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DESCRIPCION
Anticuerpos monoclonales neutralizantes contra el coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo severo.

Antecedentes de lainvencién

El sindrome respiratorio agudo severo (SARS) es una enfermedad respiratoria inferior severa febril reconocida re-
cientemente que es el resultado de una infeccidon causada por un nuevo coronavirus (SARS-CoV) (1-5). El brote
global del SARS se contuvo, pero se mantienen las preocupaciones sobre la posibilidad de futuras recurrencias,
especialmente con recientes informes de infecciones adquiridas en laboratorios (6). Sin embargo, actualmente no
existe disponible un tratamiento o profilaxis eficaz para combatir este virus mortal (7,8).

Al igual que otros coronavirus, el SARS-CoV, es un virus envuelto que contiene un genoma de ARN de hebra positi-
va, grande, que codifica proteinas estructurales y proteinas replicasa viricas que incluyen proteinas espicular (S), de
membrana (M), de envoltura E), nucleocapsida (N), y diversas proteinas sin caracterizar (4,5,9). Los andlisis filo-
genéticos indican que el SARS-CoV es distinto de los tres grupos antigénicos conocidos de coronavirus. Por ello, la
caracterizacion post-gendmica del SARS-CoV es importante para desarrollar productos terapéuticos y vacunas anti-
SARS (10,11).

La infeccion por coronavirus se inicia por la uniéon de la proteina S al receptor huésped especifico, lo cual inicia un
cambio de conformacion en la proteina S. La proteina S del SARS-CoV es una glucoproteina transmembrana de tipo
I con una longitud predicha de 1.255 amino&cidos que contienen un lider (restos 1-14), un ectodominio (restos 15-
1190), un dominio transmembrana (restos 1191-1227), y una cola intracelular corta (restos 1227-1255) (5). A dife-
rencia de muchos otros coronavirus, tal como el virus de la hepatitis del raton (MHV) (12,13), en el cual la proteina S
esta escindida post-traduccion dentro de subunidades S1y S2, no se ha identificado un motivo de escision tipico en
la proteina S del SARS-CoV (5). No obstante, sus dominios S1 y S2 fueron predichos mediante la alineacion de
secuencias con otras proteinas S de coronavirus (5,14). El domino S2 (restos 681-1255) de la proteina S del SARS-
CoV que contiene un péptido de fusién putativo y dos regiones setenas repetidas (HR1 y HR2) es responsable de la
fusién entre membranas de célula virica y diana. Se ha encontrado que las regiones HR1 y HR2 pueden asociarse
para formar una estructura en haz de seis hélices (15-18), que se parece al ndcleo activo de fusion de la gp41 del
VIH (19) y la proteina S del MHV (20,21). El dominio S1 de la proteina S del SARS-CoV media en la unién del virus
con la enzima de conversion de la angiotensina 2 (ACE2), el receptor funcional para el SARS-CoV sobre células
susceptibles (22-25). Recientemente, se ha identificado un pequefio fragmento de 193 aminoacidos dentro del domi-
nio S1 (restos 318-510) como un dominio de unién del receptor (RBD), el cual es suficiente para asociarse con
ACE2 (26-28).

Las proteinas S del coronavirus son determinantes antigénicos principales que inducen la produccién de anticuerpos
neutralizantes (29,30). De acuerdo con ello, se deduce légicamente el uso de la proteina S como un antigeno para el
desarrollo de la vacuna (30). Recientemente, se ha mostrado que la proteina S del SARS-CoV es un inductor princi-
pal de inmunidad protectora entre proteinas estructurales (31). Yang, y otros (32) han informado que un candidato
de vacuna de ADN que codifica la proteina S indujo la neutralizacién del SARS-CoV (valores de anticuerpo neutrali-
zante dentro del intervalo de desde 1:25 hasta 1:150) e inmunidad protectora en ratones, y se probd que la protec-
cion estuvo mediada por anticuerpos neutralizantes pero no por un mecanismo dependiente de la célula T. Bisht, y
otros (339 han demostrado que la proteina S del SARS-coV expresada por el vrus vaccinia atenuado (MVA) escindié
anticuerpos especificos de S con un valor de anticuerpo neutralizante del SARS-CoV de 1:284, e inmuniz6 de mane-
ra protectora a ratones contra infecciones por SARS-CoV, tal como se muestra mediante los valores reducidos de
SARS-CoV en los tractos respiratorios de ratones después de exposicion a la infeccién Bukreyev, y otros (34) han
informado que la inmunizacién de mucosa de monos verdes de Africa con virus para-influenza atenuados (BHPIV3)
gue expresan la proteina S del SARS-CoV indujo anticuerpos neutralizantes con valores de neutralizacion que varia-
ron desde 1:8 hasta 1:16 y protegieron los animales contra la exposicion a la infeccion. Estos datos indican que la
proteina S del SARS-CoV es un antigeno protector capaz de inducir anticuerpos neutralizantes, aunque sus deter-
minantes antigénicos permanecen sin ser definidos.

Los autores de la presente invencion han demostrado recientemente que el dominio de unién del receptor (RBD) de
la proteina S del SARS-CoV es una diana principal de anticuerpos neutralizantes inducida en pacientes infectados
con SARS-CoV y en animales inmunizados con virus inactivados o proteinas S (35,36). Por ello, los autores de la
presente invencion han usado el RBD recombinante de la proteina S del SARS-CoV como un inmundgeno para
inducir anticuerpos monoclonales neutralizantes (mMABS).

Breve sumario de la invencién

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona un anticuerpo monoclonal neutralizante aislado capaz de
union al dominio de unién del receptor de la proteina espicular del coronavirus asociado al sindrome respiratorio
agudo severo (SARS-CoV), en el que el anticuerpo se produce mediante el hibridoma 30F9 con el No. de Acceso de
ATCC PTA-6523.

Ademas, de acuerdo con la invencion, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
eficaz del anticuerpo de acuerdo con la invencion y un vehiculo aceptable farmacéuticamente.
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Ademas, de acuerdo con la invencién, se proporciona el hibridoma 30F9 con el No. de Acceso de ATCC PTA-6523.

Ademas, de acuerdo con la invencién, se proporciona un anticuerpo de acuerdo con la invencién para uso en el
tratamiento de la infeccién por SARS-CoV.

Ademas, de acuerdo con la invencién, se proporciona el uso de un anticuerpo de acuerdo con la invencion en la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de la infeccion por SARS-CoV.

Ademas, de acuerdo con la invencion, se proporciona un procedimiento para la deteccién del coronavirus asociado
al sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) o de células infectadas por SARS-CoV in vitro, que comprende
poner en contacto un anticuerpo de acuerdo con la invencién bajos condiciones que permiten la formacion de com-
plejos entre el anticuerpo y el dominio de unién del receptor de la proteina espicular del SARS-CoV, y la deteccién
de los complejos formados.

Ademas, de acuerdo con la invencién, se proporciona un procedimiento para el rastreo de compuestos capaces de
inhibir la infeccidn por coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV), mediante el blo-
queo de la unién del virus a los receptores sobre las células huéspedes, que comprende las etapas de:

(a) establecer un sistema para un anticuerpo de acuerdo con la invencién, para unir al dominio de union del
receptor de la proteina espicular del SARS-CoV; y

(b) poner en contacto un compuesto para ser rastreado con el sistema de (a), indicando una disminucién en
la unién del anticuerpo al dominio de unidn del receptor de la proteina espicular del SARS-CoV que el com-
puesto es capaz de interferir con la unién y de inhibir la infeccion del dominio de union del receptor de la
proteina espicular del SARS-CoV.

