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DESCRIPCION
Anticuerpo monoclonal humano contra la proteina VP1 del virus JC

La presente invencién se encuentra dentro del campo de la inmunologia y particularmente el campo de los
anticuerpos neutralizantes dirigidos contra antigenos de patdgenos virales.

Mas especificamente, la invencion se refiere a un anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteina VP1 del virus JC
(VJC).

El virus JC (VJC) es un poliomavirus humano de la familia Polyomaviridae y el agente responsable de una
enfermedad desmielinizante extremadamente grave, a menudo mortal, designada como leucoencefalopatia
multifocal progresiva (PML). El virus JC tiene una capside icosaédrica sin envoltura que confina un genoma circular
de doble hebra de ADN. El principal componente de la capside es la proteina viral VP1. Estudios estructurales
hechos en viriones revelaron que la capside de poliomavirus esta compuesta por 72 pentameros formados por
monomeros de VP1 unidos a través del extremo C terminal. VP1 se une a los receptores en las células diana y de
ese modo inicia la infeccion.

El virus JC infecta a mas del 85% de humanos adultos. Después de la infeccidén primaria, el virus JC permanece
quiescente en los rifiones y o6rganos linfoides. En individuos sanos, este virus puede replicarse en las células
tubulares renales y se excreta en la orina, sin ocasionar enfermedad alguna. Sin embargo, en casos de
inmunodepresion grave, en sujetos que recibieron un trasplante de érganos, en pacientes oncolégicos, en pacientes
tratados con las novedosas terapias inmunomoduladoras basadas en anticuerpos monoclonales, o en personas que
padecen SIDA, el virus JC puede diseminarse al sistema nervioso central y provocar leucoencefalopatia multifocal
progresiva (PML). En la era anterior a cART (terapia antirretroviral combinada), la incidencia de PML en pacientes de
VIH oscilaba entre el 0,3% y el 8%, pero el uso extensivo de tratamientos antirretrovirales determin6 una disminucion
significativa de la misma. La infeccion por VIH es la causa de inmunodeficiencia todavia més frecuentemente
asociada a PML, con aproximadamente el 80% de los casos, seguida por tumores hematolégicos (aproximadamente
el 8%), tumores solidos (aproximadamente el 3%), trasplantes de érganos y enfermedades autoinmunitarias tratadas
con inmunomoduladores.

Sin embargo, en los ultimos diez anos, se notificaron cifras crecientes de casos de PML no correlacionados con
VIH/SIDA. Muchos de estos nuevos casos se producen en individuos sometidos a inmunoterapias con farmacos
recientemente disponibles. Hasta el 29 de febrero de 2012, se han documentado 212 casos de PML relacionados
con el tratamiento con natalizumab, con respecto a 99571 pacientes que padecen esclerosis multiple tratados en
todo el mundo con este farmaco. La PML también se ha correlacionado con otras terapias inmunomoduladoras,
incluyendo efalizumab, micofenolato mofetilo y rituximab.

Para el tratamiento de PML, se han intentado varias estrategias terapéuticas, que se dirigieron contra diferentes
fases del ciclo de replicacion viral, tales como, por ejemplo, entrada en la célula diana y replicaciéon del genoma. Sin
embargo, ninguna de ellas dio efectos beneficiosos significativos. Basandose en una conexion entre PML y estados
de inmunodepresion graves, también se intentaron enfoques inmunolégicos. Por ejemplo, se mostré6 que los
pacientes que padecen PML con un prondstico mas favorable se caracterizan por una respuesta mediada por
células y humoral especifica de VJC mas fuerte. La importancia potencial de una respuesta especifica anti-JCV,
particularmente contra VP1, se confirmd por la fuerte actividad neutralizante de sueros de animales (conejo)
inmunizados con la proteina VP1 de VJC (Goldmann C et al. Journal of Virology, mayo de 1999, paginas 4465-
4469).

Una terapia alternativa basada en anticuerpos anti-JCV podria aplicarse por tanto al tratamiento de pacientes que
padecen PML. Particularmente, en vista del papel clave de la proteina VP1 en las fases tempranas de la infeccion
por VJC, los mejores candidatos podrian ser anticuerpos contra la proteina VP1 de VJC.

Tal necesidad la han satisfecho ahora los presentes inventores que, por primera vez, tuvieron éxito en obtener
anticuerpos monoclonales completamente humanos dirigidos hacia la proteina VP1 de VJC, y que tienen una
actividad neutralizante contra el virus, lo que los hace adecuados para su uso en el tratamiento terapéutico de la
PML.

Estos resultados deben considerarse nuevos y sorprendentes en vista del estado de la técnica, dado que no se ha
descrito hasta ahora ningun anticuerpo monoclonal humano anti-VP1 de VJC, y mucho menos un anticuerpo
monoclonal neutralizante humano anti-VP1 de VJC.

Goldmann C et al., citado anteriormente, describieron sueros hiperinmunes con anticuerpos anti-VP1 de conejo
generados por particulas similares a virus que tienen propiedades neutralizantes contra VJC.

La solicitud de patente japonesa JP9067397A mencion6 un método para obtener un anticuerpo anti-dJCV
neutralizante, que comprende inmunizar ratas con un péptido sintético correspondiente a una porcién de la proteina
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VP1, recoger los sueros inmunitarios a partir de las ratas y separar una fraccion de gammaglobulinas. En esta
patente, la seleccion de un anticuerpo monoclonal no se menciond, y mucho menos uno derivado del hombre.

El anticuerpo monoclonal anti-VP1 de VJC, designado como ab34756, comercializado por Abcam®, Reino Unido, es
un anticuerpo murino usado para detectar el virus a través de ELISA e inmunotransferencia de tipo Western,
claramente no adecuado para aplicaciones terapéuticas, y mucho menos en el ser humano.

Youssef Lyla et al., Journal of Neurovirology, vol. 18, n.2 de supl. 1, mayo de 2012, pagina 125, dan a conocer un
anticuerpo monoclonal murino anti-VP1 de JCV y la eficacia terapéutica potencial de su versién humanizada.

