de VHC,
utilizando anticuerpo monoclonal D32.10, bajo condiciones reductoras; el carril 3 representa la transferencia western
de 5 ug de particulas viricas de VHC, utilizando el anticuerpo monoclonal D32.10, bajo condiciones reductoras. A la
derecha del gel, se indica el tamafio de varias bandas del carril 3 (en kDa), algunas correspondientes a la proteina
E2 de VHC (60 y 68) o a la proteina E1 de VHC (34 y 31).

Figuras 3Ay 3B

Las figuras 3A y 3B representan la transferencia western de particulas viricas de VHC sometidas a desglucosilacion
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por la glucosidasa A (figura 3A) y por la endoglucosidasa H (figura 3B).

En la figura 3A, el carril M representa un marcador de peso molecular, indicandose el tamafo de tres de sus bandas
(en kDa) a la izquierda del gel; los carriles 1, 2, 3 y 4 representan, respectivamente, las concentraciones de
glucosidasa de 20, 10, 5y 0 mU/ml. A la derecha del gel, se indican las posiciones de las proteinas E2 y E1 de VHC,
asi como la posicion de una forma desglucosilada mayor de proteina E1 (E1*) y el tamafio (en kDa) de varias
bandas correspondientes a formas desglucosiladas de E1 o E2, asi como la forma desglucosilada mayor de E2
(41%).

En la figura 3B, el carril M representa un marcador de peso molecular, indicandose el tamafio de cuatro de sus
bandas (en kDa) a la izquierda del gel; los carriles 1 y 2 representan, respectivamente, un experimento de
desglucosilacion de control realizado sin endoglucosidasa H y un experimento de desglucosilacion realizado en
presencia de endoglucosidasa H. A la derecha del gel se representan las bandas principales correspondientes a las
formas totalmente glucosiladas de E2 y E1 y a las formas desglucosiladas de E2 (50, 48, 46 y 42 kDa) y de E1 (28 y
24 kDa). Las formas desglucosiladas predominantes de E2 (50*) y E1 (28*) se sefialan con un asterisco.

Figura 4

La figura 4 representa la caracterizacion de las fracciones obtenidas mediante centrifugacién en un gradiente de
densidad de sacarosa de una preparacion de particulas viricas de VHC. Se midieron tres parametros: el contenido
de ARN de VHC, el contenido de proteina nuclear de VHC y la reactividad hacia el anticuerpo monoclonal D32.10. El
eje horizontal representa los nimeros de las fracciones sometidas a caracterizacion. El eje vertical izquierdo
representa la concentracion de ARN del VHC (x105 Ul/ml) y una medida de la reactividad hacia D32.10 medida
mediante EIA indirecta (DO a 450 nm). El eje vertical derecho representa la concentracion de proteina nuclear de
VHC (en pg/ml). La curva correspondiente a los puntos negros representa la reactividad de las fracciones hacia
D32.10; la curva correspondiente a los triangulos blancos representa el contenido de proteina nuclear en las
fracciones y las columnas con puntos representan los contenidos de ARN de VHC en las fracciones.

Figuras 5A, 5B y 5C

Las figuras 5A, 5B y 5C representan, respectivamente, fotografias de microscopia electronica de transmision de una
preparacion de particulas viricas de VHC, de una preparacién de particulas viricas completas de VHC con cubierta y
de una preparacion de particulas subviricas de VHC con cubierta.

En la figura 5A, la barra horizontal representa una escala de 200 nm de longitud. Los elementos circulares de mayor
tamano representan particulas viricas completas de VHC con cubierta y los elementos circulares de menor tamario
representan particulas subviricas de VHC con cubierta.

En la figura 5B, la barra horizontal representa una escala de 50 nm de longitud. Los elementos circulares
representan particulas viricas completas de VHC con cubierta.

En la figura 5C, la barra horizontal representa una escala de 50 nm de longitud. Los elementos circulares
representan particulas subviricas de VHC con cubierta.

Figura 6

La figura 6 representa la transferencia western de particulas viricas de VHC utilizando el anticuerpo monoclonal
D4.12.9. El carril M representa un marcador de peso molecular, indicandose el tamafio de cuatro de sus bandas (75,
50, 37 y 25) (en kDa) en los margenes izquierdo y derecho del gel. Los carriles 1y 2 representan el resultado de una
digestion de las particulas viricas de VHC por la glucosidasa A y por la endoglucosidasa H, respetivamente; los
carriles 3 y 4 representan el resultado de una digestion proteolitica de particulas viricas de VHC por las proteasas
tripsina y V8; el carril 5 representa el resultado de la lisis con NP-40, y en el carril 6 no se ha llevado a cabo ningun
tratamiento previo. A la derecha del gel, se indican las dos formas principales de proteina E2 no digerida (68 y 48)
(en kDa), y a la izquierda del gel, se representa la forma desglucosilada principal de E2 (E2*).

Figura 7

La figura 7 representa una caracterizacion basada en D4.12.9 de las fracciones obtenidas mediante centrifugacion
en un gradiente de densidad en sacarosa de una preparacion de particulas viricas de VHC. Ademas de la
reactividad de las fracciones frente a D4.12.9, también se midié el contenido de proteina nuclear de las fracciones.
El eje horizontal representa los nimeros de las fracciones sometidas a caracterizacion. El eje vertical derecho
representa una medida de la reactividad a D4.12.9 mediante EIA (DO a 450 nm). El eje vertical izquierdo representa
la concentracion de proteina nuclear de VHC (en pg/ml). La curva correspondiente a los cuadrados negros
representa la reactividad de las fracciones frente a D4.12.9; la curva correspondiente a los rombos negros
representa el contenido de proteina nuclear de las fracciones.
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Figuras 8A, 8B y 8C

Las figuras 8A, 8B y 8C representan la inmunorreactividad de tres péptidos biotinilados, que comprenden
respectivamente los aminoacidos 290 a 317 (figura 8A), los aminoacidos 471 a 500 (figura 8B) y los aminoacidos
605 a 629 (figura 8C), frente a 55 sueros procedentes de individuos sanos (11 sueros, numerados T1 a T11 en el eje
horizontal) y de pacientes infectados por VHC (44 sueros, numerados A1 a A44 en el eje horizontal). El eje vertical
representa la reactividad de los sueros frente a los tres péptidos medida mediante ELISA (DO a 492 nm x1.000). Las
columnas blancas representan la reactividad de los sueros de individuos sanos y las columnas grises representan la
reactividad de los sueros de los pacientes infectados. La linea horizontal representa un valor de corte maximo a
partir del cual una respuesta sérica se considera positiva. En la figura 8A, el valor de corte es de 0,691; en la figura
8B, de 0,572, y en la figura 8C, de 0,321.

Figuras 9Ay 9B

Se cuantifico la proteina nuclear de VHC mediante el ensayo de antigenos nucleares totales de VHC de Ortho
Clinical Diagnostics (figura 9A) y se analizé mediante transferencia western (figura 9B) en el sedimento VHC-Fan y
las fracciones del gradiente de sacarosa de 30% a 45% de tipo 1 indicado anteriormente (figura 9A). Todas las
fracciones se sometieron a ensayo a una dilucién de 1:2. El sedimento VHC-Fan se sometié a ensayo a las
diluciones 1:25, 1:50 y 1:100, y se encontré que contenia 332 pg/ml. Todas las diluciones se prepararon con tampon
TNE. EIl valor de corte era de 1,4 pg/ml (figura 9B). El sedimento VHC-Fan y las fracciones 4, 8, 12 y 13 del
gradiente de sacarosa de 30% a 45% se sometieron a SDS-PAGE al 12,5%. Las proteinas nucleares de VHC se
detectaron utilizando una mezcla de anticuerpos monoclonales antintcleo, 7G12A8, 2G9A7 y 19D9D6 (5 ug/ml cada
una). Los filtros se revelaron utilizando el sistema ECL Plus de Amersham. Los numeros a la izquierda indican los
pesos moleculares de los marcadores (M) en kilodaltons (kDa) y las proteinas nucleares del VHC se indican a la
derecha.

Figura 10

El ARN de VHC se analizdé mediante RT-PCR cuantitativa Ensayo Amplicor HCV Monitor version 2.0 (Roche
Diagnostics) en todas las fracciones del gradiente inicial de sacarosa de 10% a 60%. El ensayo se llevo a cabo
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados se calcularon mediante la utilizacion de las unidades
internacionales QS (IU) en cada PCR, que eran especificas para cada lote, y se expresan en IU de ARN de VHC/ml.

Figuras 11Ay 11B

Andlisis de microscopia electrénica (EM) de las particulas de VHC con cubierta derivadas de suero. El sedimento
VHC-Fan (2 pg) se inmunoprecipité mediante la utilizacion de MAb D32.10 (5 pg) (paneles a, b, c y d) o MAb
irrelevante (panel e), y los inmunocomplejos tras sedimentar mediante ultracentrifugacion se adsorbieron sobre
rejillas y se tifleron con acetato de uranilo al 1% (pH 4,5). Las preparaciones se visualizaron utilizando un
microscopio electrénico JEOL 100 CX (figura 11A). Las particulas variaban algo en su diametro (expresado en nm) y
el histograma se dibujo a partir de 156 particulas viricas (VPs). La distribucion de los tamafios de particula mostraba
un pico centrado en 35 nm (figura 11B). Micrografias electronicas. Las barras en los paneles a, b, ¢ y e indican 50
nm.

Figuras 12A y 12B

Analisis mediante microscopia electronica de particulas de VHC-Fan procedentes de los picos 1 (figura 12A) y 2
(figura 12B) del gradiente de sacarosa tras la inmunoprecipitacién con D32.10, la adsorcion sobre rejillas y la tincion
(figura 12A). Se construyd el histograma a partir de 41 particulas viricas. La especie predominante (85,4%) en el
pico 1 era una particula esférica de un diametro aproximado de 20 nm, denominada “particula pequefa” (figura 12B).
El histograma se construyd a partir de 89 particulas viricas. Las formas mas prevalentes (77,5%) en el pico 2
presentaban un diametro medio de aproximadamente 41 nm. El pico 2 aparentemente era algo mas heterogéneo en
cuanto a los tamafios, y consistia principalmente de particulas de 35 y 50 nm de diametro, denominadas “particulas
grandes”. Barras, 50 nm.

Figura 13.

Marcaje indirecto con inmunooro de particulas de VHC con cubierta. Las rejillas de microscopia recubiertas con los
complejos inmunoldgicos de D32-10 (sedimento de VHC, 20 ug; mAb de D32.10, 5 pg) se incubaron con una
diluciéon 1:50 de particulas (10 nm) de oro coloidal conjugadas con IgG de cabra antirraton a modo de segundo
anticuerpo. Segun los impedimentos estéricos de IgG (aproximadamente 15 nm en la EM), Unicamente unas cuantas
particulas de oro pudieron identificar la unidon de anticuerpo. No se observaron particulas de oro fuera de las
particulas viricas. Las barras en todos los paneles indican 20 nm.