Ademas, de acuerdo con la invencién, se proporciona un kit de diagnéstico o un kit de rastreo que comprende un
compartimento que contiene un anticuerpo de acuerdo con la invencion.

La presente invencion demuestra que el dominio de union del receptor (RBD) contiene multiples epitopos de neutra-
lizacion dependientes de la conformacion, que inducen un panel de potentes anticuerpos monoclonales neutralizan-
tes (mAbs), los cuales pueden usarse para el tratamiento, diagnosis, y prevencion del SARS.

Breve descripciéon de las diferentes vistas de los dibujos

Figura 1. (no de acuerdo con la invencién). Mapaje del epitopo de los mAbs 4D5 y 17H9 mediante péptidos
de solapamiento que cubren el RBD de la proteina S. Cada uno de los péptidos se recubrié a una concen-
tracion de 5 pg/ml y los mAbs se ensayaron a una concentracion de 10 pg/ml.

Figura 2. Inhibicion de la union de RBD-Fc a la ACE2 mediante mAbs. El panel superior muestra la inhibi-
cion de la unién de RBD-Fc a la ACE2 asociada a la célula, expresada sobre células 293T/ACE2 medida
mediante citometria de flujo; el panel inferior muestra la inhibicién de la unién de RBD-Fc a la ACE2 soluble
medida mediante ELISA. El RBD-Fc se us6 a una concentracion de 1 pg/ml y los mAbs se usaron a una
concentracion de 50 pg/ml. El % de inhibicién se calculd para cada mAb.

Figura 3. Neutralizacion del pseudovirus SARS mediante mAbs. Se muestra la inhibicion de la infeccion por
pseudovirus SARS en células 293T/ACE2 mediante mAbs representativos procedentes de cada grupo. Ca-
da uno de los mAbs se ensay0 en unas series de diluciones al doble y se calculé el % de neutralizacion.

Descripcién detallada de la invencidn

La presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal aislado capaz de union al dominio de unién del recep-
tor (RBD) de la proteina espicular (S) del coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV)
con el fin de inhibir de manera competitiva la uniéon del SARS-CoV a las células huéspedes.

La presente invencién (no de acuerdo con la invencién) proporciona igualmente una substancia que comprende las
regiones determinantes de complementariedad del anticuerpo monoclonal descrito anteriormente, capaz de unién al
mismo epitopo que el anticuerpo monoclonal descrito anteriormente. Esta substancia incluye, pero sin limitarse a
ellas, un polipéptido, molécula pequefa, anticuerpo, o un fragmento de anticuerpo. En una realizacion preferida, el
anticuerpo es neutralizante. En otra realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo de cadena sencilla o constructo de
fusion de anticuerpo, un anticuerpo humanizado, o un anticuerpo quimérico, tal como se ha descrito anteriormente.
Es la intencion de esta solicitud la de cubrir diferentes constructos quiméricos creados usando los anticuerpos inven-
tados. La presente invencién cubre igualmente todos los constructos humanizados de los anticuerpos. La técnica de
generacién de anticuerpos quiméricos o humanizados es bien conocida. Véase, por ejemplo (37,38) para anticuer-
pos quiméricos y (39-41) para anticuerpos humanizados. Un técnico experto normal puede modificar la secuencia de
la substancia anteriormente descrita a la vista de la presente divulgacion. Dicha modificacion puede incluir la adicion,
deleccioén, o mutacion de ciertas secuencias de aminoacidos en el fragmento. El procedimiento general para producir
un anticuerpo entra dentro del conocimiento de un experto normal en la técnica. Véase, por ejemplo, Using Antibo-
dies: A Laboratory Manual: Portable Protocol No.1, por Ed. Harlow (1998).
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En una realizacién, el anticuerpo aislado descrito anteriormente se acopla directa o indirectamente a mas de un
agente citotéxico. Dicho agente citotdxico incluye, pero sin limitarse a ellos, radionucleétidos u otras toxinas. La
presente invencién (no de acuerdo con la invencién) proporciona adicionalmente una molécula de acido nucleico que
codifica el anticuerpo anterior. Una vez aislados los anticuerpos, el gen que codifica dicho anticuerpo puede aislarse
y determinarse el secuencia de acido nucleico. De acuerdo con ello, la presente invencién (no de acuerdo con la
invencion) proporciona ademas una molécula de acido nucleico capaz de hibridar especificamente la molécula des-
crita anteriormente. La molécula de acido nucleico incluye, pero sin limitarse a ellos, ADN o ARN sintético, ADN
gendmico, ADNc, y ARN.

La presente invencién (no de acuerdo con la invencién) proporciona igualmente un vector que comprende las molé-
cula de &cido nucleico anteriores o una porcién de las mismas. Esta porcién puede ser una porciéon funcional que
porta una cierta funcion. Un fragmento o una secuencia parcial puede ser capaz de codificar un dominio funcional de
la proteina que es funcional. En una realizacién, este vector es un vector de expresion, mediante el cual puede ex-
presarse la proteina codificada por la molécula de acido nucleico. La presente invencion proporciona ademas una
célula que comprende la molécula de acido nucleico anteriormente descrita. Dichas células pueden usarse para
expresion. Los vectores son bien conocidos en este campo. Véase, por ejemplo, Graugner, Patente de EE.UU. No.
6.337.208, “Cloning Vector”, concedida el 8 de Enero de 2002. Véase, igualmente, Schumacher y otros, Patente de
EE.UU. No. 6.190.906, “Expression Vector for the Regulatable Expression of foreign Genes in Prokaryotes”, conce-
dida el 20 de Febrero de 2001. En una realizacion, los vectores son plasmidos. La presente invencién proporciona
un procedimiento para la produccion del anticuerpo capaz de unién al dominio de unién del receptor (RBD) de la
proteina espicular (S) del SARS-CoV con el fin de inhibir de manera competitiva la union del SARS-CoV a las células
huéspedes, el cual comprende el ligado de manera operativa de la molécula de &cido nucleico descrita anteriormen-
te al elemento regulador apropiado con el fin de expresar dicho anticuerpo; la disposicidn de la molécula nucleica
ligada en condiciones apropiadas que permitan la expresion de dicho anticuerpo; y la recuperacion de dicho anti-
cuerpo expresado, produciendo, de esta forma, dicho anticuerpo. La presente invencion proporciona también un
anticuerpo producido mediante el procedimiento anterior.

Las lineas de células de hibridoma 32H5 (Conf I), 31H12 (Conf Il), 18D9 (Conf Il), 30F9 (Conf IV), 33G4 (Conf V), y
19B2 (Conf VI), se depositaron el 13 de Enero de 2005 en el American Type Culture Collection (ATCC), 1081 Uni-
versity Blvd., Manassas., VA 20110, U.S.A.., bajo las disposiciones del Budapest Treaty for the International Recog-
nition of the Deposit of Microorganism for the Purposes of Patent Procedure. A las lineas de células 32H5 (Conf I),
31H12 (Conf I1), 18D9 (Conf 1), 30F9 (Conf IV) (de acuerdo con la invencién), 33G4 (Conf V), y 19B2 (Conf VI), se
las concedieron los Numeros de Acceso de ATCC PTA-6525, PTA-6524. PTA-6521, PTA-6523, PTA-6526, y PTA-
6522, respectivamente.