Por tanto, ninguno de los anticuerpos anti-JCV de la técnica anterior seria potencialmente adecuado para usarse en
aplicaciones terapéuticas o profilacticas para infecciones por VJC o enfermedades correlacionadas con las mismas
en pacientes humanos.

También debe indicarse que, antes de las pruebas realizadas por los presentes inventores, el experto en la técnica
no habria esperado razonablemente obtener anticuerpos monoclonales anti-JCV completamente humanos que
pudieran neutralizar el virus JC, dado que no habia ninguna publicacion cientifica disponible en donde la presencia
de anticuerpos anti-JCV neutralizantes se hubiera evaluado con precision en la respuesta humoral humana. A modo
de ejemplo, se menciona el articulo de G. Bloomgren et al. N Engl J Med 2012; 366: 1870-80, en donde los autores
proponen una estratificacion del riesgo de PML en pacientes que padecen esclerosis multiple. Para la estratificacion
del riesgo, los autores proponen tres factores de riesgo, es decir, la presencia o ausencia de anticuerpos anti-JCV, el
uso previo de inmunodepresores y la duracion del tratamiento con natalizumab, pero no proponen o mencionan de
ninguna manera la evaluacién de la presencia de anticuerpos neutralizantes en la respuesta humoral humana. Por
otro lado, la técnica anterior indica los problemas técnicos relacionados con la deteccion de la respuesta humoral
anti-JCV en el ser humano, por ejemplo, en Raphael P. Viscidi y Barbara Clayman, Advances in experimental
medicine and biology 2006; 577(): 73-84 y en Wendy A. Knowles, Advances in experimental medicine and biology
2006; 577(): 19-45.

Por tanto, un primer objeto de la presente invencion es un anticuerpo monoclonal humano neutralizante contra la
proteina VP1 del virus JC, tal como se define en la reivindicacion 1 adjunta.

Dentro del alcance de la presente descripcion, el término “anticuerpo monoclonal” pretende significar cualquier
estructura peptidica que puede unirse al antigeno, en este caso la proteina VP1 de VJC. Este término incluye por
tanto inmunoglobulinas de longitud completa y fragmentos de inmunoglobulinas funcionales, que comprenden
generalmente un dominio variable de cadena pesada y un dominio variable de cadena ligera, pero también pueden
comprender un solo dominio variable. Ejemplos especificos, pero no limitativos, de fragmentos de inmunoglobulinas
funcionales son los fragmentos Fab, Fab’, F(ab’),, Fv, anticuerpos de cadena sencilla (scFv) y anticuerpos de un solo
dominio. Los anticuerpos de cadena sencilla, por ejemplo, se construyen segin el método descrito en la patente US
4.946.778 concedida a Ladner et al. Los anticuerpos de cadena sencilla comprenden las regiones variables de
cadenas ligeras y pesadas, unidas a través de un resto de union flexible (ligador). El fragmento de anticuerpo
designado como anticuerpo de un solo dominio incluso es mas pequefio que el anticuerpo de cadena sencilla, dado
que comprende un solo dominio VH aislado. Las técnicas para obtener anticuerpos de un solo dominio con al menos
parcialmente la misma capacidad de unién que el anticuerpo de longitud completa, se describen en la técnica
anterior y se encuentran dentro de la habilidad del experto en la técnica. Ward, et al., en “Binding Activities of a
Repertoire of Single Immunoglobulin Variable Domains Secreted from Escherichia coli’, Nature 341: 544-6,
describen un método de examen para obtener una region variable de cadena pesada de anticuerpo (anticuerpo de
un solo dominio VH) que tiene una afinidad por el epitopo diana suficientemente fuerte para unirse al mismo en
forma aislada.

El término “inmunoglobulina”, tal como se usa en la presente descripcion, comprende IgG (incluyendo IgG1, 1gG2,
1gG3, 1gG4), IgA, IgM, IgD e IgE, en forma tanto monomérica como polimérica.

El término “neutralizar” o significa que el anticuerpo monoclonal, objeto de la invencién, puede bloquear el ciclo de
replicacién viral de JC en una de sus fases, afectando de ese modo a su actividad biol6gica y al menos una de las
enfermedades asociadas con el mismo.

Los inventores observaron que el anticuerpo monoclonal anti-JCV de la invencién puede unirse a un epitopo de
conformacién de la proteina VP1 de VJC, que comprende al menos un residuo de aminoacido de la secuencia
primaria de la proteina VP1 de VJC, seleccionado del grupo que consiste en 162, S65, A127, D130, N131, A133 y
A175, o cualquier combinacién de los mismos. En una realizacion mas especifica, el epitopo de conformacion
comprende los residuos de aminoacido 162, S65, A127, D130, N131, A133 y A175 de la secuencia primaria de la
proteina VP1 de VJC.

La numeracién de los residuos de aminoacido se basa en la numeracién de la secuencia de aminoacidos de la
proteina VP1 de la cepa Mad1 (SEQ ID NO: 7). La SEQ ID NO: 7 esta disponible en la base de datos
UniProtKB/Swiss-Prot (ID de Swiss: P03089 identificador de caracteristica: PRO_0000115021). Sin embargo, el
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epitopo de conformacién no se encuentra dentro de la invencién reivindicada.

El término “epitopo de conformacion” pretende significar todos los residuos de aminoacido, incluso si no son
contiguos en la secuencia primaria de la proteina, que estan implicados directamente en la unién con el anticuerpo
0, si se mutan de mono que no cambia la conformacién general de la proteina, afectan de todas formas a la afinidad
de unién del propio anticuerpo.