Figuras 14A, 14B, 14C y 14D
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Las figuras 14A y 14B representan el resultado de la centrifugacion isopicnica en un gradiente de densidad de
sacarosa (10% a 60%) de sedimentos enriquecidos en VHC procedentes del aislado de VHC-L de genotipo 1b. La
figura 14A representa la densidad (eje horizontal izquierdo, g/ml) y la reactividad de E1E2-D32.10 (eje vertical
derecho, A9 nm) de las fracciones (eje horizontal) obtenidas tras la centrifugacion. La figura 14B representa la
transferencia western de las fracciones 6, 8, 10, 12 y 14, utilizando el MAb de D32.10 anti-E1E2. Los numeros a la
izquierda indican los pesos moleculares de los marcadores (M) en kilodaltons (kDa) y las proteinas E1 y E2 de VHC
se indican a la derecha. Las figuras 14C y 14D representan el resultado de la centrifugacion isopicnica en un
gradiente de densidad de sacarosa (10% a 60%) de sedimentos enriquecidos en VHC procedentes del aislado de
VHC-Fan de genotipo 1a/2a. La figura 14C representa la densidad (eje horizontal izquierdo, g/ml) y la reactividad de
E1E2-D32.10 (eje vertical derecho, A9 nm) de las fracciones (eje horizontal) obtenidas tras la centrifugacion. La
figura 14D representa la transferencia western de las fracciones 6, 8, 10, 12 y 14, utilizando el mAb D32.10 anti-
E1E2.

Para el EIA, cada fraccion se diluyd 1/10.000 (figuras 4A y 4C) y para la transferencia western, se utilizaron 5 yl por
carril de las fracciones seleccionadas (figuras 4B y 4D). Se determiné la densidad de las fracciones mediante
refractometria y se expresé en g/ml. Se determiné la absorbancia (A) a 490 nm. Los resultados del EIA se
consideraron positivos en el caso de que fueran superiores al valor de corte, correspondientes a la media de los
controles negativos (por lo menos tres valores) multiplicada por 2,1. Los filtros se revelaron utilizando el sistema ECL
Plus de Amersham.

Figuras 15A, 15B y 15C

La centrifugacion isopicnica en un gradiente de sacarosa de 30% a 45% de tipo 1 (2 ml de 30%, 3 ml de 35%, 3 ml
de 40%, 2 ml de 45%) del sedimento de VHC-Fan (figura 15A). Las particulas de los picos 1 (fraccién 8) y 2
(fracciones 12 y 13) del gradiente de sacarosa (30% a 45%) se sometieron individualmente a una segunda
centrifugacion de equilibrio (figuras 15B y 15C, respectivamente). El pico 1 se centrifugd en un gradiente de
sacarosa de 30% a 45% de tipo 2 (3 ml de 30%, 3 ml de 35%, 2 ml de 40%, 2 ml de 45%) (figura 15B). El pico 2 se
centrifugd en un gradiente de sacarosa de 30% a 45% de tipo 3 (2 ml de 30%, 2 ml de 35%, 3 ml de 40%, 3 ml de
45%) (figura 15C). La densidad de las fracciones determinada mediante refractometria se expresa en g/ml. La
reactividad de E1E2-D32.10 se analizé6 mediante EIA indirecta, tal como anteriormente.

Descripcion detallada de la invencién
Ejemplo 1. Obtencién de un anticuerpo monoclonal dirigido contra la cubierta virica del VHC natural

Preparacién de particulas de virus VHC

Con el fin de obtener materiales viricos en abundancia, se llevé a cabo la purificacién de particulas viricas de VHC
mediante plasmaféresis. El paciente seleccionado habia desarrollado hepatitis C activa crénica tras un trasplante
parcial de higado para una cirrosis virica por virus C, y 12 meses después, mieloma multiple asociado a
hipergammaglobulinemia que habia sido la causa para el intercambio de plasma. El paciente mostraba niveles
anormalmente elevados de aminotransferasas séricas (ALT/AST) y presentaba un resultado positivo para
anticuerpos anti-VHC. El paciente resultaba negativo para todos los marcadores de VHB y VIH. El contenido de ARN
de VHC del material inicial era de 6x10° copias/ml (AmplicorT'\'I HCV Monitor™, Roche Diagnostics, Meylan, Francia)
y el genotipo 1b (ensayo INNOLIPA, Innogenetics, Gent, Bélgica).

La plasmaféresis clarificada se utilizdé para preparar un sedimento enriqguecido en VHC mediante dos
ultracentrifugaciones sucesivas a 210.000 g durante 4 horas a 4°C. El sedimento final se resuspendié en 1 ml de
tampon Tris-NaCI-EDTA (TNE) (Tris-HCI 20 mmoles/l, pH 7,5, NaCl 100 mmoles/l, EDTA mmol/l) (concentracion:
240 veces) y se almaceno a -80°C. El contenido de ARN de VHC de este material era de 3x10” copias/ml (Monitor,
Roche) y la concentracion de proteinas, de 5 mg/ml (es decir, aproximadamente 10’ copias de ARN de VHC por mg
de proteina).

Preparacion de hibridoma

Para la generacién de anticuerpos monoclonales (MAb), se inocularon ratones BALB/c con 100 pg (106 copias de
ARN de VCH) de material de VHC sedimentado en adyuvante de Freund completo, seguido 1 semana después por
100 pg de virus en adyuvante incompleto de Freund. Los tres ratones inmunizados desarrollaron titulos elevados de
anticuerpos en suero contra VHC, detectados mediante un inmunoensayo enzimatico indirecto (EIA). Tres semanas
después, los ratones recibieron un refuerzo de 50 ug de virus en solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Tras
5 dias, se repitid la inyeccidon y 3 dias después, se extrajo el bazo para la fusidon con células de mieloma X63
mediante el procedimiento descrito por Buttin et al. (1978). Los sobrenadantes de cultivo de hibridoma se cribaron
para la presencia de anticuerpos especificos para VHC mediante EIA indirecta utilizando el inmunégeno como la
fase solida (5 pg/ml) y fragmento F(ab'), conjugado con peroxidasa de inmunoglobulinas antirraton (Amersham,
Francia) como anticuerpo secundario de revelado (Petit et al., 1987). El diluyente contenia 50% de suero humano
normal (NHS) para eliminar la reactividad no especifica dirigida contra las proteinas NHS posiblemente asociadas a
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particulas viricas de VHC. Los hibridos que proporcionaban la sefal mas fuerte (P/N>10) contra VHC se clonaron a
continuacién nuevamente mediante dilucion limitante y se determind adicionalmente su especificidad. Se
seleccionaron siete clones (C9.19.16, C2.22.1, D32.10, D3.20.12, C7.24.19, C7.14.41 y C1.9.3) y se propagaron
cuatro (D32.10, C2.22.1, C9.19.16 y D3.20.12) mediante inyeccién en ratones BALB/c cebados con pristano para la
produccién de liquido ascitico, y después se purificaron mediante precipitacion con (NH4);SO. saturado al 50%
seguido de cromatografia de afinidad en sefarosa-proteina G (Pharmacia, Francia). Se determin¢ el isotipo mediante
ELISA utilizando métodos conocidos por el experto en la materia. Los siete clones analizados proporcionaron
anticuerpos del isotipo 1gG1.

Caracterizacién de anticuerpos monoclonales

Se utilizé el EIA indirecto para evaluar la interaccién de los anticuerpos monoclonales anteriormente indicados con
las particulas viricas. Se recubrieron placas de 96 pocillos de poliestireno (Falcon; Becton Dickinson Francia S.A., Le
Pont de Claix) con la preparacion de VHC (1 mg de proteina por ml) diluida de 10™" a 10® (correspondiente de 100
pg/ml a 1 ng/ml). Las placas se incubaron durante la noche a 4°C y después se saturaron con tampén Tris-NaCl (TN)
(Tris-HCI 20 mM, pH 7,5 y NaCl 100 mM) que contenia albumina de suero bovino (BSA) al 5% (p/v). A cada pocillo
se afiadieron MAb D32.10 diluido en una mezcla de tampon TN/BSA y suero humano normal (NHS) al 50% a una
concentracion de 5 pg/ml y se incubd durante 2 horas a 37°C. El anticuerpo unido se detecté con el fragmento
F(ab'), conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRPO) de inmunoglobulinas antirratéon (diluido 1/5.000;
Immunotech) y con ortofenilendiamina (OPD) y peréxido de hidrogeno (H2O2) como sustratos. Se determind la
densidad 6ptica (DO) a 450 nm con un lector de placas ELISA (MRX, Dynex). Los resultados se consideraron
positivos en el caso de que fuesen superiores al valor de corte, correspondientes a la media de los controles
negativos multiplicada por 2,1. Los siete anticuerpos obtenidos no reconocieron las particulas viricas.

Con el fin de establecer la especificidad del polipéptido nativo de los mAb, se llevd a cabo inmunotransferencia
utilizando el inmunégeno a modo de sondas antigénicas (Petit et al., 1987). Se llevé a cabo una electroforesis en gel
de dodecilsulfato sédico (SDS)-poliacrilamida (PAGE) en geles al 12,5% bajo condiciones reductoras (SDS al 2% +
2-ME al 5%). Tras la transferencia de proteinas a membranas de PVDF, se sometieron a ensayo los mAb (2 a 5
pg/ml) a modo de anticuerpos primarios, diluidos en NHS al 50%, y las IgG unidas se detectaron mediante
incubacién con fragmento (Fab'), conjugado con peroxidasa de inmunoglobulinas antirratéon (diluido 1/10.000,
IMMUNOTECH), como anticuerpo secundario. Las bandas se visualizaron mediante un sistema de
quimioluminiscencia mejorada (ECL+) de Amersham.

Todos los mAb sometidos a ensayo excepto D3.10 proporcionaron reacciones negativas con polipéptidos de VHC
bajo condiciones reductoras. Debe indicarse que los mAb no eran reactivos con albumina sérica humana ni con las
cadenas y o pu de inmunoglobulinas (lg), excepto C1.9.3 y C7.24.19, que reaccionaron débilmente con la IgG humana
en el EIA (aproximadamente 5 veces el valor negativo).

La especificidad de polipéptido de los siete anticuerpos también se examiné mediante inmunoprecipitacién. Las
células HepG2 infectadas por recombinantes de virus Vaccinia que expresaban proteinas del VHC (E1, E2 o E1E2)
se marcaron metabdlicamente con **S-Translabel (ICN) tal como se ha descrito anteriormente (Dubuisson et al.,
1996). Las células se lisaron con NP-40 al 0,5% en Tris-HCI 10 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM y EDTA 2 mM. Los
precipitados se trataron con tampoén para muestras de Laemmli y se analizaron mediante SDS-PAGE bajo
condiciones reductoras o no reductoras (figura 1). Los anticuerpos monoclonales sometidos a ensayo no mostraron
reactividad no especifica dirigida contra componentes celulares, excepto C9.19.16 (>200 kDa), D3.20.12 (tres
bandas intensas en 70, 50 y 46 kDa) y mas débilmente, C2.22.1 (70, 50 y 46 kDa) y D32.10 (multiples bandas muy
débiles) (figura 1A, vector de control). Todos los anticuerpos inmunoprecipitaron especificamente E1 (figura 1B) y E2
(figura 1C), en el caso de que se expresasen las dos glucoproteinas de VHC separadamente, asi como los
heterodimeros E1E2 (figura 1D), en el caso de que se coexpresasen estas proteinas. Resulta interesante que el
patron era diferente tras la SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras y reductoras (figuras 1D, 1E). Todos
reconocieron los agregados E1E2 unidos mediante enlaces disulfuro, que se detectaron en la parte superior de los
geles bajo condiciones no reductoras (figura 1E). Se descubrié que un mAb, D32.10, reaccionaba principalmente
con agregados y también con complejo E1E2 maduro no unido covalentemente (figura 1E, condiciones no
reductoras). Todos los mAb no reconocieron las proteinas E1 o E2 recombinantes desnaturalizadas expresadas en
el sistema heterdlogo mediante analisis de transferencia western, sugiriendo que reconocian epitopos
conformacionales sobre las particulas viricas de VHC. En conjunto, estos resultados indican que estos mAb
reconocen especificamente complejos E1E2 unidos mediante enlaces disulfuro, expresados en la superficie de
particulas viricas de VHC derivadas de suero natural. Es altamente probable que reaccionen con un epitopo
conformacional compartido por las proteinas E1 y E2. Se selecciond para estudios posteriores el anticuerpo
monoclonal D32.10, que interactua con el complejo E1E2 bajo su forma covalente o no covalente.