La presente invencion (no de acuerdo con la invencién) proporciona igualmente epitopos reconocidos por los anti-
cuerpos monoclonales descritos anteriormente. Dichos epitopos, secuenciales o de conformacién, son importantes
para usos de diagnostico o terapéutico.

La presente invencién proporciona una composicion que comprende una cantidad eficaz del anticuerpo monoclonal
descrito anteriormente de acuerdo con la invencion y un vehiculo adecuado. La cantidad eficaz puede determinarse
mediante experimentacion rutinaria. La presente invencion proporciona adicionalmente un composicién farmacéutica
que comprende una cantidad eficaz del anticuerpo monoclonal descrito anteriormente y un vehiculo aceptable far-
macéuticamente. Tal como se usa en la presente invencion, un vehiculo aceptable farmacéuticamente significa
cualquiera de los vehiculos farmacéuticos convencionales. Los ejemplos de vehiculos adecuados son bien conoci-
dos en la técnica y pueden incluir, pero sin limitarse a ellos, cualquiera de los vehiculos farmacéuticos convenciona-
les tales como soluciones salinas tamponadas con fosfato, solucion salina tamponada con fosfato conteniendo Poly-
sorb 80, agua, emulsiones tales como emulsion aceite/agua, y diversos tipos de agentes humectantes. Otros vehicu-
los pueden incluir también soluciones estériles, comprimidos, comprimidos recubiertos, y capsulas. Tipicamente,
dichos vehiculos contienen excipientes tales como almidoén, leche, azucar, ciertos tipos de arcilla, gelatina, acido
estearico o sales del mismo, estearato magnésico o calcico, talco, grasas o aceites vegetales, gomas, glicoles, u
otros excipientes conocidos. Dichos vehiculos pueden incluir igualmente aditivos de aroma y color u otros ingredien-
tes. Las composiciones que comprenden dichos vehiculos pueden formularse mediante procedimientos convencio-
nales bien conocidos.

La presente invencion proporciona ademas un procedimiento para la deteccion del SARS-CoV (o de células infecta-
das del SARS-CoV), que comprende poner en contacto el anticuerpo de acuerdo con la invencion bajo condiciones
que permitan la formacién de complejos entre el anticuerpo y el RBD de la proteina S del SARS-CoV; y la deteccién
de los complejos formados.

Finalmente, la presente invencion proporciona un procedimiento para el rastreo de compuestos capaces de inhibir la
infeccion del SARS-CoV mediante el bloqueo de la unién de dicho virus a los receptores sobre las células huéspe-
des, que comprende las etapas de (a) establecer un sistema para que el anticuerpo de la invencién se una al domi-
nio de union del receptor (RBD) de la proteina espicular (S) del SARS-CoV; y (b) poner en contacto los compuestos
con el sistema de (a), con lo cual una disminucién en la unién del anticuerpo anterior al RBD de la proteina S del
SARS-CoV indica que los compuestos son capaces de interferir con dicha union, inhibiendo, de esa forma, la infec-
cion del RBD de la proteina S del SARS-CoV.
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La presente invencién proporciona un kit que comprende un compartimento que contiene un anticuerpo de acuerdo
con la invencién capaz de reconocer el virus del SARS y/o una substancia que puede inhibir de manera competitiva
la unién de dicho anticuerpo.

La presente invencidon demuestra que el RBD contiene multiples epitopos de neutralizacién dependientes de la con-
formacion, los cuales inducen un panel de potentes anticuerpos monoclonales neutralizantes (mAbs), los cuales
pueden usarse para el tratamiento, diagnosis y prevencion del SARS.

La invencion se entendera mejor con referencia a los Detalles Experimentales que siguen a continuacion.
Detalles Experimentales

Se generaron veintisiete clones de hibridomas mediante la fusion de células de mieloma SP2/0 con los esplenocitos
procedentes ratones Balb/c inmunizados con una proteina de fusién que contenia un dominio de unién del receptor
(RBD) en la proteina espicular (S) del SARS-CoV ligado al fragmento Fc de 1IgG1 humano (designado como RBD-
Fc). Entre los 27 anticuerpos monoclonales (mABs) producidos a partir de estos clones de hibridoma, excepto 2
mAbs unidos a los epitopos lineales adyacentes, todos los otros mAbs reconocieron epitopos dependientes de la
conformacién. En base a los resultados obtenidos a partir de los experimentos de competencia de union, estos 25
mAbs especificos de la conformacion pudieron dividirse en seis grupos, designados como Conf I-VI. Los mAbs Conf
IV y Conf V bloquearon significativamente la union de RBD-Fc a ACEZ2, el receptor para el SARS-CoV, lo que sugie-
re que sus epitopos se solapan con los sitios de union del receptor en la proteina S. la mayoria de los mAbs (23/25)
gue reconocieron los epitopos de conformacién poseyeron potentes actividades neutralizantes contra el pseudovirus
SARS con una dosis neutralizante al 50% (NDso) comprendida dentro del intervalo de desde 0,005 hasta 6,569

pa/mil.

Estos mAbs neutralizantes del SARS-CoV pueden usarse: 1) como productos inmunoterapéuticos para el tratamien-
to temprano de la infeccion por SARS-CoV; 2) como reactivos biolégicos para la diagnosis de la infeccién por SARS-
CoV; 3) como sondas para estudiar la inmunogenicidad, antigenicidad, estructura y funcién de la proteina S del
SARS-CoV. Ademas, estos mAbs muridos pueden humanizarse para terapia y prevencion de infeccion por SARS-
CoV.

Materiales y Procedimientos

Inmunizacién de ratones y generacion de mAbs. Se inmunizaron cinco ratones Balb/c (4 semanas de edad) sub-
cutaneamente con 20 pg de RBD-Fc purificado con Protein A Sepharose preparado tal como se ha descrito previa-
mente (35) en la presencia de MLP+TDM Adjuvant System (Sigma, Saint Louis, MI) y se reforzaron con 10 ug del
mismo antigeno mas el adyuvante MLP+TDM a intervalos de 3 semanas. Los antisueros de raton se recolectaron
para la deteccidn de anticuerpos anti-RBD y anticuerpos neutralizantes de SARS-CoV.

Se generaron hibridomas para la produccion de mAbs anti-RBD usando el protocolo convencional. En resumen, los
esplenocitos procedentes de los ratones inmunizados se recolectaron y fusionaron con células de mieloma SP2/0.
Los sobrenadantes del cultivo de células procedentes de los pocillos conteniendo las colonias de hibridomas se
rastrearon mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA) usando S1-C9 preparada tal como ha sido ya descrito pre-
viamente (35) como un antigeno de recubrimiento. Las células procedentes de los pocillos positivos se expendieron
y volvieron a ensayar. Los cultivos que se mantuvieron positivos se subclonaron para generar lineas de células de
hibridoma estables. Todos los mAbs se purificaron a partir de los sobrenadantes del cultivo mediante Protein A Sep-
harose 4 Fast Flow (Amersham Biosciences).