El anticuerpo monoclonal de la invencién comprende al menos un dominio variable de cadena pesada y un dominio
variable de cadena ligera, en donde el dominio variable de cadena pesada tiene la secuencia SEQ ID NO: 1 (o esta
codificado por la secuencia SEQ ID NO: 3) y el dominio variable de cadena ligera tiene la secuencia SEQ ID NO: 2
(o esta codificado por la secuencia SEQ ID NO: 4). Tal anticuerpo monoclonal especifico también se denomina
GRET1.

Otro aspecto de la presente invencién es un anticuerpo monoclonal humano dirigido contra la proteina VP1 del virus
JC, tal como se definié anterioremnte, para su uso en el tratamiento terapéutico o profilactico de una infeccion por
VJC o una enfermedad asociada con una infeccion por VJC, preferiblemente la leucoencefalopatia multifocal
progresiva (PML).

La identificacion de la dosis eficaz y la formulacién del anticuerpo monoclonal de la invencion para dar una
composicién farmacéutica adecuada para su uso dentro del alcance de la presente invencion estan dentro de las
habilidades del experto en la técnica, sin esfuerzos inventivos excesivos.

El anticuerpo monoclonal de la presente invencién también es adecuado para usarse en el campo del diagnéstico,
dado que se caracteriza por una alta sensibilidad y especificidad. Este anticuerpo monoclonal mostré una alta
afinidad (aproximadamente 1 nM) por VP1 recombinante de la cepa Mad1 y, a la misma concentracién que un
anticuerpo murino comercial (Abcam®), muestra una senal altamente mejorada por ELISA. Aun cuando se evalu6
por un ensayo de inmunofluorescencia realizado en células COS-7 infectadas con VJC (cepa Mad4), el anticuerpo
mostré sensibilidad y especificidad superiores en comparacion con el anticuerpo comercial Abcam™. Ademas, es
importante indicar que el anticuerpo monoclonal de la presente invencion no mostré reactividad hacia VP1 de BKV
recombinante (virus que pertenece a la familia Polyomaviridae como el VJC; las VP1 de VJC y BKV presentan
aproximadamente el 75% de homologia de secuencia de nucleétidos) por ELISA, indicando de ese modo su alta
especificidad unicamente por VP1 de VJC.

Por tanto, un método de diagnéstico in vitro y el kit relevante para el diagnéstico de una infeccién por VJC, en el que
el anticuerpo monoclonal de la presente invencion se usa como reactivo de diagndstico especifico de VJC, se
encuentran dentro del alcance de la presente invencion.

El método de inmunodiagnéstico in vitro comprende la etapa de poner en contacto una muestra biolégica de un
paciente que se sospecha que esta infectado por VJC con el anticuerpo monoclonal de la invencién, en condiciones
adecuadas para que el anticuerpo monoclonal de la invencién se una al antigeno VP1 de VJC, si esta presente en la
muestra, y la etapa de detectar cualitativa y cuantitativamente la unién entre el anticuerpo monoclonal de la
invencion y el antigeno VP1 de VJC.

El método de inmunodiagnéstico de la invencién se lleva a cabo, por ejemplo, como ensayo inmunoenzimatico de
ELISA o como ensayo de inmunofluorescencia. La muestra sobre la que se realiza el ensayo es, por ejemplo, una
muestra de sangre, plasma, suero, orina, liquido cefalorraquideo, biopsia o cualquier otra muestra biol6gica
considerada adecuada.

El kit de inmunodiagnéstico para llevar a cabo el método comprende el anticuerpo monoclonal de la invencién, como
reactivo especifico, e instrucciones para realizar el ensayo, asi como eventualmente otros componentes que
variaran dependiendo del tipo de ensayo, y los conoce per se el experto en la técnica. Ejemplos de componentes
adicionales que pueden estar contenidos opcionalmente en el kit son medios para la deteccién cualitativa y/o
cuantitativa de la union satisfactoria entre anticuerpo y antigeno, uno o mas soportes solidos (tales como, por
ejemplo, placas de microtitulacion), una disolucion de blanco, una o mas disoluciones patron que contienen
cantidades conocidas del antigeno de interés, disoluciones de control, disoluciones de dilucion de la muestra que va
a someterse a preuba, un anticuerpo de deteccién conjugado con un marcador detectable (por ejemplo, una
molécula fluorescente) o con una enzima que puede reaccionar con un sustrato formando un producto detectable,
disoluciones de lavado tampén, disoluciones que contienen el sustrato enzimatico, disoluciones de detencion, etc.

El método y kit de la invencion pueden usarse de manera Util para estratificar el riesgo de desarrollar PML en
pacientes con diversas condiciones de predisposicion.

Los ejemplos que siguen ilustran la identificacién y caracterizacion de un anticuerpo monoclonal neutralizante
humano de la presente invencion, asi como la caracterizacion del epitopo reconocido por dicho anticuerpo, aunque
el epitopo de conformacién no se encuentra dentro de la invencién reivindicada. El alcance de la invencion esta
definido por las reivindicaciones adjuntas.
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Ejemplo 1

Se construyé una biblioteca combinatoria de presentacion en fagos de fragmentos de anticuerpos humanos (Fab
monovalentes), del isotipo IgG1/k y con un tamafio estimado de 2 x 107 elementos, en el vector de fagémido pPD a
través de métodos similares a los descritos previamente (Plaisant, P., et al., Human monoclonal recombinant Fabs
specific for HCV antigens obtained by repertoire cloning in phage display combinatorial vectors. Res Virol, 1997.
148(2): pags. 165-9). Se genero6 la biblioteca a partir de la médula 6sea de un hombre de 68 afos cuyo suero dio
positivo para la presencia de anticuerpos anti-VP1/VJC por ELISA. Se realizé el ELISA recubriendo una placa de 96
pocillos con 100 ng/pocillo de proteina VP1 de VJC recombinante (Mad1, Abcam® ) en solucion salina tamponada
con fosfato (PBS). Se afadieron varias diluciones de sueros por duplicado a una placa recubierta con VP1. Se
incubd la placa a 37°C durante 1 hora y luego se lavé con PBS/TWEEN 20 al 0,1%. Se detectaron los anticuerpos
unidos con un anticuerpo anti-lgG1 humana conjugado con peroxidasa (HRP) (Sigma-Aldrich )