Mapeado de antigenos del anticuerpo monoclonal D32.10

Con el fin de someter a ensayo la especificidad de tipo de VHC de D32.10, se llevd a cabo un EIA indirecto,
siguiendo el procedimiento ya descrito, con cuatro preparaciones de VHC diferentes (1 mg de proteina por ml)
diluidas de 10" a 10° (correspondiente a 100 pg/ml a 1 ng/ml). Ademas de la preparacion de inmunégeno VHC, se
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utilizé una preparacion obtenida del mismo paciente, asi como dos otras preparaciones obtenidas de dos pacientes
diferentes con hepatitis C crénica, encontrandose que uno de los pacientes portaba dos genotipos diferentes en
suero: HCV1a y HCV2a. Se encontré que D32.10 podia reconocer las cuatro preparaciones de VHC, indicando de
esta manera que podia reconocer determinantes no restringidos al genotipo 1b del inmundégeno.

Con el fin de evaluar la especificidad de polipéptido nativo del D32.10 se llevd a cabo un analisis de transferencia
western. Se utiliz6 un sedimento enriquecido en VHC no tratado como sonda antigénica, a diferentes
concentraciones, variando de 0,1 a 1 mg/ml. El antigeno se someti6 a electroforesis en gel de dodecilsulfato sédico-
poliacrilamida (SDS-PAGE) en geles al 12,5% bajo condiciones reductoras o no reductoras (SDS al 2% + 2-
mercaptoetanol (2-ME) al 5%). Tras la transferencia de proteinas a membranas de PVDF, se llevd a cabo una
inmunotransferencia utilizando mAb D32.10 (2 a 5 pug/ml) como anticuerpo primario, diluido en NHS al 50%. A
continuacion, se detectaron las IgG de ratén unidas mediante incubacion con fragmento (Fab'); conjugado con
peroxidasas de inmunoglobulinas antirratéon (diluidas 1/10.000, DAKO) como anticuerpo secundario. Las bandas de
proteina se visualizaron mediante un sistema de quimioluminiscencia mejorada (ECL+) de Amersham. La digestion
con glucosidasa se llevé a cabo tal como se ha sido descrito anteriormente por Sato et al. (1993) con viriones de
VHC circulantes. El sedimento enriquecido en VHC (VHC-L, 4 pg) se traté con 5, 10 6 20 mU/ml de glucosidasa A
(péptido-N-glucosidasa A o PNGasa A, Roche) en tampén de citrato/fosfato 100 mM (pH 6,0) durante 18 horas a
37°C. La desglucosilacion de las particulas viricas de VHC purificadas también se llevé a cabo mediante incubacion
durante la noche a 37°C en tampdn de acetato sédico 50 mM (pH 5,5) que contenia endoglucosidasa H (endo H, 5
mU/ul de Roche), ditiotreitol (DTT) 20 mM y Triton X100 al 0,1%. La digestion de control se llevd a cabo utilizando
las mismas condiciones que para la digestion con PGNasa A o la digestion con endoH, excepto en que se omitio el
enzima. A continuacion, las muestras se trataron con tampdn para muestras de electroforesis que contenia agente
reductor y se analizaron mediante SDS-PAGE.

Los resultados del experimento de transferencia western se presentan en la figura 2. Al analizar dos concentraciones
de la misma muestra (2,5 y 5 ug, carriles 2 y 3, respectivamente) bajo condiciones reductoras (SDS al 2%/2-ME al
5%), mAb D32.10 reconocié una banda mayor de 68 kDa y otra banda de 31 kDa, correspondiente a E2 y E1,
respectivamente. Sin embargo, bajo condiciones no reductoras, mAb 32.10 reconocié complejos unidos mediante
enlaces disulfuro recuperados en la parte superior del gel (>200 kDa). Estas bandas de alto peso molecular (figura 2,
carril 1) muy probablemente corresponden a complejos E1E2 heterodiméricos.

Se ha demostrado la presencia de cadenas sacaridas de tipo complejo unidas mediante asparaginas, sobre la
superficie de los viriones nativos de VHC (Sato et al., 1993); de esta manera se examiné la capacidad de mAb
D32.10 de reconocer proteinas especificas de VHC tras el tratamiento de la preparacion de VHC con glucosidasa
(PGNAasa A) a diferentes concentraciones (20, 10 y 5 mU/ml). Tal como se muestra en la figura 3A (carriles 1, 2y 3,
respectivamente), D32.10 reaccioné con formas desglucosiladas de E1, especialmente la especie de 25 kDa, que se
acumuld a la concentracion mas alta del enzima. Aunque los productos relacionados con E1 podian detectarse
claramente con D32.10 tras la desglucosilacion, los productos relacionados con E2 no pudieron identificarse
claramente tras el tratamiento. La digestidon con endoglucosidasa H (endoH) permitio investigar la sensibilidad de los
complejos E1E2 expresada sobre particulas viricas de VHC naturales al corte por endoH. Tal como se muestra en la
figura 3B, se observé un desplazamiento del peso molecular para las dos proteinas, tanto para E2 (de 68 a 42 kDa)
como E1 (de 34 a 24 kDa), sugiriendo que E1 y E2 presentan una glucosilacion compleja en particulas viricas de
VHC nativas derivadas de suero, explicando la resistencia parcial a endoH, tal como una mezcla de glicanos
complejos resistentes a endoH y formas sensibles.

Mapeado de epitopos de D32.10

a. Cribado de una biblioteca de péptidos

Con el fin de caracterizar adicionalmente los epitopos reconocidos por el mAb D32.10, el anticuerpo se utilizé para
cribar una biblioteca de expresion fagica de dodecapéptidos.

Se obtuvo un kit de biblioteca de péptidos de expresion fagica Ph.D.-12™ de New England BioLabs Inc. Esta son
péptidos 12-meros combinatoriales fusionados con la proteina de cubierta menor (plll) del fago M13. Los péptidos
12-meros expresados se expresan en el extremo N-terminal de plll. La biblioteca esta constituida por
aproximadamente 1,9x10° secuencias electroporadas, amplificadas una vez para rendir aproximadamente 20 copias
de cada secuencia en 10 pl del fago suministrado. Se llevaron a cabo tres ciclos de seleccion por afinidad
(“biopanning”) siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones. Brevemente, se acoplaron 10
ug de mAb D32.10 biotinilado a una placa de Petri de poliestireno de 35 mm (Falcon) recubierta con 40 pg de
estreptavidina. La placa se incubd durante la noche a 4°C y se lavo seis veces con Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH
7,5 (TBS) que contenia Tween-20 al 0,5% (TBS-T). En la primera ronda de seleccion, se dejo que 4x10"° fagos de la
biblioteca inicial reaccionasen con las IgG unidas a la placa, durante 4 horas a 4°C bajo agitacion por balanceo. Los
fagos no unidos se eliminaron mediante lavados repetidos con TBS-T. Los fagos unidos se eluyeron a continuacion
de la placa con 400 pl de tampén de elucion (HCI 0,1 N, pH ajustado a 2,2 con glicina, BSA 1 mg/ml). Tras
neutralizar con 75 pl de Tris-HCI 1 M, pH 9,1, los fagos eluidos se amplificaron a continuaciéon mediante infeccién de
20 ml de una dilucién 1:100 de un cultivo de durante la noche de E. coli ER2537 (células de cepa recA’), segun se

17



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 543 630 T3

recomienda en el manual de instrucciones. El cultivo se incub6 durante 4,5 horas a 37°C bajo agitacion vigorosa. Los
sobrenadantes se obtuvieron y se precipitaron con polietilenglicol (PEG) tal como se ha descrito anteriormente (Scott
et al., 1990). En las segunda y tercera rondas de seleccion, 20% de los fagos amplificados de la ronda anterior se
preincubaron durante la noche a 4°C con el mAb D32.10 biotinilado a la concentracién final de 10 y 1 nM,
respectivamente, antes de afadirse a la placa de Petri de poliestireno de 35 mm recubierta con 10 pg de
estreptavidina. El procedimiento a continuacion era idéntico al de la primera ronda. Los fagos del tercer eluido de
biopanning se clonaron y se amplificaron a continuacién para la secuenciacién y el inmunoanalisis de ADN.

Para la secuenciacion del ADN, se prepar6 ADN monocatenario a partir de los fagos purificados tal como se
describe en Sambrook et al. (1982). Se determind la secuencia de nucledtidos de las inserciones de gen Il
siguiendo el método modificado de Sanger (San’\%ler et al.,, 1977) con un secuenciador de ADN de Applied
Biosystems (modelo 377A) utilizando el kit BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin-Elmer).
La secuenciacion ciclica se llevé a cabo con un cebador 5'-HO-CCCTCATAGTTAGCGTAACG-OH-3' (SEC ID n° 4)
correspondiente a la secuencia génica de plll. La secuencia de aminoacidos de la insercion se dedujo a partir de la
secuencia de nucledtidos.

Para la ELISA de los fagos del sobrenadante, se recubrieron filas de pocillos de la placa ELISA con 100 yl de mAb
D32.10 o un mAb irrelevante a la concentracion final de 100 pg/ml en tampén NaHCO3; 0,1 M (pH 8,6). Las placas se
incubaron durante la noche a 4°C y después se bloquearon con tampén NaHCO; 0,1 M (pH 8,6) que contenia 5
mg/ml de BSA. Tras incubar durante 2 horas a 4°C, las placas se lavaron seis veces con TBS que contenia Tween al
0,5%. Se afadieron diluciones en serie de cuatro veces de cada clon fagico a cada pocillo de la placa de
microtitulaciéon en un volumen final de 100 pl de TBS-T, partiendo de 10" viriones en el primer pocillo de una fila y
finalizando con 2x10° viriones en el pocillo 12°. Las placas se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente
bajo agitacion y después se lavaron seis veces con TBS-T, tal como anteriormente. Los fagos unidos se detectaron
en un ensayo de tipo sandwich utilizando un mAb anti-M13 conjugado con peroxidasa de rabano picante a una
dilucion de 1:5.000 (Pharmacia). Las placas se revelaron utilizando un kit de color comercial (bioMérieux) que
contenia OPD y H»0O,. Tras 10 minutos de incubacion, las placas se leyeron a 492 nm con un lector de placas
ELISA. Para cada dilucién de clon fagico, los resultados se expresan como la diferencia entre el valor obtenido con
el mAb anti-VHC sometido a ensayo y el valor obtenido con el mAb irrelevante. A continuacion, se confirmaron los
resultados mediante ensayo de diluciones 6ptimas de los clones inmunorreactivos por triplicado.

Para el andlisis de las secuencias, se compararon las secuencias de aminoacidos de los péptidos con las
secuencias de las proteinas E1 y E2 de VHC mediante la utilizacion del programa Mac Vector, version 4.5 (Kodak).
Basicamente se detectaron las regiones de similitud mas elevada con el programa LFASTA, que busca
tentativamente las mejores identidades locales (Pearson y Lipman, 1988).