ELISA y competencia de union. La reactividad de los sueros de raton o de mABs con diversos antigenos se deter-
miné mediante ELISA. En resumen, se usaron 1 pg/ml de proteinas recombinantes (RBD-Fc o S1-C9) o IgG humano
purificado (Zymed, South San Francisco, CA), respectivamente, para recubrir placas de microvaloracion de 96 poci-
llos (Coming Costar, Acton, MA) en tampén de carbonato 0,1 M (pH 9,6) a 4°C durante una noche. Después del
bloqueo con leche no grasa al 2%, los sueros de ratdn se diluyeron de manera seriada o se agregaron mAbs y se
incubaron a 37°C durante 1 hora, seguido de cuatro lavados con PBS conteniendo Tween 20 al 0,1%. Los anticuer-
pos unidos se detectaron con IgG anti-ratén de cabra conjugado con HRP (Zymed) a 37°C durante 1 hora, seguido
de lavados. La reaccion se visualiz6 mediante la adicion del substrato 3,3’,5,5-tetrametilbencidina (TMB) y la absor-
bancia a 450 nm se midi6 mediante un lector de placa ELISA (Tecan US, Research Triangle Park, NC).

Para determinar el efecto de reduccién del enlace disulfuro sobre la unién de mAbs especificos del RBD, la placa
ELISA se recubrié con S1-C9 o RBD-Fc recombinante a una concentracion de 1 pg/ml y, a continuacion, se tratd
durante 1 hora a 37°C con ditiotreitol (DTT) a una concentracion de 10 mM, seguido de lavados. A continuacion, los
pocillos se trataron con yodoacetamida 50 mM durante 1 hora a 37°C. Después de los lavados, se llevo a cabo un
ensayo ELISA convencional tal como se ha descrito anteriormente.

Se llevéd a cabo un ensayo ELISA de competencia con el fin de determinar la actividad inhibidora de los mAbs es-
pecificos del RBD sobre la unién de los mAbs biotinilados a RBD-Fc. En resumen, los pocillos de las placas ELISA
se recubrieron con RBD-Fc a una concentracion de 1 pg/ml tal como se ha descrito anteriormente. Se agreg6 una
mezcla conteniendo 50 pg/ml de un mAb no marcado y 1 pg/ml de un mAb biotinilado, seguido de incubacién a 37°C
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durante 1 hora. La uniéon de los mAbs biotinilados se detect6 después de la adicién de estreptavidina conjugada con
HRP (Zymed) y TMB, secuencialmente. La biotinilacién de los mAbs se llevé a cabo usando el EZ-link NHS-PEO
Solid Phase Biotinylation Kit (Pierce, Rockford, IL), de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Neutralizacién de la infeccién por pseudovirus SARS. El ensayo de neutralizacion convencional que usa SARS-CoV
vivo es engorroso y ha de llevarse a cabo en instalaciones BSL-3. Por ello, los autores de la presente invencion
adaptaron un sistema de pesudovirus de SARS-CoV (27,32,42,43) en el laboratorio de los presentes inventores.
Este ensayo es sensible y cuantitativo y puede llevarse a cabo en instalaciones BSL-2. El pseudovirus del SARS que
porta la proteina S del SARS-CoV y un genoma del VIH-1 defectuoso que expresa luciferasa como una informadora,
se preparé tal como ha sido ya descrito (27,42,43). En resumen, se co-transfirieron células 293T con un plasmido
que codifica la proteina S del SARS-CoV optimizada con coddn y un plasmido que codifica el genoma de VIH-1 que
expresa luciferasa, Env-defectuoso (pNL4-3,1uc.RE) usando reactivos Fugene 6 (Boehringer Mannheim). Los so-
brenadantes conteniendo el pseudovirus del SARS se cultivaron durante 48 horas post-transfeccion y se usaron
para la infeccion del ciclo Unico de células 293T transfectadas con ACE2 (293T/ACE2). En resumen, las células
293T/ACE2 se sembraron en placa a una concentracion de 10* células/pocillo en placas de cultivo de tejido de 96
pocillos y se desarrollaron durante una noche. Los sobrenadantes conteniendo el pseudovirus se pre-incubaron con
mADbs o sueros de raton diluidos en serie al doble a 37°C durante 1 hora antes de la adicion a las células. El cultivo
se re-alimentd con medio reciente 24 horas después y se incubd durante un tiempo adicional de 48 horas. Las célu-
las se lavaron con PBS y se lisaron usando reactivo de lisis incluido en un kit de luciferasa (Promega, Madison, W1).
Se transfirieron partes alicuotas de lisados de células a placas de medicion de luz de fondo plano Costar de 96 poci-
llos(Corning Costar, Coming, NY), seguido de la adicion del substrato de luciferasa (Promega). Las unidades de luz
relativas (RLU) se determinaron inmediatamente en el medidor de luz Ultra 384 (Tecan US).

Inhibicién de la unién de RBD-Fc con receptor mediante mAbs. La inhibicion de mAbs sobre la unién de RBD-Fc a
células que expresan ACE2, se midié mediante citometria de flujo. En resumen, se separaron, recolectaron y lavaron
10° células 293T/ACE2 con solucién salina equilibrada de Hank (HBSS) (Sigma, St Louis, MO). Se agregé RBD-Fc a
las células hasta una concentracion final de 1 pg/ml en la presencia o ausencia de 50 pg/ml de mAbs, seguido de
incubacién a temperatura ambiente durante 30 minutos. Las células se lavaron con HBSS y se incubaron con conju-
gado IgG-FITC anti-humano (Zymed) a una dilucién de 1:50 a temperatura ambiente durante un tiempo adicional de
30 minutos. Después del lavado, las células se fijaron con formaldehido al 1% en PBS y se analizaron en un citme-
tro de flujo Becton FACSCalibur (Mountain View, CA) usando el software CellQuest.

La inhibicion de la uniéon de RBD-Fc a ACE2 soluble mediante mAbs se midié mediante un ensayo ELISA. En resu-
men, se recubrié ACE2 soluble recombinante (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN) a una concentracién de 2 pg/ml
sobre placas ELISA de 96 pocillos (Coming Costar) en tampon de carbonato 0,1 M (pH 9,6) a 4°C durante una no-
che. Después de bloqueo con leche no grasa al 2%, se agregé 1 pg/ml de RBD-Fc a los pocillos en la presencia o
ausencia de 50 pg/ml de mAbs de raton y se incubaron a 37°C durante 1 hora. Después del lavado, se agreg6 IgG
anti-humano de cabra conjugado con HRP (Zymed) y se incubaron durante un tiempo adicional de 1 hora. Después
del lavado, el substrato TMB se us6 para deteccion.

Resultados

Aislamiento y caracterizacion inicial de mAbs especificos para RBD. La proteina de fusion RBD-Fc se expreso transi-
toriamente en células 293T y se purificd hasta homogeneidad mediante Protein A. Se inmunizaron cinco ratones (A
a E) cuatro veces con RBD-Fc en la presencia de adyuvante Ribi. Todos los animales desarrollaron respuestas anti-
cuerpos apreciables contra RBD-Fc después del primer refuerzo, y sus valores de anticuerpos se incrementaron en
las inmunizaciones posteriores. Los antisueros recolectados 4 dias después del tercer refuerzo mostraron actividad
neutralizante altamente potente contra el SARS-CoV y el pseudovirus del SARS que porta la proteina S del SARS-
CoV.