Se llevé a cabo el biocribado de la biblioteca combinatoria de anticuerpos de expresion en fagos para seleccionar el
anticuerpo anti-VP1 tal como se describié anteriormente (Williamson, R.A., et al., Human monoclonal antibodies
against a plethora of viral pathogens from single combinatorial libraries. Proc Natl Acad Sci U S A, 1993. 90( ): pags.
4141-5). Brevemente, se us6 una preparacion de fagos (0,1 ml/pocillo), a una concentracion de 10" fagos por
mililitro, se utilizé en cada uno de los ciclos de biocribado para seleccionar el anticuerpo en placas de ELISA de
unién elevada (Costar ) recubiertas con VP1 de la cepa Mad1. Se llevé a cabo un total de 5 ciclos de biocribado y
los fagos obtenidos de los ultimos 3 ciclos se convirtieron a un sistema de fagémidos que expresan Fab solubles.

Se usaron células de Escherichia coli de la cepa XL-1-blue (Agilent Technologies®), transformadas con un vector de
expresion de Fab, para producir las moléculas Fab seleccionadas para su caracterizacion adicional. Brevemente, se
obtuvieron preparaciones de Fab por procedimientos de congelacion-descongelacién a partlr de un cultivo. Se
inocularon cinco ml de SB (suUper caldo) que contenia ampicilina (50 pg/ml; Sigma- -Aldrich® ) con las bacterias
transformadas y se hicieron crecer durante 7 horas a 37°C en un agitador giratorio. Se afnadi6 isopropil-B-D-
tiogalactopiranésido (IPTG, 1 mmol/l; Sigma- AIdrlch®) a las bacterias en crecimiento, que se incubaron
adicionalmente durante la noche a 30°C. Entonces, se centrifugaron las células, se resuspendieron en 1 ml de
PBS/albdamina sérica bovina (BSA) al 1%, y se sometieron a un procedimiento de congelacion-descongelacién (3
rondas). Se redujeron los residuos celulares a un sedimento por centrifugacion a 13000 g a temperatura ambiente en
una microcentrifuga, y se utilizé el sobrenadante en un ensayo ELISA sin procesamiento adicional. El ELISA se
realizé tal como se describié anteriormente.

Los clones que produjeron DOssp > 0,8 por ELISA contra VP1 de VJC se consideraron positivos y se caracterizaron
adicionalmente.

Se analizaron 105 clones y 11 clones dieron positivo (10,5%). No se demostré reactividad contra BSA.

Con el fin de confirmar la especificidad de los clones positivos por ELISA, se sometieron a prueba estos mediante un
ensayo de inmunofluorescencia en células COS-7 (células transformadas de fibroblastos renales de mono verde
africano) infectadas con la cepa Mad4 de VJC (la proteina VP1 recombinante de la cepa Mad1 se us6 en el ELISA)
Se us6 un antisuero de cabra anti-Fab humano conjugado con isotiocianato de fluoresceina (Sigma- -Aldrich® ) como
anticuerpo secundario. Se confirmé que todos los clones positivos sometidos a prueba por ELISA podian unirse a las
células infectadas, mientras que no se detect6 reactividad con células sin infectar. Los clones negativos sometidos a
prueba por ELISA no pudieron unirse a células infectadas.

El &cido nucleico de los clones positivos sometidos a prueba por ELISA se obtuvo con el kit Spin Miniprep (Qiagen®)
y se secuencié en un secuenciador 373A (PerkinEImer®). Para secuenciar la cadena pesada, se uso el cebador
SEQGz (5-GTCGTTGACCAGGCAGCCCAG-3’) (SEQ ID NO: 5), que se une a la hebra (+). Para la cadena ligera,
se us6 el cebador SEQKb (5-ATAGAAGTTGTTCAGCAGGCA-3’) (SEQ ID NO: 6), que se une a la hebra (+). El
andlisis de secuencias se llevo a cabo con las herramientas BLAST e IMGT y mostr6 que todos los clones se
derivan de la misma subfamilia de genes VH para la cadena pesada, y genes Vk para la cadena ligera, y comparten
la misma secuencia. Adicionalmente, la secuencia de ADN del anticuerpo es nueva. También es importante destacar
que, en la bibliografia, no se ha descrito hasta ahora un anticuerpo humano que se dirija contra la proteina VP1 de
VJC. Por tanto, este es el primer anticuerpo monoclonal humano anti-VP1 de VJC que se describe. Este anticuerpo
se ha identificado por el nombre GRE1.

Con el fin de someter a prueba la actividad neutralizante del anticuerpo humano GRE1 anti- VP1 se sembraron
células COS-7 a 5 x 10*/pocillo en medio DMEM completo en una placa de 24 pocillos (Cornlng ). Las células COS-
7 son permisivas para la infeccion por VJC.

El dia siguiente, se afiadieron aproximadamente 100 unidades formadoras de focos de VJC (cepa Mad4) a 100 pl de
diluciones progresivas de GRE1 (diluciones dobles, desde aproximadamente 20 pg/ml hasta 0,3 ug/ml). Se incubd la
mezcla durante 1 hora a 37°C y luego se afnadi6 a las células COS-7. Posteriormente, se incubaron durante 2 horas
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a 37°C. Después de un lavado con PBS, se afadieron 500 ul de medio nuevo a cada pocillo y se incubaron las
células durante 6 dias a 37°C.

Evaluacion de la actividad neutralizante

Se evalud la actividad neutralizante de los anticuerpos por inmunofluorescencia. Brevemente, se llevo a cabo la
inmunofluorescencia a los 6 dias tras la infeccion. Se prepararon portaobjetos fijando las células durante 15 min con
una mezcla de metanol/acetona (razén 1:1) a temperatura ambiente y usando el anticuerpo anti-VP1 murino
comercial Abcam® (1 ug/ml) como anticuerpo primario, y el anticuerpo anti-Fab murino conjugado con FITC (Sigma-
AIdrich®) como anticuerpo secundario, siguiendo las directrices del fabricante.