Tras las tres rondas de seleccion, se encontrd en el eluido 4% de los fagos iniciales, indicando la amplificacion de
los fagos unidos especificamente. De esta manera, se aislaron aleatoriamente 88 clones, se secuencié el ADN de
los mismos y se dedujeron las secuencias de aminoacidos de las inserciones. Se obtuvieron cuarenta y ocho
secuencias diferentes y se encontraron algunas de ellas en varios ejemplos. Sin embargo, en un ensayo ELISA para
su inmunorreactividad con D32.10, ninguna de ellas proporciond una sefial positiva que indicaba que la afinidad de
union era excesivamente baja para resultar detectable. Se compararon las secuencias de los 48 clones con las
secuencias de E1y E2 de VHC. Cinco y tres secuencias presentaban similitudes con residuos de E1 situados en la
region 292-305 y en la region 347-356, respectivamente (se indican las similitudes en negrita en la Tabla 1),
mientras que 7, 4 y 2 secuencias compartian similitudes con residuos de E2 situados en las regiones 481-501, 610-
631 y 685-698, respectivamente (se indican las similitudes en negrita en la Tabla 2).

Tabla 1
E1(289-307) QLFTFSPRRHWTTTQGCNCS (SEC ID n°: 5)
Clon 1 SPLRHYELPLIQ (SEC ID n°: 6)
Clon 2 WPHNHSTHSRTH (SEC ID n°: 7)
Clon 3 FPKYHPRFHKHA (SEC ID n°: 8)
Clon 4 SQRSRHWHDVPK (SEC ID n°: 9)
Clon 5 TSQPRWHQKPAT (SEC ID n°: 10)
E1(343-363) AILDMIAGAHWGVLAGIAYFS (SEC ID n°: 11)
Clon 6 WKMPRATDWNLR (SEC ID n°: 12)
Clon7 HWGNHSKSHPQR (SEC ID n°: 13)
Clon 8 WHRTPSTLWGVI (SEC ID n°: 14)
Tabla 2

E2 (481-501) DQRPYCWHYPPKPCGIVPAKS (SEC ID n°: 15)
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Clon 9 WHKLPGHPRTYV (SEC ID n°: 16)
Clon 4 SQRSRHWHDVPK (SEC ID n°: 9)
Clon 10 TFAWHKPRVNLG (SEC ID n°: 17)
Clon 11 TSQPRWHQKPAT (SEC ID n°: 10)
Clon 12 HSSWYIQHFPPL (SEC ID n°: 18)
Clon 13 FPAHPLPRLPSL (SEC ID n°: 19)
Clon 8 WHRTPSTLNGVI (SEC ID n°: 14)

E2 (610-631)

DYPYRLWHYPCTINYTIFKIRM (SEC ID n°: 20)

Clon 1

SPLRHYELPLIQ (SEC ID n°: 6)

Clon 14 WHWNKPIIRPPLR (SEC ID n®: 21)
Clon 15 QPYKLQAAATLY (SEC ID n°: 22)
Clon 6 WKMPRATDWNLR (SEC ID n°: 12)

Tabla 2 (continuacion)

E2 (685-698)

LSTGLIHLHQNIVD (SEC ID n°: 23)

Clon 16

HLYHKNRNHHIAY (SEC ID n°: 24)

Clon 17 WSPGQQRLHNST (SEC ID n°: 25)

b. Sintesis de péptidos

Con el fin de evaluar la significacion de dichas diferentes localizaciones en ambas secuencias de E1 y E2, las
regiones 291-315 y 347-356 de E1, asi como las regiones 473-498, 607-627 y 686-697 de E2, se reprodujeron en
forma de pentadecapéptidos sintéticos solapados aunque desalineados por uno y se sometieron a ensayo para su
inmunorreactividad con D32.10.

Se llevd a cabo la sintesis simultanea de diferentes secuencias de péptidos sobre una membrana de nitrocelulosa
utilizando la quimica del aminoacido 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Frank, 1988).

Se gener6 cada péptido en cantidades nanomolares adecuadas para la deteccidon inmunolégica. Se analizé la
reactividad de los anticuerpos con los péptidos unidos a membrana mediante un inmunoensayo colorimétrico
indirecto, tal como se ha descrito anteriormente (Jolivet-Reynaud, 1998). Los puntos correspondientes a péptidos
con reactividad de anticuerpo produjeron una sefial azul positiva. Se estimé la intensidad de los puntos mediante
visualizacion y se expresd como intensidad relativa en una escala comprendida entre 0 y 5.

Se obtuvo una sefial positiva fuerte con los péptidos correspondientes a la regién 292-305 de E1, mientras que la
region 347-356 de E1 no resultd reconocida por D32.10. Los péptidos correspondientes a las regiones 482-499 y
612-626 de E2, respectivamente, también eran inmunorreactivas con D32.10 y no se detectd ninguna sefial con la
region 686-697 de E2. Las regiones 292-306 de E1, asi como las regiones 480-494 y 608-622 de E2 en forma de
pentadecapéptidos interactuaron con D32.10 en el ensayo ELISA.

Mediante la utilizacion de octapéptidos solapantes, la region "RHWTTQGCNC**® (SEC ID n° 1) de la proteina E1
de VHC y las regiones *"*YRLWHYPCT®' (SEC ID n° 3) y “*°PDQRPYCWHYPPKPC*** (SEC ID n° 2) de la proteina
E2 de VHC eran reactivas con D32.10. Las dos regiones identificadas en E2 contenian el mismo motivo WHYP que
Yagnik et al. (2000) sugirieron que participaba en la heterodimerizacion de E1E2. En efecto, resulta dificil discriminar
estas regiones. Sin embargo, la union independiente a D32.10 de dos zonas no solapantes, ‘" GPDQRPYC** (SEC
ID n° 26) y “*’WHYPPKPC*®* (SEC ID n° 27), sugiere que D32.10 reconoce especificamente cada octapéptido y por
lo tanto la secuencia completa (480-494).

Ejemplo 2. Caracterizacion y purificacion de particulas viricas de VHC derivadas de suero

Con el fin de separar las diferentes poblaciones de VHC, el sedimento enriquecido en VHC final se sometié a
centrifugacion isopicnica (210.000 g durante 48 horas a 4°C) en un gradiente de densidad de sacarosa (10% a 60%
p/p). Se recogieron fracciones (0,6 ml) y se determiné la densidad de cada una mediante refractometria. Se analizd
el contenido de ARN de VHC mediante RT-PCR cuantitativa (Amplicor Monitor, Roche), se midié el contenido de
proteinas nucleares de VHC con el ensayo Ortho-Clinical Diagnostics y se midié mediante EIA indirecta la
reactividad antigénicas de las particulas viricas de VHC hacia el mAb D32.10.

Se llevé a cabo un EIA indirecto tal como se ha indicado anteriormente, excepto en que los pocillos se recubrieron
con las diferentes fracciones diluidas de 10™ a 10™.

Se identificaron tres poblaciones diferentes (figura 4). Una poblacion (fracciones 3 a 5) generd una banda a una
densidad en sacarosa de 1,06-1,08 g/ml y carecia sustancialmente de cubierta virica, tal como ponen de manifiesto
los resultados negativos obtenidos mediante EIA indirecta con D32.10, pero contenia ARN de VHC
(aproximadamente 2x10° Ul/ml) y proteinas nucleares de VHC (entre aproximadamente 2 y 4 pg/ml). Aparentemente
no existian particulas viricas sin cubierta. Otra poblacion (fracciones 8 a 10 de la figura) generd una banda a una
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den3|dad ,en sacarosa de 1,14-1,15 g/ml y carecia sustancialmente de ARN de VHC (menos de aproximadamente
10* a 10° Ul/ml) y de proteina nuclear de VHC (aproximadamente 1 pg/ml) pero contenia niveles elevados de
particulas que respondian a D32.10 (entre aproximadamente 1 y 3,8 unidades de DOusso nm). Estas particulas
subviricas de VHC aparentemente contenian Gnicamente la cubierta virica de VHC. La tercera poblacion (fracciones
11 a 14) generé una banda a una densidad en sacarosa de 1,20-1,21 g/ml y contenia particulas con niveles
elevados de ARN de VHC (mas de aproximadamente 5x10° a 106 Ul/ml) y de proteina nuclear de VHC (entre
aproximadamente 2,5 y 8 pg/ml) y que respondia a D32.10 (entre aproximadamente 0,5 y 1,5 unidades de DOasg nm).
Por lo tanto, esta poblacion contenia sustancialmente sélo particulas viricas completas de VHC con cubierta
purificadas.

Las particulas viricas contenidas en el sedimento enriquecido en VHC (figura 5A) y en la segunda (figura 5C) y
tercera poblaciones (figura 5B) resultaron inmunoprecipitadas por D32.10 y se observaron mediante microscopia
electrénica. Se han analizado varias preparaciones de particulas viricas de VHC mediante este procedimiento. Las
particulas subviricas de VHC con cubierta aparentemente son particulas esféricas con un didmetro medio de
aproximadamente 30 nm (33,08 nm) (figura 5C), mientras que las particulas virica completas de VHC con cubierta
presentan una apariencia igualmente esférica pero con un didmetro medio de aproximadamente 50 nm (48,72 nm)
(figura 5B).

Ejemplo 2 bis. Caracterizacion y purificacion de particulas viricas de VHC derivadas de suero

Se realizé asimismo otro analisis de la poblacién de particulas viricas de VHC presentes en el plasma de pacientes
infectados.

Purificacion de particulas de VHC derivadas de suero

Se utilizd el sedimento enriquecido en VHC obtenido en el Ejemplo 1 (VHC-L) para estudios fisicoquimicos,
inmunolégicos y morfolégicos, asi como un sedimento obtenido de la plasmaféresis de otro paciente (VHC-Fan,
genotipo 1a/2a), que mostraba hepatitis C créonica (CH-C) con crioglobulinemia de tipo Il asociada a vasculitis
cutanea severa, que requeria intercambios de plasma. Respecto al VHC-I del paciente, este ultimo paciente VHC-
Fan mostraba niveles anormalmente elevados de aminotransferasas séricas (ALT/AST), era positivo para
anticuerpos anti-VHC y negativo para todos los marcadores de VHB y VIH.

De esta manera se caracterizaron siete preparaciones. Eran positivas para el ARN de VHC de 10°® Ul/ml a 2-3x10"
Ul/ml (VHC-Fan, VHC-L) en el ensayo cuantitativo de seguimiento de ARN de VHC Amplicor (Roche),
correspondiente a entre 2, 5x10° y 5-7, 5x10" copias/ml.

Con el fin de separar las diferentes poblaciones de VHC, el sedimento enriquecido en VHC final se sometié a
centrifugacion isopicnica (200.000 g durante 48 horas a 4°C) en un gradiente de densidad de sacarosa (10% a 60%
o 30% a 45%, pl/p). Se recogieron fracciones (0,6 ml) y se determind la densidad de cada una mediante
refractometria. Se realizé6 un seguimiento del contenido de ARN de VHC mediante RT-PCR cuantitativa (Amplicor
Monitor, Roche). Se detectd la reactividad de la cubierta (env) del VHC utilizando el mAb D32.10 mediante EIA
indirecto, tal como se ha descrito anteriormente, tras el recubrimiento de cada fraccién a diferentes diluciones (1/10 a
1/10.000) sobre una fase sdlida. Se sometié a ensayo el antigeno nuclear del VHC mediante la utilizaciéon de un
ensayo cuantitativo Ortho y transferencia western utilizando una mezcla de anticuerpos monoclonales antintcleo
(7G12A8, 2G9A7 y 19D9D6) (Jolivet-Reynaud et al., 1998; Menez et al., 2003).