Se generd un panel de 27 mAbs especificos del RBD mediante la fusion de esplenocitos procedentes de ratones
inmunizados contra RBD-Fc con células de mieloma Sp2/0 y, a continuacion, el rastreo de hibridomas con S1-C9
como un antigeno. Las especificidades de los epitopos de estos mAbs se determinaron inicialmente mediante ensa-
yos ELISA usando RBD-Fc, RBD-Fc reducido con DTT, S1-C9, S1-C9 reducido con DTT, y un IgG humano purifica-
do como antigenos de recubrimiento (Tabla I). La mayoria de los mAbs (25/27) fueron reactivos con RBD-Fc y S1-
C9 nativos, pero no con RBD-Fc y S1-C9 reducidos con DTT. Esto indica que fueron dirigido contra epitdpos de
conformacién dependientes del enlace disulfuro expresados sobre la proteina S del RBD. Otros dos mAbs (4D5 y
17H9) reconocieron tanto los RBD-Fc y S1-C9 nativos como reducidos, lo que indica que fueron dirigidos contra
epitopos lineales presentados sobre el RBD. Ninguno de los mAbs rastreados por S1-C9 reaccioné con IgG huma-
no, en tanto que el antisuero de control procedente de un ratén inmunizado con RBD-Fc fue reactivo con IgG huma-
no (Tabla ).

Puesto que los mAbs 4D5 y 17H9 pudieron reaccionar con el RBD-Fc y S1-C9 reducidos, sus epitopos podrian ma-
parse con péptidos sintéticos. Se usé un conjunto de 27 péptidos de solapamiento que cubren el RBD de la proteina
S para localizar los epitopos 4D5 y 17H9 mediante ELISA. Tal como se muestra en la Fig. 1, el 4D5 reaccion6 con el
péptido 435-451 (NYNYKYRYLRHGKLRPF), y el 17H9 reaccioné con dos péptidos solapados 442-458
(YLRHGKLRPFERDISNV) y 449-465 (RPFERDISNVPFSPDGK). Aunque el epitopo de 17H9 se map6 claramente a
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la secuencia solapada (RPFERDISNV) de los péptidos 442-458 y 449-465, el epitopo para 4D5 requiere la mayoria
de la secuencia del péptido 435-451 que solapa secuencias parciales de los péptidos 442-458 y 449-465. En conse-
cuencia, estos dos mAbs reconocen los epitopos lineales vecinos que residen dentro del RBD. Ninguno de los mAbs
dependientes de la conformacién reaccionan con ninguno de los péptidos ensayados (datos no mostrados).

Especificidad del epitopo de los mAbs especificos del RBD determinada mediante ensayos de competencia de
unioén. Con el fin de caracterizar los epitopos dependientes de la conformacion, los mAbs especificos del RBD se
agruparon por ensayos de competencia de unién (Tabla Il). Uno de los mAbs (10E7) primeramente se biotinild y se
determind la actividad inhibidora de los 27 mAbs sobre la unién de 10E7 a RBD-Fc. Los mAbs 4D5 y 17H9 que re-
conocen epitopos lineales mapados por los péptidos anteriores se incluyeron en los ensayos de competencia como
un control. Aproximadamente la mitad de los mAbs dependientes de la conformacion (13/25) compitieron con el
10E?7 biotinilado, en tanto que otros mAbs no bloquearon la unién de 10E7 al RBD-Fc. Otros cuatro de los mAbs de
no competencia (11E12, 33G4, 45B5, y 17H9) se biotinilaron posteriormente y se ensayaron de manera similar con
el ensayo de competencia de unién. Cinco de los 13 mAbs que compiten con el 10E7 biotinilado bloquearon también
la unién de 45B5 al RBD-Fc y fueron designados como un grupo separado. De esta forma, los 25 mAbs especificos
de la conformacion se dividieron en seis grupos de competencia distintos (designados como Conf I-VI). Dos mAbs
especificos del epitopo lineal (4D5 y 17H9) no compiten con ninguno de los mAbs especificos de la conformacion.
Estos resultados sugieren que el RBD de la proteina S contiene multiples estructuras antigénicas que inducen res-
puestas anticuerpo especificas en los ratones. Sin embargo, los epitopos inmunodominantes en el RBD son depen-
dientes de la conformacion.

Caracterizacion de los mAbs que bloquean la unién del receptor. EI RBD-Fc pudo unirse de manera eficaz a la ACE2
expresada sobre células 293T/ACE2 y a ACE2 soluble tal como se midié mediante citometria de flujo y ELISA, res-
pectivamente (datos no mostrados). Los autores de la presente invencién han ensayado si los mAbs especificos de
RBD inhiben la unién de RBD-Fc a ACE2 asociada a células o soluble. Tal como se muestra en la Fig. 2, todos los
mADbs procedentes de Conf IV (28D6, 30F9, y 35B5) y de Conf V (24F4, 33G4, y 38D4) bloquearon completamente
la union de RBD-Fc tanto a ACE2 asociado a células como soluble de una manera altamente consistente. La totali-
dad de los mAbs de Conf IIl (11E12 y 18D9) y dos de los cuatro mAbs de Conf VI (19B2 y 45F6) inhibieron parcial-
mente la uniéon de RBD-Fc a ACE2 expresada sobre células 293T/ACE2 y a ACE2 soluble. Todos los otros mAbs,
incluyendo dos mAbs contra secuencias lineales, no tuvieron efecto inhibidor significativo sobre la unidn del receptor.
Estos resultados indican que los mAbs de Conf IV y Conf V reconocen epitopos que pueden solapar con los sitios de
union del receptor de conformacién en la proteina S, aunque estos mAbs no compiten entre si en los ensayos de
competencia de union. Los mAbs de Conf Ill y dos mAbs de Conf VI (19B2 y 45F6) pueden unirse igualmente a los
epitopos de conformacion que estan implicaos en la union del receptor. Todos los mAbs de Conf | y de Conf Il no
bloquean la unién del receptor, lo cual sugiere que reconocen los epitopos de conformacion que no solapan los sitios
de union del receptor en RBD. Estos resultados aclaran la heterogeneicidad epitopica de los mAbs especificos de
RBD y ademas indican que el RBD de la proteina S contiene mdltiples conformaciones congénitas.

Los mAbs especificos de RBD tienen potente actividad neutralizante. Cada uno de los mAbs especificos de RBD se
ensay0 para determinar la actividad neutralizante contra el pseudovirus SARS. De manera sorprendente, la mayoria
de los mAbs dependiente de la conformacion (23/25) tenian potente actividad neutralizante con dosis de neutraliza-
cion al 50% (NDsg) dentro del intervalo de desde 0,005 hasta 6,569 pg/ml (Tabla IIl), en tanto que dos mAbs que
dirigen contra epitopos lineales (4D5 y 17H9) y un mAb procedente de Conf VI (44B5) a una concentracion tan alta
como de 100 pg/ml no neutralizaron la infeccién por pseudovirus SARS. Los mAbs 33G4 procedentes de Conf V y
30F9 procedentes de Conf IV, que bloguearon la unién del receptor tenian actividades neutralizantes las més altas
contra el pseudovirus. De manera interesante, incluso 45F6 procedente de Conf VI, con su actividad neutralizante
del pseudovirus relativamente mas baja, bloque6 parcialmente la unién de RBD-Fc con ACE2. En la Fig. 3, se pre-
senta la actividad neutralizante dependiente de la dosis de diversos mAbs representativos procedentes de cada uno
de los grupos. Estos resultados sugieren que el RBD de la proteina S induce de manera predominante los anticuer-
pos neutralizantes que dirigen contra los epitopos de conformacion.