La evaluacién se realiza comparando las cifras de células positivas en los pocillos en los que se anadié el virus a
GRE?1, con células infectadas en ausencia del anticuerpo (100% de infeccion).

Los datos observados bajo el microscopio de fluorescencia también se confirmaron por un sistema robotizado de
lectura de fluorescencia (IN Cell Analizer Sistem 1000, GE Healthcare) que puede distinguir automaticamente las
células positivas del fondo, lo que indicé que el anticuerpo, como fragmento Fab, podia inhibir en mas de un 50% la
infeccion por VJC a una concentraciéon de 1 ng/pl.

Experimentos anélogos también han demostrado experimentalmente que no todos los sueros de pacientes reactivos
contra VP1 de VJC pueden neutralizar el virus.

Para ese fin, se sometieron a prueba aproximadamente 100 sueros por ELISA a una dilucién 1:400 (dilucién en
PBS/BSA al 1%) para verificar la presencia de anticuerpos anti-JCV. En resumen, se cubri6 la placa de ELISA
(Costar®) con 25 pl/pocillo de una solucién que contenia 100 ng de VP1 recombinante (Abcam®) y se incubd a 4°C
durante la noche. El dia siguiente, se lavo la placa con agua y se bloqueé con PBS-BSA al 1% (p/v) durante 1 hora a
37°C. Posteriormente, se anadieron 40 ul de una sola dilucion (1:400 en PBS/BSA al 1%) del suero que iba a
someterse a prueba y entonces se incubd la placa durante 1 hora a 37°C. Después de haber hecho 5 lavados con
PBS-Tween 20 al 0,1% (Sigma-Aldrich®), mediante un lavador automatico para microplacas de ELISA (ETI-System
Kasher, DiaSorin), se afadieron 40 ul/pocillo del anticuerpo comercial anti-lgG humana conjugado con peroxidasa
de rabano (Sigma-Aldrich®), siguiendo las indicaciones del fabricante. La placa se incub6 entonces durante 45
minutos a 37°C. Después de haber hecho varios lavados, tal como se describi6é anteriormente, se afiadieron 40 pl de
sustrato (solucion 1:1 de H20- y 3,3',5,5'-tetrametilbencidina, kit de sustrato TMB, Thermo Scientific) a cada pocillo,
para que se produjera la reaccion enzimatica. Después de aproximadamente 15 minutos, se bloqueé la actividad
enzimatica afiadiendo 40 pl/pocillo de H>SO4 1 N (Carlo Erba) y se midié la reaccion colorimétrica con un
espectrofotometro (Model 680 Microplate Reader, Bio-Rad) a una longitud de onda de 450 nm.

Se introdujo antigeno BSA, u otro antigeno adecuado, en cada experimento como control negativo, cuya D.O.450 S€
utilizé para detectar una posible reactividad inespecifica.

Unos cuantos sueros, que mostraron reactividad contra VP1 de VJC > 1 D.O. 450, se analizaron con un ensayo de
neutralizacion. Brevemente, el dia antes de la infeccién, se sembraron células COS-7 (permisivas para la infeccion
por VJC) a 5 x 104/pocillo en medio DMEM completo en una placa de 24 pocillos (Corning®). El dia siguiente, se
anadieron 200 pl del medio que contenia VJC (Mad1) a 200 pl de la dilucién 1:200 del suero que iba a someterse a
prueba (la dilucion final del suero entonces es 1:400, el misma diluciéon usada para el ensayo ELISA). Se incubd la
mezcla durante 1 hora a 37°C y luego se anadi6 a las células COS7. Posteriormente, se incubaron por 2 horas a
37°C. Después de un lavado con PBS, se afadieron 500 pl de medio nuevo a cada pocillo y se incubaron las células
durante 6 dias a 37°C.

Se evalu6 la actividad neutralizante de las muestras sometidas a prueba por inmunofluorescencia indirecta. Se
prepararon los portaobjetos fijando las células por 15 min con una mezcla metanol/acetona (razén 1:1) a
temperatura ambiente y utilizando el anticuerpo anti-VP1 murino comercial Abcam® (1 png/ml)y como anticuerpo
primario, y el anticuerpo anti-lgG murino conjugado con FITC (Sigma-AIdrich®) como anticuerpo secundario,
siguiendo las directrices proporcionadas por el fabricante.

Se realizé la evaluacion comparando las cifras de células positivas en los pocillos en los que se anadié el virus a la
muestra sometida a prueba, con células infectadas en ausencia de la muestra (100% de infeccion).

Este analisis demostré que, a pesar de la reactividad hacia VP1 por ELISA, un nimero no insignificante de sueros
no mostré actividad anti-JCV neutralizante. Los resultados obtenidos se ilustran en la grafica en la figura 1. En la
grafica de la figura 1, se notifican los porcentajes de la actividad neutralizante de algunos de los sueros sometidos a
prueba. Todos los sueros sometidos a prueba demostraron, por ELISA, una reactividad > 1 D.0.450 hacia VP1.

Inmunofluorescencia e inmunohistoquimica en muestras de biopsias
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Usando el anticuerpo GRE1 anti-VP1 de VJC de la presente invencion en ensayos de inmunofluorescencia e
inmunohistoquimica, puede determinarse la presencia de VJC en muestras de biopsias. Este anticuerpo mostr6 en
realidad una alta sensibilidad y especificidad por la proteina VP1 de VJC, mientras que, por el contrario, no mostrd
reactividad hacia VP1 de BKV.