Brevemente, se llevé a cabo la medicién del antigeno nuclear total de VHC en los sedlmentos enrlculJemdos en VHC
y en cada fracciéon recogida del gradlente de sacarosa, utilizando el ensayo Ortho® trak-C" (Ortho-Clinical
Diagnostics, Inc.). El ensayo Ortho® trak-C™ es un ensayo cuantitativo de inmunocaptura que utiliza varios
anticuerpos monoclonales con especificidad para diferentes regiones del antigeno nuclear del VHC. El
procedimiento utiliza una etapa de pretratamiento para proporcionar al ensayo antigenos libres, acomplejados
inmunolégicos y asociados a virién (Aoyagi et al.,, 1999). Se evalué el ARN de VHC medlante una RT-PCR
cuantitativa desarrollada por Roche Molecular Systems (Meylan, Francia), Ampllcor HCV Monitor™. La etapa de
amplificacion implica un Unico tubo, un Unico enzima (ADN polimerasa rTth) y la combinacién de transcripcion
inversa y polimerizaciéon de ADN con una Unica pareja de cebadores (Colucci y Gutekunst, 1997). La deteccion se
llevé a cabo mediante un ensayo colorimétrico en placa de micropocillos. El control de la contaminacién cruzada en
la PCR incluia AmpErase , que ha sido incorporado en el ensayo para inactivar el ADN amplificado contaminante
(Longo et al., 1990).

Los sedimentos enriquecidos en VHC en primer lugar se sometieron a centrifugacion isopicnica en un gradiente de
densidad de sacarosa (10% a 60%). La presencia de particulas viricas con cubierta que mostraban reactividad con
E1E2-D32.10 se investigd mediante el método de EIA indirecto mencionado anteriormente (figuras 14A y 14C) y
transferencia western (figuras 14B y 14D) utilizando el MAb D32.10 anti-E1E2, cuya especificidad se habia definido
bien en el Ejemplo 1. Tal como se muestra en las figuras 14A y 14C, la reactividad de E1E2-D32.10 en el EAI
(fraccion diluida a 1/10.000) se recuperd a partir de las fracciones 9 (densidad de 1,12 g/ml) a 16 (densidad de
1,23 g/ml), con un pico de entre 1,12 y 1,17 g/ml, y un “hombro” entre 1,18 y 1,23 g/ml. Se detect6é una reactividad
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de D32.10 (fraccion diluida a 1/10) nula o muy baja en las fracciones correspondientes a los complejos de baja
densidad (1,006 a 1,10 g/ml). Se obtuvieron resultados similares con el aislado VHC-L (figura 14A) de genotipo 1b y
con el aislado VHC-Fan (figura 14C) de genotipo 1a/2a. Algunas fracciones (6, 8, 10, 12 y 14) del aislado VHC-L
(figura 14B) y todas las facciones (4 a 18) del aislado VHC-Fan se sometieron a SDS-PAGE y transferencia western
con el MAb D32.10. La reactividad de E1E2-D32.10 apareci6é claramente entre la fraccion 8 (densidad: 1,10 g/ml) y
el fondo del gradiente. Debe indicarse que la reactividad de E1E2 mas fuerte se observé en las fracciones 11, 12 y
13 (figura 14D), correspondientes a las densidades 1,17 a 1,20 g/ml. Pudieron detectarse unas bandas de peso
molecular mas alto (HMW) en estas fracciones, correspondiendo probablemente a formas oligoméricas de las
glucoproteinas de cubierta E1 y E2 presentes sobre la superficie de las particulas viricas, generando bandas en
dichas densidades. Se observd otra reactividad fuerte contra tanto E2 como E1 en la fraccion 9 (densidad de
1,13 g/ml) correspondiente al pico del EIA (figura 14C). Todas las preparaciones de VHC derivadas de suero
proporcionaron los mismos perfiles de bandeo en el equilibrio de la reactividad de E1E2-D32.10 en gradientes de
densidad de sacarosa (10% a 60%).

Con el fin de caracterizar adicionalmente las poblaciones de VHC con cubierta, el sedimento de VHC-Fan se
sometié a centrifugacion isopicnica en un gradiente de sacarosa de 30% a 45% de tipo 1 (2 ml de 30%, 3 ml de
35%, 3 ml de 40%, 2 ml de 45%). Bajo estas condiciones experimentales, pudieron individualizarse claramente dos
picos de reactividad de E1E2-D32.10, tal como se muestra en la figura 15A. El EIA indirecto revel6 un primer pico
estrecho (pico 1) a una densidad de aproximadamente 1,15 g/ml y un segundo pico grande y ancho (pico 2) a una
densidad de aproximadamente 1,18 a 1,22 g/ml. Las particulas de los picos 1 (fraccién 8) y 2 (fracciones 12 y 13) del
gradiente de sacarosa (30% a 45%) se sometieron individualmente a una segunda centrifugacion de equilibrio. El
pico 1 se centrifugd en un gradiente de sacarosa de 30% a 45% de tipo 2 (3 ml de 30%, 3 ml de 35%, 2 ml de 40%,
2 ml de 45%) (figura 15B). Unicamente un pico antigénico E1E2 estrecho (pico 1) se desplazoé hasta una densidad
de 1,13 a 1,14 g/ml (aproximadamente sacarosa al 32%, fracciones 5 y 6). El pico 2 se centrifugd en un gradiente de
sacarosa de 30% a 45% de tipo 3 (2 ml de 30%, 2 ml de 35%, 3 ml de 40% y 3 ml de 45%) (figura 15C). Un pico
principal (pico 2) sedimentd mucho mas rapido, mostrando antigenicidad de E1E2 maxima a una densidad de
aproximadamente 1,18 g/ml (correspondiente a sacarosa al 40%). El ultimo pico antigénico E1E2 (pico 2)
presentaba una apariencia asimétrica, con las densidad mas bajas desplazadas hacia adelante, y con ligero
solapamiento con el bandeo de la poblacion E1E2 a una densidad en sacarosa de 1,14 g/ml (pico 1), sugiriendo una
mayor heterogeneidad que el pico antigénico E1E2 anterior (pico 1) (figuras 15B, 15C).

Con el fin de elucidar las diferentes de densidad de flotacidon entre las dos poblaciones de particulas viricas con
cubierta E1E2 (picos 1 y 2), las fracciones de gradiente de sacarosa de 30% a 45% de tipo 1 indicadas
anteriormente se sometieron a ensayo para el antigeno nuclear de VHC mediante el ensayo de nucleo de VHC
Ortho (figura 9A) y mediante transferencia western (figura 15B).

Brevemente, se determiné la especificidad de polipéptido mediante inmunotransferencia utilizando muestras de VHC
a modo de sondas antigénicas (1 a 5 pug/ml). Se llevd a cabo una electroforesis en gel de dodecilsulfato sédico
(SDS)-poliacrilamida (PAGE) en geles al 12,5% bajo condiciones reductoras (SDS al 2% + 2-ME al 5%). Tras la
transferencia de proteinas a membranas de PVDF, se utiliz6 el mAb D32.10 anti-E1E2 (2 a 5 pg/ml) o los MAb
antinucleo 7G12A8, 2G9A7 y 19D9D6 (5 pg/ml cada uno) como anticuerpos primarios, diluidos en NHS al 50% vy las
IgG unidas se detectaron mediante incubacion con fragmento (Fab'), conjugado con HRPO antiinmunoglobulinas de
ratén (diluido 1/10.000, obtenido de Immunotech), como segundo anticuerpo. Los filtros se revelaron con un sistema
de quimioluminiscencia mejorada (ECL Plus) de Amersham.

Ambos enfoques experimentales demostraron que se recuperaba la reactividad maxima de antigeno nuclear de VHC
en el segundo pico antigénico E1E2 (pico 2) a una densidad de aproximadamente 1,17 a 1,19 g/ml (sacarosa al
40%). Mediante analisis de transferencia western (figura 9B), se identifico la proteina nuclear del VHC de 25 kDa en
el material inicial (sedimento VHC-Fan) y en las fracciones 8 a 13. También se detectaron bandas en 50, 75 y 150
kDa, que podrian corresponder a oligébmeros del producto codificado por el gen nuclear de VHC. Se analiz6 el ARN
de VHC mediante el ensayo cuantitativo RT-PCR Monitor (Roche) de todas las fracciones del gradiente inicial de
sacarosa de 10% a 60% (figura 10). Se observaron dos picos de ARN virico a una densidad de 1,055 a 1,075 g/ml y
a una densidad de 1,16 a 1,21 g/ml. El titulo total de este ultimo pico era de 10° 1U/ml y correspondia al segundo
pico antigénico de E1E2 (pico 2). En contraste, la fraccion 9 (densidad de 1,13 g/ml), que correspondia al pico 1,
contenia el titulo mas bajo de ARN de VHC. De esta manera, el pico 2 (aproximadamente 1,17 a 1,20 g/ml) contenia
complejos E1E2, proteina nuclear de VHC y un titulo elevado de ARN de VHC y probablemente representa viriones
completos. El pico 1 (1,13 a 1,15 g/ml) contenia principalmente complejos E1E2 y probablemente representa
particulas subviricas (SVP). Los complejos de baja densidad (1,006 a 1,10 g/ml) contenia unicamente nucleo y ARN
de VHC, correspondiendo a nucleocapsides desnudas.

De esta manera, utilizando el anticuerpo monoclonal D32.10 de la invencidn, se analizaron los tipos mas prevalentes
de particulas viricas con cubierta presentes en el suero de pacientes de hepatitis C crénica. Mediante sedimentacion
en gradientes de sacarosa del material virico concentrado, analisis de la composicién de proteinas (proteinas de
nucleo y de cubierta) mediante inmunoensayos e inmunotransferencia, acoplado al seguimiento del ARN de VHC
mediante RT-PCR cuantitativa, se identificaron dos poblaciones de particulas con cubierta de E1E2 que
sedimentaban en dos densidades diferentes, 1,13-1,15 g/ml y 1,17-1,21 g/ml, respectivamente. La primera poblacion
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correspondia a particulas subviricas (SVP) que contenian las proteinas de cubierta E1 y E2, pero no presentaba
nucleocapsides. La segunda poblacién podria corresponder a viriones de VHC, debido a que estas particulas
contenian las proteinas de cubierta E1 y E2, las proteinas nucleares y un titulo elevado de ARN de VHC.

Caracterizacién morfolégica de particulas de VHC derivadas de suero

Se llevo a cabo la microscopia electrénica del sedimento de VHC-Fan tras la inmunoprecipitacion con anticuerpo
monoclonal especifico de E1E2(D32.10) (inmunomicroscopia electronica, o IEM) siguiendo el procedimiento
siguiente.

Brevemente, se mezclaron preparaciones de VHC derivadas de suero (2, 20 6 200 ug) o fracciones de gradientes
(0,1 ml) con 0,1 ml de MAb D32.10 (5 ug) o anticuerpo monoclonal irrelevante (F35.25, anti-preS1 de VHB) (Petit et
al., 1989) del mismo isotipo (IgG1). La incubacién se llevé a cabo a 37°C durante 1 hora, después a 4°C durante 16
horas. A continuacion, la mezcla se diluyd en 10 ml de tampoén TNE y se centrifugd a 48.000 g durante 1 hora. El
sedimento se resuspendioé en 0,1 ml de tampdn TNE. Las particulas de VHC inmunoprecipitadas con D32.10 se
adsorbieron durante 5 minutos sobre rejillas Cupron de Formvar/recubiertas de carbono sometidas a descarga
luminiscente y tefiidas durante 4 minutos con acetato de uranilo al 1% (pH 4,5). A continuacién, las preparaciones se
visualizaron utilizando un microscopio electrénico JEOL 100 CX (servicio de imagenes, Laennec Faculty, Lyon,
Francia). Para el marcaje indirecto con inmunooro, las rejillas se incubaron con una dilucién 1:50 de particulas de
oro coloidal-lgG de cabra antirraton (diametro de 10 nm, BioCell Research Laboratories) como segundo anticuerpo.