Exposicion experimental

Recientes estudios han mostrado que la proteina S del SARS-CoV es uno de los antigenos principales que provocan
respuestas inmunes durante la infeccion (44-46). Esto sugiere que la proteina S puede servir como inmunégeno
para la induccion de mAbs neutralizantes. En el presente estudio, los autores de la presente invencion han usado
una proteina de fusion recombinante RBD-Fc como un inmunégeno para inmunizar ratones y generaron clones de
hibridoma para producir 27 mAbs. Una mayoria de estos mAbs (25/27) reconocieron epitopos de conformacion y
entre ellos, 23 mAbs tenian potente actividad neutralizante. Unicamente dos mAbs se maparon a los epitopos linea-
les adyacentes mediante péptidos de solapamiento y no pudieron neutralizar la infeccidon por pseuodovirus SARS.
De manera interesante, los mAbs dependientes de la conformacidn pudieron dividirse en seis grupos diferentes (es
decir, Conf I-VI) en base a un experimento de competencia de union, lo que sugiere que existen diversos epitopos
de distinta conformacion sobre el RBD que pueden provocar anticuerpos neutralizantes.

Seria de esperar que todos los mAbs neutralizantes dirigidos contra el RBD puedieran bloguear la interaccién entre
RBD y ACEZ2, el receptor funcional del SARS-CoV. Sin embargo, los autores de la presente invencién han encontra-
do que unicamente los mAbs que reconocen el Conf IV y V pudieron bloquear de manera eficaz la union de RBD a
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ACEZ2. Algunos mAbs que reaccionan con Conf Ill y VI inhibieron parcialmente la interaccion entre el RBD y ACE2.
Esto sugiere que sus epitopos pueden solapar los sitios de unién del receptor sobre el RBD o la unién de estos
mAbs a RBD puede causar cambios de conformacion de los sitios de unién del receptor, dando como resultado la
inhibicién de la unién de RBD a ACE2. Los mAbs que reconocen los Conf | y Il no afectan de manera significativa a
la union de RBD a ACEZ2, pero igualmente poseen potentes actividades neutralizantes, lo que sugiere que estos
mADbs inhiben la infeccién de SARS-CoV sin interferir la interaccion de RBD-ACE2. EI mecanismo de accién de estos
mAbs necesita investigarse mas. Esos datos indican que el RBD induce anticuerpos neutralizantes especificos no
solamente para los sitios de unién del receptor, sino ademas para otras conformaciones estructurales Unicas, a la
vista de su heterogenicidad antigénica, y sugieren que el RBD de la proteina S de SARS-CoV contiene multiples
epitopos de conformacion responsables de la induccién de potentes respuestas de anticuerpos neutralizantes.

La sensibilidad de conformacion de los mAbs neutralizantes de SARS-CoV descrita en la presente invencion esta de
acuerdo con las propiedades de los mAbs neutralizantes generados contra otros virus envueltos, lo cual general-
mente requiere mayor conformacion nativa para la union (47,48). Aunque el RBD de la proteina S de SARS-CoV es
un fragmento pequefio de 193 aminoacidos, este contiene siete cisteinas y cinco de las cuales son esenciales para
la asociacion de ACE2. Los enlaces disulfuro entre estas cisteinas puede formar estructuras terciarias complejas
para constituir las multiples conformaciones antigénicas. Sin embargo, un mAb humano neutralizante seleccionado a
partir de una biblioteca de anticuerpos humanos no inmunes podria reaccionar con la proteina S reducida con DTT y
bloquear la asociacion del receptor (49). Por ello, es necesaria la caracterizacion adicional para definir los determi-
nantes de neutralizacion sobre el RBD de la proteina S de SARS-CoV, y esto puede proporcionar informacion critica
para el desarrollo de productos farmacéuticos y vacunas anti-SARS.

Se ha informado que la transferencia pasiva de sueros inmunes de raton redujeron la replicacion virica pulmonar en
los ratones expuestos con SARS-CoV (33,50), y la administracién profildctica de mAbs neutralizantes confirié pro-
teccion in vivo en los ratones o en los hurones (51,52), lo que sugiere que la inmunizacién pasiva con anticuerpos
anti-SARS es una estrategia viable para el control del SARS. Asi, pueden usarse mAbs con altos indices de activi-
dad neutralizante del SARS-CoV para el tratamiento temprano de la infeccion por SARS-CoV. Sin embargo, la apli-
cacion de mAbs muridos en humanos estara limitada debido a las respuestas anticuerpo anti-ratdbn-humano (HAMA)
(53-55). Si nicamente se usan unas pocas dosis de mAbs muridos en un corto periodo de tiempo (una o dos sema-
nas) en la fase temprana de la infeccion por SARS-CoV, puede no causar una seria respuesta HAMA, pero este
tratamiento urgente puede salvar vidas de pacientes con SARS. Los autores de la presente invencion han usado
estrategias similares para el tratamiento temprano de la infeccidn por el virus Hantaan (HTNV), usando mAbs anti-
HTNV muridos (56). Ademas, los mAbs neutralizantes muridos pueden humanizarse como productos terapéuticos o
para inmunoprofilaxis para proporcionar proteccion inmediata contra la infeccion por SARS-CoV a aquellas poblacio-
nes en riesgo.

La importancia del presente estudio es triple. En primer lugar, se han generado un cierto nimero de mAbs neutrali-
zantes especificos del RBD altamente potentes, los cuales pueden desarrollarse como productos inmunoterapéuti-
cos para el tratamiento urgente contra el SARS. En segundo lugar, estos mAbs pueden desarrollarse como agentes
de diagndstico para la deteccién de la infeccion por SARS-Co-V. En tercer lugar, estos mAbs pueden usarse como
sondas para el estudio de la inmunoespecificidad, antigenicidad, estructura, y funciéon de la proteina S del SARS-
CoV. Estos mAbs pueden ademas humanizarse para el tratamiento y la prevencion del SARS.