Las muestras de biopsia pueden ser muestras recientes o fijadas o parafinadas. En el caso de muestras fijadas y
parafinadas, si es necesario, la muestra se desparafina y la antigenicidad se restaura segun procedimientos
convencionales. La muestra se incuba entonces a 37°C durante 30 minutos con GRE1 (10 pug/ml en PBS). Después
del periodo de incubacion, se lava la muestra 5 veces en PBS y luego se incuba durante 30 min a 37°C con el
anticuerpo anti-Fab humano conjugado con FITC o peroxidasa de rabano (Sigma- -Aldrich® ), siguiendo las directrices
del fabricante. En caso del uso del anticuerpo conjugado con peroxidasa de rabano, es necesario afadir el sustrato
(diaminobencidina, kit de sustrato DAB, Thermo Scientific) que, en presencia de peroxidasa, produce un precipitado
marrén que permite visualizar la posible unién del anticuerpo.

La evaluacion del ensayo se lleva a cabo observando la muestra bajo un microscopio de fluorescencia o con un
sistema automatizado de deteccién de fluorescencia si se usa el anticuerpo conjugado con FITC, o por microscopia
Optica o con un sistema automatizado de obtencidon de imagenes si se usa el anticuerpo conjugado con peroxidasa
de rabano.

ELISA de captura para detectar VJC en muestras bioldgicas

Para llevar a cabo un ensayo ELISA con el anticuerpo GRE1 humano anti-VP1 de VJC, se cubre una placa de
ELISA (Costar®) con 25 pl/pocillo de una disolucion que contiene 40 ng del anticuerpo de oveja anti-Fd humano en
PBS (concentracion final de 1,6 ug/ml) y se incuba a 4°C durante la noche. El dia siguiente, se lava la placa con
agua y se bloquea con PBS-BSA al 1% (p/v) durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, se anaden 40 ul de GRE1
(concentracién final de aproximadamente 4 ng/ul en PBS/BSA al 1%) por pocillo y la placa se incuba entonces
durante 1 hora a 37°C. Después de haber hecho 5 lavados con PBS-Tween 20 al 0,1% (Sigma-Aldrich®), mediante
un lavador automatico para microplacas de ELISA (ETI-System Kasher, DiaSorin), se afaden 40 pl de varias
diluciones de la muestra biolégica que va a someterse a prueba (diluciones de 10 veces en serie, partiendo de sin
dilucion hasta diluciones 1:1000) a cada pocillo. La placa se incuba entonces durante 1 hora a 37°C. Después de
haber hecho varios lavados, tal como se descrlblo anteriormente, se afiaden 40 ul de una dilucién 1:1000 de un
anticuerpo anti-VP1 murino comercial (Abcam diluido en PBS/BSA) a cada pocillo. La placa se deja reposar durante
1 hora a 37°C. Después de lavados adicionales, se anaden 40 pl/pocillo de una preparacion policlonal de
anticuerpos de cabra, que se unen a la porcion Fc de IgG murina y se conjugan con perOX|dasa de rabano
(anticuerpo anti-lgG de ratén (especifico de Fc)-peroxidasa producido en cabra, Sigma- -Aldrich® ). Se incuba la placa
durante 45 minutos a 37°C. Después de 5 lavados con PBS-Tween 20 llevados a cabo tal como se describié
anteriormente, se anaden 40 pl de sustrato (disolucion 1:1 de H2O, y 3,3',5,5-tetrametilbencidina, kit de sustrato
TMB, Thermo Scientific) a cada pocillo, para que se produzca la reaccion enzimatica. Después de aproximadamente
15 minutos, se bloquea la actividad enzimatica afiadiendo 40 pl/pocillo de H2SO4 1 N (Carlo Erba) y se mide la
reaccion colorimétrica con un espectrofotometro (Model 680 Microplate Reader, Bio-Rad) a una longitud de onda de
450 nm.

Se introduce antigeno BSA, u otro antigeno adecuado, en cada experimento como control negativo, cuya DOasso se
usa para detectar una posible reactividad inespecifica.

Ejemplo 2

Definicion de la naturaleza (lineal o de conformacién) del epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal GRE1

Con el fin de definir la naturaleza (lineal o de conformacion) del epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal
GREH1, se llevaron a cabo ensayos de inmunotransferencia de tipo Western y transferencia puntual tanto con la
proteina desnaturalizada como con la proteina de tipo natural.

La figura 2 muestra los resultados del ensayo de inmunotransferencia de tipo Western en condiciones
desnaturalizantes. La proteina se desnaturaliz6 con -mercaptoetanol (B-mer) o con dodecil sulfato de sodio (SDS).
El anticuerpo murino comercial se designa como Abcam, mientras que el anticuerpo monoclonal GRE1 anti-VP1 de
VJC se designa como GRE.

La figura 3 muestra los resultados del ensayo de transferencia puntual realizado con VP1 desnaturalizada y VP1 en
la conformacion de tipo natural. El anticuerpo murino comercial se designa como Abcam, mientras que el anticuerpo
monoclonal GRE1 anti-VP1 de VJC se designa como GRE de IgG.

Los resultados muestran que GRE1 no puede unirse a la forma desnaturalizada de la proteina, sino que sé6lo puede
reconocer la proteina no desnaturalizada. En corroboracién de este hecho, un anticuerpo murino comercial (Abcam™,
ab34756) dirigido contra un epitopo lineal de VP1, en cambio, pudo reconocer ambas formas de la proteina. Por
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tanto, estos resultados conducen a concluir que el epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal GRE1 es un
epitopo de conformacion.

Definicion de la especificidad del anticuerpo monoclonal GRE1

La alta homologia de secuencias de nucleétidos (aproximadamente el 70%) entre el genoma del virus BK (BKV) y el
genoma de VJC, los cuales son los principales poliomavirus que pueden infectar a seres humanos, se ha descrito
ampliamente en la bibliografia.

Con el fin de determinar si GRE1 puede reconocer VJC exclusivamente, su reactividad se sometié a prueba por un
ensayo ELISA contra una proteina VP1 de VJC recombinante (Abcam®, ab74569) y contra la proteina VP1 de BKV
recombinante (Abcam®, ab74567). Se demostré que GRE1 puede unirse solamente a la proteina VP1 de VJC, lo
que destaca su absoluta especificidad.