Los experimentos de control demostraron que la heterogeneidad de tamafos de las preparaciones variaba segun la
proporcion de antigeno:anticuerpo (resultados no mostrados). Con el fin de conservar la integridad morfolégica, el
procedimiento de aislamiento de las particulas de VHC implicaba unicamente precipitacion y centrifugacion en
gradiente de sacarosa. Bajo estas condiciones experimentales, se obtuvo una distribucion de tamafos de particula
relativamente bien definido, tal como se muestra en la figura 11A. El pico asimétrico se encontraba centrado en
aproximadamente 35 nm. Las particulas de este tamarfio (30 a 40 nm) eran predominantes (56%). Esencialmente la
mayoria de las particulas (80%) presentaba un diametro superior a 30 nm, con un valor medio de 38,28 nm (125 de
entre 156 particulas), el 20% de ellas era de entre 40 y 50 nm (valor medio=43,61 nm) y el 4% de entre 50 y 60 nm
(valor medio=55,69 nm). Sélo el 20% del total de particulas presentaba un diametro inferior a 30 nm (valor
medio=26,35 nm). Las micrografias electronicas (figura 11B) muestran que las particulas de VHC se caracterizan
por una superficie suave relativamente uniforme. La figura 11B, paneles a y b, ilustra la heterogeneidad de tamafio
de las particulas de VHC con cubierta. La figura 11B, panel ¢, muestra particulas con un diametro de 50 nm, y el
panel d, aquéllas con un diametro de 35 nm. Aparecid una densidad mas alta bastante homogénea sobre la
superficie, de particulas de 35 nm (figura 11B, panel d), mientras que podia observarse claramente un area mas
ligera de menor densidad en el centro, de particulas con un diametro de 50 nm (figura 11B, panel c). No se
visualizaron particulas mediante IEM al utilizar un anticuerpo monoclonal primario irrelevante (figura 11B, panel e).
Se inmunoprecipitaron particulas de los picos 1 y 2 del gradiente de sacarosa, se tifieron y también se analizaron
mediante inmunoelectromicroscopia (IEM) (figuras 12A-12B). Tal como se muestra en la figura 12A, la especie
predominante (85,4%) en el pico 1 era una particula esférica con un didmetro de aproximadamente 20 nm (35 de 41
particulas, valor medio=20,6 nm). Solo 14,6% de las particulas presentaba un diametro superior a 30 nm,
probablemente correspondiente a un solapamiento con el pico 2. El pico 2 aparentemente era algo mas heterogéneo
en cuanto a tamafos que el material del pico 1 (figura 12B). Sin embargo, las formas mas prevalentes (77,5%) en
esta poblacién presentaban un diametro medio de aproximadamente 41 nm (69 de 89 particulas, valor medio=41,15
nm), que podrian corresponder al diametro del virion de VHC completo. En esta preparaciéon resultaban visibles
algunas de las particulas mas pequefias, de 30 nm de diametro (13,5%), que probablemente resultan del
solapamiento con el pico 1. El pico heterogéneo mayor, de sedimentacién mas rapida (pico 2), esetaba constituido
principalmente por particulas grandes de 35 y 50 nm de didametro, mientras que el pico homogéneo menor, de
sedimentacion mas lenta (pico 1), estaba constituido por particulas pequefias, de aproximadamente 20 nm de
diametro. Conjuntamente, los estudios morfolégicos indican que coexisten dos clases de tamafio de particulas de
VHC con cubierta de E1E2 en el suero de los pacientes infectados. Mediante marcaje indirecto con inmunooro
(figura 13), todas las particulas esféricas con cubierta, identificadas previamente mediante IEM, fijaron
especificamente anticuerpo secundario marcado con particulas de oro de 10 nm.

De esta manera, la inmunoelectromicroscopia con mAb D32.10, se determind una distribucion de tamafos de
particula relativamente bien definida de la poblacion con cubierta total (sedimento enriquecido en VHC) y de cada
poblacion de E1E2, separadamente. Las particulas de VHC con cubierta presentaban un tamafo heterogéneo, pero
pudieron identificarse facilmente dos clases de tamafio de las particulas. Una especie predominante consistia de
particulas grandes, con un diametro que variaba entre 35 NM y 50 nm, dependiendo probablemente de la estructura
de red de la cubierta, correspondientes a particulas completas con cubierta que contenian capside. Otra especie
mas homogénea consistia de particulas pequefias, con un diametro de aproximadamente 20 nm, correspondientes a
SVP sin capside. Todas estas particulas que se unian a mAb D32.10 se identificaron y visualizaron adicionalmente
mediante microscopia electrénica utilizando un marcaje indirecto con particulas de oro-IgG antirratén.

La formacion de SVP no infecciosas, ademas de viriones infecciosos, es una caracteristica comun de las infecciones
por flavivirus (Russel et al., 1980). Se ha sugerido que las primeras representan cubiertas viricas vacias sin capside
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(Mason et al., 1991). También se observan en células infectadas por virus de la hepatitis B (VHB) y se producen
SVP que se secretan, mediante expresion de solo proteinas de cubierta (Laub et al., 1983). Estas particulas son de
menor tamafio que los viriones. Esto demuestra que estas proteinas son capaces intrinsecamente de autoformar
estructuras particuladas especificas en presencia o en ausencia de un nucleo. Estas particulas se ensamblan y
experimentan el mismo proceso de maduracion que los viriones completos, incluyendo la glucosilacién y
procesamiento con carbohidratos. La inmunizacién con dichas SVP con cubierta recombinantes muestra que son
excelentes inmunoégenos protectores en modelos animales (Konishi et al., 1992; Heinz et al., 1995), asi como en
seres humanos (Leroux-Roels et al., 1994).

La reactividad de los viriones completos y de las SVP con mAb D32.10 demuestra que el epitopo conformacional
E1(297-306)-E2(480-494) (613-621) se presenta esencialmente de la misma manera sobre la superficie de los
viriones de VHC y sobre las SVP. Sin embargo, dicho epitopo detectado sobre viriones y SVP derivados de suero no
se encuentra sobre particulas obtenidas mediante recombinacién genética y se produce en sistemas heterdlogos de
baculovirus/células de insecto (Baumert et al., 1999) o de retrovirus/células 293T (Bartosch et al., 2003), sugiriendo
que este sitio compuesto se encuentra ausente y/o presente en regiones inaccesibles separadas sobre las
superficies de dichas particulas de VHC recombinantes. Las primeras particulas de tipo VHC (VHC-LP) se retuvieron
en el RE, y sdélo una fraccion reducida de dichas pseudoparticulas de VHC (VHCpp) alcanzé la superficie celular.
Debe indicarse que mAb D32.10 no es reactivo con HSA o con las cadenas y o p de inmunoglobulinas. Puede
inmunoprecipitar especificamente E1y E2, asi como los heterodimeros E1E2, en el caso de que estas dos proteinas
sean expresadas separadamente o conjuntamente por virus Vaccinia recombinantes en células HepG2. De esta
manera, reacciona principalmente con agregados unidos mediante enlaces disulfuro y mas débilmente con complejo
E1E2 maduro no unido covalentemente. Sin embargo, no reconoce la proteina E1 o E2 recombinante y
desnaturalizada expresada en dicho sistema heterélogo, segun el analisis de transferencia. Esto concuerda con una
organizacion de E1, E2 y E1E2 sobre la superficie del virus derivado de suero que es diferente de la presente en las
particulas de VHC recombinantes. La estructura natural depende de las condiciones de ensamblaje. En el caso de
que las condiciones que regulan la formacion de una estructura Unica no se encuentren presentes en sistemas
heterdlogos, la organizacion del dimero en las VLP y VHCpp no es similar, en contraste con la similitud entre las
superficies de las SVP y de los viriones en el caso de que se aislen ambas del suero de pacientes infectados. Una
caracteristica particularmente notable del empaquetamiento de las proteinas de cubierta (E) de los flavivirus, entre
ellos el virus de la encefalitis transmitida por garrapata (TBEV), en particulas subviricas recombinantes (RSP) y en
viriones, es que se disponen planas sobre la superficie virica, en una orientaciéon de cabeza-a-cola (Ferlengi et al.,
2001). La superficie lateral del dominio lll, que presenta un pliegue de tipo Ig y participa en la unién a receptores, es
accesible, mientras que el péptido de fusién es un bucle interno (Rey et al., 1995). Por lo tanto, los flavivirus entran
en las células mediante endocitosis mediada por receptores y fusién inducida por pH bajo en endosomas (Rice,
1996). Se cree que una particula en ensamblaje obtiene su cubierta mediante gemacion a través de la membrana
del RE o de un compartimiento intermedio de la ruta secretoria temprana. A continuacion, las particulas son
transportadas a través de la red trans-Golgi (TGN) hasta la membrana plasmatica, maduran y de esta manera
adquieren sacaridos complejos. Todas estas etapas resultan cruciales para el ensamblaje del virus y desempefian
un papel crucial en muchas etapas del ciclo de replicacion.

Inesperadamente, todas las particulas de VHC muestran aparentemente unas propiedades biofisicas similares con
independencia de su origen. El patrén de sedimentacion en gradiente de sacarosa de las VHC-LP ensambladas en
células de insecto, derivadas a partir de ADNc de VHC cepa J o del clon infeccioso H77c, era de entre 1,14 y
1,20 g/ml en gradientes de sacarosa en el equilibrio (Wellnitz et al., 2002). La mayoria de las particulas presentaba
un diametro de entre 40 y 60 nm. Sin embargo, todos los epitopos presentados sobre los ectodominios de E1 y E2
de la superficie externa de las VHC-LP (Wellnitz et al., 2002) eran diferentes de la especificidad para E1 y E2
ofrecida por el MAb D32.10. Por lo tanto, aunque las particulas sedimenten a la misma densidad en sacarosa,
presentan diferentes inmunorreactividades, lo que puede relacionarse con un transporte y/o plegamiento incorrectos,
y evidentemente resulta en diferentes propiedades funcionales, en términos de unién e infectividad celulares.

Al contrario que las particulas de VHC con cubierta del suero, las particulas de nucleo de VHC aisladas a partir del
plasma de individuos infectados por VHC aparentemente son similares a las particulas de tipo nucleocapside
producidas en las células de insecto. Las nucleocapsides de VHC generaban una banda a una densidad de entre
1,32 y 1,34 g/ml en el gradiente de CsCl y presentaban un tamafo muy heterogéneo, de entre 38 y 62 nm de
diametro (Maillard et al., 2001). Todas estas particulas eran reactivas con mAb antintcleo, pero no con mAb anti-E1
y anti-E2 producidos mediante inmunizacion con proteinas recombinantes (Deleersnyder et al., 1997; Dubuisson et
al., 1994).

De esta manera, diferentes tipos de particulas de tipo VHC (VHC-LP, nucleocapsides de VCH de suero, viriones de
VHC de suero) presentan algunas similitudes de tamafio y/o densidad, pero muestran diferentes propiedades
antigénicas (plegamiento incorrecto o correcto de los complejos E1E2, viriones con cubierta o nucleocapsides sin
cubierta). Por lo tanto, conjuntamente lo anterior demuestra que resulta crucial disponer de buenas herramientas
inmunoldgicas para analizar las propiedades antigénicas reales de las particulas de VHC, para identificar asi los
viriones de VHC naturales.