Tabla I. Reactividades de mAbs especificos del RBD contra diversos antigenos?®

mAbs Isotipo Antigeno
RBD-Fc | RBD-Fc reducido | S1-C9 | S1-C9 reducido | IgG humano

4D5 1gG1/k 0,88 1,36 0,65 0,94 0,02

9F7 1gG1/k 1,60 0,00 1,45 0,08 0,04
10E7 1gG1/k 1,77 0,02 1,72 0,16 0,05
11E12 lgG2a/k 1,50 0,01 0,72 0,09 0,02
12B11 1gG1/k 1,37 0,04 0,78 0,00 -0,01
13B6 1gG1/k 1,58 -0,01 0,93 0,00 0,02
17H9 IgG1/k 1,72 1,71 1,21 1,15 0,07
18C2 IgG1/k 1,28 -0,01 0,80 0,01 -0,20
18D9 1gG1/k 1,47 -0,01 0,90 0,01 0,03
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Tabla I. (Cont.)

mAbs Isotipo Antigeno
RBD-Fc RBD-Fc reducido S1-C9 S1-C9reducido IgG humano

19B2 IgG1/k 1,63 0,00 1,55 0,12 0,01
20E7 1gG2a/k 1,50 0,00 0,98 0,01 0,02
24F4 19G1/k 1,69 -0,01 1,08 0,08 0,04
24H8 IgG1/k 1,54 -0,01 0,94 0,12 0,01
26A4 IgG1/k 1,60 0,00 0,89 0,09 0,01
26E1 19G1/k 1,91 0,07 1,85 0,06 0,01
27C1 19G1/k 1,46 0,00 1,57 0,07 0,01
28D6 19G1/k 2,06 0,01 1,60 0,16 0,00
29G2 lgG2a/k 1,69 0,00 0,96 0,17 0,04
30F9 IgG1/k 1,66 0,04 1,21 0,12 0,01
31H12 IgG1/k 1,72 0,08 191 0,22 0,03
32H5 19G1/k 1,54 0,06 1,55 0,51 0,00
33G4 1gG2a/k 1,79 0,02 1,76 0,20 -0,01
34E10 1gG1/k 1,62 0,10 1,82 0,18 0,04
35B5 19G1/k 1,74 0,06 1,72 0,25 0,02
38D4 IgG1/k 1,63 -0,01 1,20 0,07 0,00
44B5 IgG1/k 1,57 0,09 1,64 0,16 0,00
45F6 1gG2alk 1,61 0,11 1,43 0,15 -0,01
Antisuero 2,22 1,78 2,32 1,68 2,07
Suero natural 0,01 0,02 0,02 0,01 0,04

% Se usaron antigenos a una concentracion de 1 pg/ml; los mAbs se ensayaron a una concentracion de 10 pg/ml y
los sueros se ensayaron a una dilucién de 1:100. Las reactividades positivas se resaltan en negrilla.

Tabla Il. % de inhibicién de mAbs especificos del RBD sobre la unién de mAbs biotinilados a RBD-Fc®

Grupo mAb de competencia mADb biotinilados
10E7 11E12 33G4 45B5 17H9
Conf | 9F7 84,5 11,7 -13,3 22,3 16,4
10E7 91,0 5,6 -12,9 21,0 9,9
12B11 85,8 19,3 -0,2 19,8 21,0
18C2 84,9 19,3 4,9 18,1 19,4
24H8 93,7 24,0 7,0 25,6 22,1
26E1 95,1 10,5 37,4 30,4 25,0
29G2 96,6 20,4 1,6 11,4 23,4
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Tabla Il. (Cont.)

Grupo mAb de competencia mADb biotinilados
10E7 11E12 33G4 45B5 17H9
32H5 98,9 18,5 4,4 9,1 20,3
Conf Il 20E7 97,2 38,5 59 73,0 24,6
26A4 96,3 33,1 -0,5 60,0 19,0
27C1 97,2 36,7 14,6 73,7 20,9
31H12 97,5 18,7 7,1 58,4 19,7
30E10 98,3 19,3 12,9 68,9 24,6
Conf Il 11E12 12,6 92,0 0,3 -3,7 20,2
18D9 -16,2 98,3 8,3 23,6 17,1
Conf IV 28D6 39,7 99,6 13,8 67,4 26,6
30F9 28,7 100,0 8,7 64,0 32,4
35B5 34,9 99,9 10,0 64,7 33,6
ConfV 24F4 11,5 -1,0 95,5 2,5 24,9
33G4 9,5 -3,7 99,5 26,4 29,1
38D4 8,1 -14,4 82,0 -51 15,8
Conf VI 13B6 23,3 10,7 -4,9 72,5 12,6
19B2 29 -26,4 18,0 50,0 16,1
44B5 25,3 -20,6 10,0 95,6 19,4
45F6 25,7 -10,4 10,8 94,8 23,5
Lineal 4D5 13,0 10,6 -11,1 1,0 -10,5
17H9 17,8 33,3 -5,8 25,0 97,8

Los mAbs de competencia se ensayaron a una concentracién de 100 ug/ml para determinar la capacidad para blo-
guear la unién de los mAbs biotinilados al RBD-Fc en un ensayo ELISA. Una inhibicion mayor del 40% se considerd
competencia positiva (valores en negrilla). Los nUmeros negativos indican el incremento de unién del reactivo biotini-
lado.
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Tabla lll. Neutralizacion de la actividad de mAbs especificos de RDB-Fc contra pesudovirus SARS

Grupo mAb Inhibicion de la union a ACE2? NDso (pg/ml)
Conf | 9F7 - 6,569
10E7 - 1,673
12B11 - 4,918
18C2 - 5,031
24H8 - 3,955
26E1 - 0,354
29G2 - 3,02
32H5 - 0,275
Confll 20E7 - 5,959
26A4 - 2,815
27C1 - 1,607
31H12 - 0,139
30E10 - 0,399
Conf Il 11E12 + 1,39
18D9 + 0,02
Conf IV 28D6 ++ 0,298
30F9 ++ 0,009
35B5 ++ 0,131
Conf V 24F4 ++ 0,052
33G4 ++ 0,005
38D4 ++ 0,332
Conf VI 13B6 - 1,436
19B2 + 0,936
44B5 - >100
45F6 + 43,894
Lineal 4D5 - >100
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17H9 - >100

Tabla lll. (Cont.)

des vy “++” indican no inhibicién, parcial, y completa, respectivamente.
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La invencion (no de acuerdo con la invencion) puede definirse de acuerdo con los aspectos 1 a 36 a continuacion.

1. Un anticuerpo aislado capaz de unién al dominio de unién del receptor de la proteina espicular del coronavirus
asociado al sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) o anticuerpo capaz de inhibir de manera competitiva la
unioén del coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) a un receptor sobre las células
huéspedes o0 a un receptor libre de células.

2. Una substancia que comprende las regiones determinantes complementarias del anticuerpo del aspecto 1, capa-
ces de union al mismo epitopo o de inhibir de manera competitiva dicho epitopo como el anticuerpo del aspecto 1.

. La substancia del aspecto 2, en el que la substancia es un anticuerpo.

. El anticuerpo del aspecto 1, en el que el anticuerpo es neutralizante.

3
4
5. Un anticuerpo producido por el hibridoma 18D9 con el No. de Acceso de ATCC PTA-6521.
6. El epitopo reconocido por el anticuerpo del aspecto 5.

7. Un anticuerpo producido por el hibridoma 19B2 con el No. de Acceso de ATCC PTA-6522.

8. El epitopo reconocido por el anticuerpo del aspecto 7.

9. Un anticuerpo producido por el hibridoma 30F9 con el No. de Acceso de ATCC PTA-6523.
10. El epitopo reconocido por el anticuerpo del aspecto 9.

11. Un anticuerpo producido por el hibridoma 31H12 con el No. de Acceso de ATCC PTA-6524.
12. El epitopo reconocido por el anticuerpo del aspecto 11.

13. Un anticuerpo producido por el hibridoma 32H5 con el No. de Acceso de ATCC PTA-6525.
14. El epitopo reconocido por el anticuerpo del aspecto 13.