Caracterizaciéon del epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal GRE1 por mutagénesis dirigida al sitio por
barrido de alanina

Las secuencias de aminoacidos de las proteinas VP1 de VJC y VP1 de BKV se alinearon por el programa ClustalX,
con el fin de identificar las porciones que llevan los residuos que muestran una profunda diferencia (tales como
carga y polaridad) entre las dos proteinas, y que pueden ser responsables de la diferencia de uniéon que el
anticuerpo de la invencién tiene hacia las dos proteinas. Se identificaron 33 residuos de aminoacidos completamente
diferentes (como carga y polaridad) entre las VP1 de VJC y BKV a través de este analisis.

Con el fin de definir los residuos criticos de VP1 implicados en la unién con el anticuerpo monoclonal GRE1, los
residuos previamente identificados se mutaron en forma individual a alanina (o a glicina, en caso de que el residuo
original fuera alanina). Brevemente, la mutagénesis dirigida al sitio se realiz6 en el vector de expresion pcDNAT'\’I
3.1/V5-His TOPO® TA Expression Kit (Life Technologies M) donde la secuencia de nucleétidos que codifica para la
proteina VP1 del VJC de cepa Mad1 se habia clonado previamente. Los cebadores usados para la mutagénesis se
disefaron para sr de aproximadamente 30 nucleétidos de longitud y muestran una regién superpuesta de 15-20
nucleétidos en el extremo terminal 5’, de tal manera que se obtuviera un producto de mutagénesis efectivo. Después
de la reaccién de amplificacion, el producto de PCR se digiri6 con la enzima Dpnl durante 4 horas a 37°C, con el fin
de eliminar el ADN metilado usado como plantilla. Después de la digestion, se usé 1 pl de la amplificacién para
transformar células electrocompetentes. Unas cuantas colonias transformadas se aislaron y se verificaron por
secuenciacion, con el fin de analizar si se insert6 la mutacién deseada. La VP1 mutada entonces se clond en otro
vector de expresion (pPCAGEN, Addgene n.? 11160).

Se transfectaron células HEK 293T (renales epiteliales humanas) con los vectores pCAG-VP1mut, y la unién del
anticuerpo anti-VP1 a estas VP1 mutadas se valoré por FACS (clasificador celular activado por fluorescencia). En
resumen, se transfectaron células HEK293T con 4 pug del vector donde la VP1 mutada se habia clonado. Después
de la centrifugacion y fijacion con paraformaldehido al 4%, las células transfectadas se incubaron durante 30
minutos a temperatura ambiente con GRE1 o el anticuerpo comercial Abcam® dirigido contra una secuencia lineal
del extremo C terminal, diluido en una disolucién de permeabilizaciéon a una concentracién de 1 ug/ml. Las células
entonces se lavaron y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente con anticuerpos monoclonales
conjugados con FITC antihumano o antiratén, siguiendo las indicaciones del fabricante (Sigma-Aldrich®) y, después
de ello, se analizaron por FACS. La reactividad observada con la proteina VP1 no mutada se consider6 como el
100% de unidén, en cambio, las células no transfectadas se usaron como control negativo.

Se usb el software GraphPad Prism para el analisis de los datos obtenidos por FACS y para la edicion grafica.

Por andlisis de FACS se observo que los residuos que, si se mutaban, perturbaban la unién, eran: 162A, S65A,
A127G, D130A, N131A, A133G, A175G (numeracion de aminodcidos basandose en los residuos de la VP1 de cepa
Mad1, empezando la numeracién a partir de Met en la posicidon 1) (figura 4). En cambio, los residuos mutados que
pueden cambiar la conformacién de la proteina o disminuir drasticamente la expresion de la misma in vitro no se
consideraron en este analisis.

El modelo cristalogréafico ya descrito previamente en la bibliografia y presentado en el banco de datos RCSB-PDB de
libre acceso (www.rcsb.org), con el codigo de registro 3NXG
(www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3NXG) se usé para la caracterizacién estructural del epitopo
reconocido por GRE1. El uso de este modelo permitié notar que los residuos que estan lejos en el Gnico monémero,
por el contrario, estan muy cerca en dos monomeros adyacentes en la forma pentamérica y absolutamente
contiguos a la porcién de la proteina implicada en la union con &cido sialico. Estos datos estructurales explican la
considerable actividad neutralizante de GRE1.

Los datos experimentales obtenidos muestran que GRE1 reconoce un epitopo de conformacion, no uno lineal, que
comprende al menos los siguientes residuos: 162, S65, A127, D130, N131, A133, A175 (numeracién de aminoacidos
basandose en los residuos de la VP1 de cepa Mad1, empezando la numeracién a partir de Met en la posicion 1).
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Particularmente, se encontr6 que los residuos, que si se mutan perturban la uniéon de GRE1, estan muy cercanos a
la region que es importante para la union entre la proteina VP1 y su receptor, y esto explica la actividad neutralizante
de GRET1.

Ensayo ELISA para la determinacion in vitro de la presencia de anticuerpos neutralizantes en muestras biolégicas

Con el fin de determinar la presencia de anticuerpos neutralizantes en muestras biologicas (en particular, pero no
exclusivamente, en liquido cefalorraquideo, suero o plasma), el epitopo reconocido por GRE1 (anticuerpo
neutralizante) se us6 en un ensayo ELISA. La configuracién de un sistema de deteccion rapido y efectivo se hizo con
dos estrategias: una de ellas en la cual un ensayo ELISA competitivo se lleva a cabo con las muestras y GRET1, la
otra en la cual la minima porciéon de VP1 (que comprende los residuos entre las posiciones 50 y 140 de la proteina
original) que puede aun reconocerse por el anticuerpo neutralizante se usa como el antigeno. También se configur6é
una variante del Ultimo ensayo, en donde las muestras bioldégicas que van a someterse a prueba se hicieron
competir en la fase liquida contra una VP1 que s6lo se muta en los residuos reconocidos por GRE1, con el fin de
sustraer, de manera mas efectiva de la reaccion, los anticuerpos que pueden reconocer las porciones VP1 que son
diferentes a las reconocidas por GRE1.