A partir de dichos datos y de los de otros (Andre et al., 2002; Maillard et al., 2001), podria obtenerse una mejor
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informacién sobre el espectro completo de las diferentes formas de particulas de tipo VHC circulantes en el suero de
los pacientes de hepatitis C cronica. Las fracciones de baja densidad en gradiente de sacarosa (1,06 g/ml) contenian
estructuras de tipo capside, asociadas a lipoproteinas formando particulas lipoviricas (LVP) y con ARN de VHC e
inmunoglobulinas, dependiendo de las variaciones individuales (Andre et al., 2002). Las LVP presentaban una
apariencia de particulas grandes, de mas de 100 nm de diametro, y se unian a la linea celular de hepatocitos a
través de receptores de LDL (Andre et al., 2002). Las nucleocapsides de VHC sin cubierta aisladas a partir de
sueros tratados con detergente presentaban una densidad de flotacién de entre 1,32 y 1,34 g/ml en CsCl,
presentaban un tamafio heterogéneo (Maillard et al.,, 2001) y recientemente se ha demostrado que muestran
actividad similar a FyR (Maillard et al., 2004), lo que podria explicar la asociacion entre las particulas que contienen
ARN de VHC y anticuerpos “no inmunolégicos” formando complejos de nucleo de VHC-IgG de alta densidad (1,28 a
1,35 g/ml) en el gradiente de sacarosa. Las fracciones de densidad intermedia, de entre 1,13 y 1,21 g/ml, se
identificaron como particulas de VHC con cubierta E1E2. La densidad media del virién VHC completo putativo (1,18
a 1,20 g/ml), constituido por nucleocapside, membrana lipidica y dos glucoproteinas de cubierta E1 y E2, era similar
a la de los flavivirus (Bradley et al., 1991). La hipdtesis de interacciones laterales de las proteinas de cubierta,
deducidas a partir de la especificidad fina del MAb D32.10, también concuerda con la organizacién de la cubierta de
SVP recombinantes procedentes de TBEV y de particulas viricas completas (Schalich et al., 1996). Finalmente, la
presencia en el suero de pacientes infectados por VHC de SVP que contienen Unicamente las proteinas de cubierta
E1E2, las cuales muestran propiedades de sedimentacion diferentes (1,13 a 1,15 g/ml) y diferentes tamafios de
particula (=20 nm) pero caracteristicas antigénicas similares a las de las particulas viricas completas, apoya algunas
similitudes entre el VHC y los flavivirus.

En conclusién, mediante la utilizaciéon de un nuevo MAb D32.10, se identificaron por primera vez:

(i) viriones completos de VHC, que contenian tanto ARN de VHC como antigeno nuclear, y que expresaban
complejos de cubierta E1E2 sobre su superficie, como “particulas grandes”, con un diametro de entre 35 y 50
nm, y que generaban una banda en 1,17-1,21 g/ml,

(ii) una poblacién de VHC de SVP de cubierta, como “particulas pequefias”, sin capside ni ARN de VHC, con un
diametro de entre 20 y 30 nm, y que generaban una banda en 1,13-1,15 g/ml.

Por lo tanto, dichas particulas con cubierta podrian representar un modelo relevante para investigar la relacion
estructura-funciéon de las glucoproteinas de cubierta de VHC, y un candidato excelente para enfoques de
vacunacion. Ademas, resultara interesante realizar un seguimiento del espectro de particulas de VHC circulantes en
diferentes grupos de pacientes y en diferentes estadios de la enfermedad asociada al VHC.

Ejemplo 3. Obtencién de un anticuerpo monoclonal dirigido contra las particulas viricas purificadas
completas de VHC con cubierta

La fraccion del sedimento enriquecido en VHC anteriormente indicado sometido a centrifugacién isopicnica en un
gradiente de densidad de sacarosa, que contenia las particulas viricas purificadas completas de VHC con cubierta,
se utilizé para preparar un anticuerpo monoclonal. Esta fraccion se utilizé para inmunizar ratones y aislar hibridomas
tal como se ha explicado anteriormente. De esta manera, se obtuvo un anticuerpo monoclonal, (D4.12.9), que se
demostré que reconocia especificamente la proteina E2 de VHC natural en experimentos de transferencia western
(figura 6) y las particulas viricas de VHC naturales mostradas en el Ejemplo 2 (figura 7). En efecto, la figura 7
muestra que D4.12.9 reconoce tanto las particulas subviricas con cubierta de VHC (fracciones 8 a 11) como las
particulas viricas completas de VHC con cubierta (fracciones 11 a 14), de una manera similar a D32.10.

Ejemplo 4. Caracterizacion epitépica de los anticuerpos anti-VHC derivados de pacientes infectados

Se evalué la inmunorreactividad de las secuencias peptidicas derivadas de E1 y E2 reactivas con D32.10 (Ejemplo
1) para los sueros de pacientes infectados por VHC, mediante la utilizacion de péptidos que comprendian dichas
secuencias.

Se produjeron las secuencias de E1 (aminoacidos 290 a 317) y de E2 (aminoacidos 471 a 500 y 605 a 629) en
forma de péptidos sintéticos biotinilados para el ensayo mediante ELISA con 11 sueros procedentes de individuos
sanos y 44 sueros de pacientes infectados por VHC (numerados A1 a A44).

Los pocillos de placas de microtitulacion se recubrieron durante la noche a 4°C con 100 pl de estreptavidina a una
concentracion de 10 pg/ml en tampén carbonato 0,1 M (pH 9,6) y se bloquearon durante 1 hora a 37°C con PBS que
contenia suero de cabra al 10%. A continuacion, las placas se lavaron tres veces con PBS que contenia Tween-20
al 0,05% antes de la adicion de 100 pl de una solucién de péptidos biotinilados (10 pg/ml en PBS) durante 2 horas a
37°C. Tras un nuevo lavado con PBS-Tween, se afiadieron 100 pl del suero analizado, diluido 1:50 en PBS-Tween
que contenia suero de cabra al 10%, y se incubé durante 2 horas a 37°C. Las placas se lavaron nuevamente con
PBS-Tween. EI anticuerpo secundario, anti-lgG humana de cabra conjugado con peroxidasa (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) se afiadié a continuacion a una dilucién 1:5.000 en PBS-Tween-suero de cabra. Las
placas se incubaron durante 1 hora a 37°C y después se lavaron una vez mas con PBS-Tween. Se revelaron las
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placas utilizando el kit de color Biomerieux que contiene o-fenilendiamina y peréxido de hidrégeno. Tras 10 minutos
de incubaciodn, las placas se leyeron a 492 nm con un lector de placas ELISA. Los valores de los que se informa son
la DO media de muestras por triplicado.

Se calculé un valor de corte de identificacion para cada péptido (media de los valores obtenidos con sueros
negativos para VHC + 3 desviaciones estandares). Permitié poner de manifiesto las respuestas positivas con 6 de 44
sueros positivos para VHC contra E1 (aminoacidos 290 a 317) (figura 8A), 6 de 44 contra E2 (aminoacidos 471 a
500) (figura 8B) y 16 de 44 contra E2 (aminoacidos 605 a 629) (figura 8C). Los sueros A7, A14, A21, A33, A39 y A49
proporcionaron una sefal positiva con los tres péptidos, mientras que E2 (605 a 629) también resulté reconocido por
10 sueros mas.

La presencia en los sueros de pacientes infectados por VHC de anticuerpos especificos que pueden reaccionar
simultaneamente con las tres regiones de E1 y E2 reconocidas por mAb D32.10 apoya fuertemente la yuxtaposicion
en la superficie de las particulas viricas de VHC con cubierta circulantes y su inmunogenicidad en ratones, asi como
en seres humanos.
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PUNTOS
Un anticuerpo conformacional que puede unirse especificamente a la cubierta virica del VHC.

Un anticuerpo conformacional segun el punto 1, que puede unirse especificamente a la proteina E2 del
VHC natural.

Un anticuerpo conformacional segun el punto 1 6 2, que puede neutralizar las infecciones por VHC en
pacientes.

Un anticuerpo conformacional segun cualquiera de los puntos 1 a 3, que puede precipitar el complejo E1E2
del VHC bajo sus formas covalentes o no covalentes.

Un anticuerpo conformacional segun cualquiera de los puntos 1 a 4, que puede unirse especificamente a la
proteina E1 del VHC natural.

Un anticuerpo conformacional segun cualquiera de los puntos 1 a 5, que puede unirse especificamente a la
proteina E1 del VHC natural, a la proteina E2 del VHC natural, y precipitar el complejo E1E2 del VHC bajo
sus formas covalentes o no covalentes.

Un anticuerpo conformacional seguin cualquiera de los puntos 1 a 6, que puede unirse especificamente a un
epitopo constituido por lo menos por una de las secuencias siguientes:

- los aminoacidos 297 a 306 de la proteina E1 del VHC (SEC ID n° 1),
- los aminoacidos 480 a 494 de la proteina E2 del VHC (SEC ID n° 2);
- los aminoacidos 613 a 621 de la proteina E2 del VHC (SEC ID n° 3).

Un anticuerpo conformacional segun el punto 7, que puede unirse especificamente a un epitopo constituido
por cada una de las secuencias siguientes:

- los aminoacidos 297 a 306 de la proteina E1 del VHC (SEC ID n° 1),
- los aminoacidos 480 a 494 de la proteina E2 del VHC (SEC ID n° 2);
- los aminoacidos 613 a 621 de la proteina E2 del VHC (SEC ID n° 3).

Un anticuerpo conformacional segun cualquiera de los puntos 1 a 8, en el que dicho anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal.

Un anticuerpo monoclonal segun cualquiera de los puntos 1 a 9, secretado por el hibridoma depositado en
la CNCM (Collection Nationale de Culture de Microorganismes, Institut Pasteur, Paris, Francia) el 19 de
marzo de 2003, bajo el numero de acceso CNCM 1-2983.

Un anticuerpo monoclonal segun cualquiera de los puntos 1 a 9, secretado por el hibridoma depositado en
la CNCM (Collection Nationale de Culture de Microorganismes, Institut Pasteur, Paris, Francia) el 19 de
marzo de 2003, bajo el nimero de acceso CNCM 1-2982.

Un hibridoma depositado en la CNCM (Collection Nationale de Culture de Microorganismes, Institut Pasteur,
Paris, Francia) el 19 de marzo de 2003, bajo el nimero de acceso CNCM [-2983.

Un hibridoma depositado en la CNCM (Collection Nationale de Culture de Microorganismes, Institut Pasteur,
Paris, Francia) el 19 de marzo de 2003, bajo el nimero de acceso CNCM [-2982.

Una composicion farmacéutica que comprende como sustancia activa por lo menos uno de los anticuerpos
segun los puntos 1 a 11, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Utilizacion de por lo menos uno de los anticuerpos segun los puntos 1 a 11, para la preparacién de un
medicamento destinado al diagnéstico, a la prevencion o al tratamiento de las infecciones por VHC.

Una particula virica con cubierta que puede unirse a por lo menos uno de los anticuerpos segun el punto 10
u11.

Un anticuerpo que se une a la particula virica con cubierta segun el punto 16.
Una composicidn de particulas viricas de VHC derivadas a partir de muestras iniciales de sangre, plasma o
suero humano, en la que la concentracion de copias de ARN de VHC es entre aproximadamente 100 y

1.000 veces superior a la concentracion de copias de ARN de VHC en las muestras iniciales de sangre,
plasma o suero humano a partir de las que se ha derivado, y es en particular superior a aproximadamente
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10’ copias/ml.

Una composicion sesgt’m el punto 18, en la que el numero de copias de ARN del VHC es de entre
aproximadamente 10° y aproximadamente 10° Ul por mg de proteina.

Una composicién segun el punto 18 6 19, en la que el volumen de dicha composicion es de entre
aproximadamente 0,1 ml y aproximadamente 10 ml.

Una particula subvirica con cubierta de VHC aislada que sustancialmente no presenta ARN de VHC ni
proteina nuclear de VHC.