15. Un anticuerpo producido por el hibridoma 33G4 con el No. de Acceso de ATCC PTA-6526.

16. El epitopo reconocido por el anticuerpo del aspecto 15.

17. El anticuerpo del aspecto 1, en el que el anticuerpo es un anticuerpo de cadena sencilla o un constructo de fu-
sion de anticuerpo.

18. El epitopo del aspecto 1, en el que el anticuerpo es un anticuerpo humanizado.
19. El epitopo del aspecto 1, en el que el anticuerpo es un anticuerpo quimérico.

20. El anticuerpo aislado del aspecto 1, en el que el anticuerpo esta acoplado directamente o indirectamente a un
agente citotdxico.

21. Una célula que comprende el anticuerpo del aspecto 1.

22. Una molécula de acido nucleico que codifica el anticuerpo del aspecto 1.

23. Una molécula de acido nucleico capaz de hibridar especificamente la molécula del aspecto 22.

24. La molécula de acido nucleico del aspecto 22, en la que es ADN sintético, ADN gendmico, ADNc, o ARN.
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25. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico del aspecto 24 o una porcién de la misma.
26. Una célula que comprende la molécula de acido nucleico del aspecto 24.

27. Un procedimiento para la produccion de un anticuerpo capaz de unién al dominio de unién del receptor de la
proteina espicular del rotavirus asociado al sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) o un anticuerpo capaz
de inhibir de manera competitiva la unién del coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo severo (SARS-
CoV) a células huéspedes, que comprende el ligado de manera operativa de la molécula de acido nucleico del as-
pecto 22 al elemento regulador apropiado con el fin de expresar dicho anticuerpo; la disposicién de la molécula nu-
cleica ligada en condiciones apropiadas que permitan la expresion de dicho anticuerpo; y la recuperacién de dicho
anticuerpo expresado, produciendo, de esta forma, dicho anticuerpo.

28. El anticuerpo producido mediante el procedimiento del aspecto 27.
29. Una composicién que comprende una cantidad eficaz del anticuerpo del aspecto 1 y un vehiculo adecuado.

30. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz del anticuerpo del aspecto 1 y un vehiculo
aceptable farmacéuticamente.

31. Un procedimiento para el tratamiento por infeccién del coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo se-
vero (SARS-CoV), que comprende el uso de la composiciéon farmacéutica del aspecto 30.

32. Un procedimiento de prevencion de infecciéon del coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo severo
(SARS-CoV), que comprende el uso de la composicion farmacéutica del aspecto 30.

33. Un procedimiento para la deteccion del coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV)
o de células infectadas por el SARS-CoV, que comprende la puesta en contacto del anticuerpo o sus derivados
capaces de unién al dominio de unién del receptor de la proteina espicular de dicho virus bajo condiciones que per-
mitan la formacién de complejos entre el anticuerpo, o su derivado, y el dominio de unién del receptor de la proteina
espicular del coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV); y la deteccién del complejo
formado.

34. Un procedimiento para el rastreo de compuestos capaces de inhibir la infeccion del coronavirus asociado al
sindrome respiratorio agudo severo mediante el bloqueo de la unién de dicho virus a receptores sobre células hués-
pedes, que comprende las etapas de:

(a) establecer un sistema para el anticuerpo del aspecto 1 para unir al dominio de unién del receptor de la
proteina espicular del coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV), y

(b) poner en contacto los compuestos con el sistema de (a), indicando una disminucién en la unién del anti-
cuerpo del aspecto 1 al dominio de union del receptor de la proteina espicular del coronavirus asociado al
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) que los compuestos son capaces de interferir con dicha
union e inhibir la infeccion del receptor de la proteina espicular del coronavirus asociado al sindrome respi-
ratorio agudo severo (SARS-CoV).

35. El compuesto que resulta del procedimiento del aspecto 34.
36. Un kit que comprende un compartimento que contiene el anticuerpo del aspecto 1.

Listado de secuencias

<110> Jiang, Shibo

He, Yuxian

<120> Anticuerpos monoclonales neutralizantes contra el coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo seve-
ro

<130> 1958427-00011

<140> 11/351.108
<141> 28-02-2006
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<150> US 11/141.925

<151> 31-05-2005

<150> US 60/651.046

<151> 28-02-2005

<150> US 60/576.118
<151> 02-06-2004

<160> 4

<170> Patentin version 3.3
<210>1

<211> 17

<212> PRT

<213> Coronavirus humano

<400> 1
Asn Tyr Asn Tyr Lys Tyr Arg Tyr Leu Arg His Gly Lys Leu Arg Pro
1 5 10 15
Phe

<210>2

<211>17

<212> PRT

<213> Coronavirus humano

<400> 2
Tyr Leu Arg His Gly Lys Leu Arg Pro Phe Glu Arg Asp Ile Ser Asn
1 5 10 15
val

<210>3

<211> 17

<212> PRT

<213> Coronavirus humano

<400> 3
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i\rg Pro Phe Glu As\r'g Asp Ile Ser Asn \{g'l Pro Phe Ser Pro ;‘S.;p Gly

Lys

<210>4

<211>10

<212> PRT

<213> Coronavirus humano

<400> 4

Arg Pro Phe Glu Arg Asp Ile Ser Asn val
1 5 10
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal neutralizante aislado capaz de unién al dominio de unién del receptor de la proteina
espicular del coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV), en el que el anticuerpo se
produce mediante el hibridoma 30F9 con No. de Acceso de ATCC PTA-6523.

2. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz del anticuerpo de acuerdo con la reivindica-
cion 1y un vehiculo aceptable farmacéuticamente.

3. El hibridoma 30F9 con el No. de Acceso de ATCC PTA-6523.
4. Un anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1 para su uso en el tratamiento de infecciéon por SARS-CoV.

5. Uso de un anticuerpo de acuerdo con la reivindicaciéon 1 en la preparacion de un medicamento para el tratamiento
de infeccién por SARS-CoV.

6. Un procedimiento para la deteccién del coronavirus asociado al sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV)
o de células infectadas con SARS-CoV in vitro, que comprende poner en contacto un anticuerpo de acuerdo con la
reivindicacion 1 bajo condiciones que permiten la formacién de complejos entre el anticuerpo y el dominio de unién
del receptor de la proteina espicular del SARS-CoV, y la deteccién de los complejos formados.

7. Un procedimiento para el rastreo de compuestos capaces de inhibir la infeccion por el coronavirus asociado al
sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV) mediante el bloqueo de la unién del virus a receptores sobre célu-
las huéspedes, que comprende las etapas de:

(a) establecer un sistema para el anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1 para unir al dominio de
union de la proteina espicular del receptor del SARS-CoV; y

(b) poner en contacto un compuesto a rastrear con el sistema de (a), indicando una disminucién en la unién
del anticuerpo al dominio de unién del receptor de la proteina espicular del SARS-CoV que el compuesto es
capaz de interferir con la unién e inhibir la infecciéon del dominio de unién del receptor de la proteina espicu-
lar del SARS-CoV.

8. Un kit de diagndstico o un kit de rastreo que comprende un compartimento que contiene un anticuerpo de acuerdo
con la reivindicacion 1.
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Fig. 3

Concentracion de mAb (pg/ml)
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