Una particula subvirica con cubierta de VHC aislada segun el punto 21, en la que dicha particula subvirica
puede unirse a cualquiera de los anticuerpos segun los puntos 1 a 11.

Una composicion que comprende particulas viricas completas de VHC con cubierta purificadas,
conteniendo dichas particulas viricas completas de VHC con cubierta purificadas ARN de VHC, proteina
nuclear de VHC y cubierta de VHC, las cuales pueden unirse a cualquiera de los anticuerpos segun los
puntos 1 a 11.

Un procedimiento para preparar una composicion de particulas viricas de VHC, que comprende las etapas
siguientes:

- por lo menos dos ultracentrifugaciones de una muestra que resulta de una plasmaféresis
clarificada de un paciente infectado por VHC, con el fin de obtener un sedimento enriquecido en
VHC;

- la resuspension del sedimento enriquecido en VHC en una solucién acuosa, con el fin de obtener
una composicion de particulas viricas de VHC.

Una composicidn de particulas viricas de VHC, tal como la obtenida segun el procedimiento segun el punto
24.

Un procedimiento para preparar una composicion de particulas subviricas de VHC con cubierta que
comprende las etapas siguientes:

- por lo menos dos ultracentrifugaciones de una muestra que resulta de una plasmaféresis
clarificada de un paciente infectado por VHC con el fin de obtener un sedimento enriquecido en
VHC;

- resuspension del sedimento enriquecido en VHC en una solucién acuosa;

- ultracentrifugacion del sedimento enriquecido en VHC resuspendido en un gradiente de densidad
de sacarosa con el fin de separar los elementos del sedimento enriquecido en VHC resuspendido
en fracciones segun su densidad;

- recuperacion de las fracciones que no contienen sustancialmente ARN de VHC, sustancialmente
nada de proteina nuclear de VHC y que contienen particulas que pueden unirse al anticuerpo
monoclonal segun el punto 10 u 11, en particular fracciones con una densidad de sacarosa de
aproximadamente 1,13 a 1,15 g/ml, con el fin de obtener una composicién de particulas subviricas
de VHC con cubierta.

Una composicion de particulas subviricas de VHC con cubierta tal como la obtenida segun el procedimiento
segun el punto 26.

Un procedimiento para preparar una composiciéon purificada de particulas viricas completas de VHC con
cubierta, que comprende las etapas siguientes:

- por lo menos dos ultracentrifugaciones de una muestra que resulta de una plasmaféresis
clarificada de un paciente infectado por VHC, con el fin de obtener un sedimento enriquecido en
VHC;

- resuspension del sedimento enriquecido en VHC en una solucién acuosa;

- ultracentrifugacion del sedimento resuspendido enriquecido en VHC en un gradiente de densidad

de sacarosa con el fin de separar en fracciones segun su densidad los elementos del sedimento
resuspendido enriquecido en VHC;
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- recuperacion de las fracciones que contienen entre aproximadamente 5x10° y aproximadamente
10° Ul de ARN de VHC por ml, entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100 pg de proteina
nuclear de VHC por ml, y que contienen particulas que pueden unirse al anticuerpo monoclonal
segun la reivindicaciéon 10 u 11, en particular fracciones con una densidad de sacarosa de
aproximadamente 1,17 a 1,21 g/ml, con el fin de obtener una composicion purificada de particulas
viricas completas de VHC con cubierta.

Una composicion de particulas viricas completas de VHC con cubierta purificadas, tales como las obtenidas
segun el procedimiento segun el punto 28.

Un procedimiento para preparar un anticuerpo monoclonal segun el punto 10, que comprende las etapas
siguientes:

- inmunizacién de un animal, en particular de un mamifero, con una composiciéon de particulas
viricas de VHC segun el punto 18, o tal como la preparada segun el punto 24, y recuperacion de
los anticuerpos generados;

- seleccion, entre los anticuerpos generados, de anticuerpos monoclonales segun su capacidad de
unirse a las particulas viricas de VHC contenidas en la composicién anteriormente indicada de
particulas viricas de VHC.

Un procedimiento para preparar un anticuerpo monoclonal segun el punto 11, que comprende las etapas
siguientes:

- inmunizar un animal, en particular un mamifero, con una composiciéon de particulas viricas
completas de VHC con cubierta purificadas segun el punto 23, o preparada segun el punto 28, y
recuperar los anticuerpos generados;

- seleccionar, entre los anticuerpos generados, anticuerpos monoclonales para su capacidad de
unirse a las particulas viricas completas de VHC con cubierta purificadas que se encuentran
contenidas en la composicidn anteriormente indicada de particulas viricas completas de VHC con
cubierta purificadas.

Una composicidon farmacéutica que comprende como sustancia activa las particulas subviricas segun el
punto 21 6 22, o la composicion segun el punto 27, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Utilizacion de las particulas subviricas de VHC con cubierta seguin el punto 21 6 22, o de la composicién
segun el punto 27, para inducir una reaccion inmunolégica contra dichas particulas subviricas de VHC con
cubierta o contra particulas viricas completas de VHC con cubierta segun el punto 22.

Utilizacion de las particulas subviricas de VHC con cubierta segun el punto 21 o 22, o de la composicion

segun el punto 27, para la preparacién de un medicamento destinado al diagnéstico, a la prevencion o al
tratamiento de las infecciones por VHC,
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REIVINDICACIONES

Utilizacion de un péptido que comprende una secuencia definida por SEC ID n°® 1, SEC ID n° 2 0 SEC ID n°
3, para detectar en el suero de un paciente infectado por VHC la presencia de anticuerpos especificos que
pueden reaccionar simultdneamente con las tres regiones de E1 y E2 reconocidas por el anticuerpo
monoclonal secretado por el hibridoma depositado en la CNCM (Collection Nationale de Culture de
Microorganismes, Institut Pasteur, Paris, Francia) el 19 de marzo de 2003, bajo el nimero de acceso CNCM
1-2983, en el que dichas tres regiones de E1 y E2 estan constituidas por cada una de las secuencias
siguientes:

- los aminoacidos 297 a 306 de la proteina E1 del VHC (SEC ID n° 1);

- los aminoacidos 480 a 494 de la proteina E2 del VHC (SEC ID n° 2); y

- los aminoacidos 613 a 621 de la proteina E2 del VHC (SEC ID n° 3).

Utilizacion segun la reivindicacion 1, en la que el péptido esta biotilinado.

Método para detectar en el suero obtenido de un paciente infectado por VHC la presencia de anticuerpos
especificos que pueden reaccionar simultaneamente con las tres regiones de E1 y E2 reconocidas por el
anticuerpo monoclonal secretado por el hibridoma depositado en la CNCM (Collection Nationale de Culture
de Microorganismes, Institut Pasteur, Paris, Francia) el 19 de marzo de 2003, bajo el nimero de acceso
CNCM 1-2983, en el que dichas tres regiones de E1 y E2 estan constituidas por cada una de las
secuencias siguientes:

- los aminoacidos 297 a 306 de la proteina E1 del VHC (SEC ID n° 1);

- los aminoacidos 480 a 494 de la proteina E2 del VHC (SEC ID n° 2); y

- los aminoacidos 613 a 621 de la proteina E2 del VHC (SEC ID n° 3), comprendiendo el método las
etapas de:

- poner en contacto dicho suero con un péptido que comprende una secuencia definida por SEC ID
NO; 1, SEC ID n® 2 o SEC ID n° 3, para permitir la formacion de un complejo entre dicho péptido y
cualquier anticuerpo especifico presente en el suero; y

- detectar la presencia de cualquier complejo formado.

Método segun la reivindicacion 3, en el que la deteccion de la presencia de cualquier complejo formado
comprende usar un anti-lgG humana de cabra conjugado con peroxidasa.

Método segun la reivindicacion 3 o la reivindicacion 4, en el que el péptido esta biotinilado y en el que antes
de la etapa de puesta en contacto, el péptido se une a una superficie sélida recubierta con estreptavidina.
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Particulas de VHC (himero)

Particulas de VHC (numero)

ES 2 543 630 T3

17-24 nm VCH-Fan
Pico 1
Histograma (41)
Particulas pequefias
iy V; ?q—__ 5
Y ,-!_-;‘itv 5 R
10
>30 nm (14,6%)
Pico 2 "contaminante”
¢
<20 20-30 30-40 >50
Didmetro (nm)
Figura 12A
40
37-45 nm V(él_-l—r—‘ o
media=41,15 nm (69) =
77.5% Histograma (89)
Particulas grandes
m —
20
<30 nm (13,5%)
pors (Pico 1 "contaminante")
>50 nm (9%)
o -

i
<20 20-30 3040  40.50  50-80 >80
Diametro (nm)

Figura12B

48



ES 2 543 630 T3

Figura 13

49



Densidad (g/ml)

ES 2 543 630 T3

1.3 5
VCH-L
d: 1,12-1,17 g/m!
-4
12 A

£
c
-3 3
b3
d: 1,19-1,20 g/m! L4
“hombro” =3
K b
&
o
..2 ‘IE
w
11 ]
=

1

1.0 4 T T T T T T T T T y T [+]

8 9 10 11 12 13 14 15 16 47 18 19 20

T
0 1 2 3 4 5 8 7

Numero de fracciéon

Figura 14A

Fraccion
kDa M vcH-L 6 8 10 12 14

75 - E2
50 -
37 - E1
25 -

b N L

ﬁ,&d St .3“;«"5‘?—?\;\&% F AR SRR .x-f?%{a’ﬂ

Densidad ¥ o § § E
(g/ml) b S ST ST

Figura 14B

50



ES 2 543 630 T3

Densidad (g/ml)

.y
-
1

1,0 A

VHC-Fan

d: 1,14-1,17 g/m!

d: 1,19-1,20 g/mi

v

Numero de fraccion

Figura 14C

Fraccion

LS B B Ecn S i ot lnan Bn o m o peaa
7 B8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

0

E1E2 de VCH/D32.10, A490 nm

VHC-Fan

Densidad
(g/ml)

1,050

oo NO O
SR O~
. S
e e

Figura 14D

51

1,211

1,230
1,232
1,243

4 5 6 7 8 9 101112131415161718

o
e
N
Bk



Densidad (g/mi)

Densidad (g/mi)

ES 2 543 630 T3

13 4
Pico 1 HCY-Fan
d: 1,474 g/m! (Gradiente de 30% a 45%)
(sacarosa al 34,6%)
-3
1,2 7
Pico?2 -
d: 1,1777 g/m!
(sacarosa al 40,8%)
1l 9
1
1,0 T T T T T e+ ()
0 1 2 3 4 5 6 7 8 91011]31314151517181920
Numero de fraccién
Figura 15A
i d: 1,1303 g/mi
(sacarosa al 31,9%) d:1,1376 g/mi VHG-Fan
(sacarosa al 32,5%) Fr.8
Pico 1
1,20 A
1,18
1,16 L
114
1,12 1
1,10 R e T T ™ T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 44 15 16 17 18 19 20

Numero de fraccién

Figura15B

52

0

E1E2 de VCH/D32.10, A490 nm

E1E2 de VCH/D32.10, A490 nm



Densidad (g/ml)

ES 2 543 630 T3

1,20
VCHFan Pico 2
- d: 1.1769 g/ml
Fr. 12-13 (sacarosa aF40%)
118 7
116
1,44
Pico 1
d: 1.1375g/m! I
(sacarosa al 32,3%)
1,12
1,10 T T | i Y T T T T T T T T T Y T T T
0 2 3 4 6§ 6 7 B 9 10 11 12 13 4 16 16 17 18 19 20

Nimero de fraccion

Figura 15¢C

53

0

E1E2 de VCH/D32.10, A490 nm



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