Ensayo ELISA para la determinacioén in vitro de la presencia de anticuerpos neutralizantes mediante competencia
por la proteina VP1 con el anticuerpo monoclonal GRE1

Con el fin de distinguir GRE1 de los otros anticuerpos humanos en la muestra biolégica que va a someterse a
prueba, GRE1 se etiquetd por métodos de fusidn de expresion génica con la secuencia de aminoacido DYKDDDDK,
con el fin de reconocerse exclusivamente por el anticuerpo monoclonal comercial FLAG® M2 conjugado con
peroxidasa de rabano (Sigma-Aldrich®).

La placa de ELISA Costar®) se cubrié6 con 25 pl/pocillo de una disolucién que contenia 300 ng de la VP1
recombinante (Abcam™, ab74569) y se incubd a 4 °C durante la noche. Al dia siguiente, la placa se lavo con agua y
se bloqued con PBS-BSA al 1% (p/v) durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, se afiadieron 40 pl de varias diluciones
(diluciones de 10 veces en serie, empezando a partir de la no diluida hasta diluciones 1:1000) de la muestra
biolégica que va a someterse a prueba y se incubd la placa entonces durante 1 hora a 37°C. Después de eso, se
anadieron 40 pl del anticuerpo GRE1 anti-VP1 de VJC (concentracion final de aproximadamente 1 ng/ul en PBS/
BSA al 1%) a cada pocillo con las diversas diluciones de muestra y se incub6 la placa durante 30 minutos a 37°C.
Después de haber hecho 5 lavados con PBS-Tween 20 al 0,1% (Sigma-Aldrich®), por un lavador automatico para
microplacas de ELISA (ETI-System Kasher, DiaSorin), se afadieron 40 pl/pocillo del anticuerpo comercial FLAG®
M2 conjugado con peroxidasa de rabano (Sigma-Aldrich®). La placa entonces se incubd durante 45 minutos a 37°C.
Después de haber hecho varios lavados, tal como se indico previamente, se anadieron 40 ul de sustrato (disolucion
1:1 de H:0O2 y 3,3',5,5-tetrametilbencidina, kit de sustrato TMB, Thermo Scientific) a cada pocillo, para que se
produjera la reaccion enzimatica. Después de aproximadamente 15 minutos, se bloqueé la actividad enzimatica
afnadiendo 40 pl/pocillo de H2SO4 1 N (Carlo Erba) y se midié la reaccién colorimétrica con un espectrofotometro
(lector de microplacas modelo 680, Bio-Rad) a una longitud de onda de 450 nm.

Se introdujo antigeno BSA, u otro antigeno adecuado, en cada experimento como control negativo, cuya D.O.450 S€
uso6 para detectar una posible reactividad inespecifica.

La diferencia en absorbancia detectada en los pocillos donde se afiadié el anticuerpo monoclonal con las diferentes
diluciones de la muestra bioloégica que va a someterse a prueba, y en los pocillos donde el anticuerpo monoclonal se
afnadio solo, se observé con el fin de estimar la inhibicién de la unién de GRE1.

Particularmente, si la absorbancia en los pocillos donde se afiadié el anticuerpo monoclonal con las diferentes
diluciones de la muestra bioldgica es inferior a la absorbancia observada con el anticuerpo monoclonal solo, hay una
competencia por la unidén de epitopos en VP1 entre GRE1 y los anticuerpos en la muestra, lo que en consecuencia
indica la presencia de anticuerpos similares a VJC-GRE1 en la muestra y, de esta manera, la presencia de
anticuerpos neutralizantes y protectores.

Ensayo ELISA para la determinacidén in vitro de la presencia de anticuerpos en muestras biolégicas capaces de
pueden reconocer el mismo epitopo al que se une el anticuerpo monoclonal GRE1

Con el fin de determinar la porcion minima de VP1 que contiene el epitopo reconocido por el anticuerpo monoclonal
GRE?1, y aun conserva los atributos de conformacion, la secuencia de nucleétidos que codifica para VP1 de VJC de
cepa Mad1 se digiri6 con ADNasas con el fin de obtener secuencias VP1 cortadas en forma aleatoria. Se clonaron
las diversas porciones de VP1 en un fagémido con el fin de seleccionar, a través de bioseleccion por afinidad contra
GREH1, la porcién de VP1 aln reconocida por el anticuerpo monoclonal. Una vez que se determiné la porcién aun
reconocida por GRE1, el fragmento se analizé por software especifico para determinar la conformacion in silico y
posiblemente compararla con la conformacion de la proteina VP1 de longitud completa.
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Al tomar en consideracion los resultados de esta prediccidn, la secuencia de nucleétidos seleccionada que codifica
para la porcion minima reconocida por GRE1, y que comprende los residuos entre las posiciones 50 y 140 de la
proteina original, se clon6 en el vector de expresion bacteriana pET15b, en coincidencia de marco de lectura con
etiqueta 6xHis y un sitio de escision de trombina (pETminiVP1). Los sitios de restriccion Xhol y BamH| (presentes en
la region de clonacién del vector, pero no dentro de VP1) se usaron para la clonacién. Para ese fin, la regién VP1 de
interés se amplifico por PCR insertando, respectivamente, los sitios de restriccion Xhol y BamHl en el extremo 5’ y el
3’. La seleccion de las colonias que contenian pETminiVP1 se hizo basandose en la resistencia a ampicilina y por
andlisis de secuencias.

Para la purificacién del fragmento, se inoculé una colonia que contenia pETminiVP1 en 10 ml de LB con ampicilina
50 pg/ml y se cultivé a 37°C durante la noche. Al dia siguiente, se subinocularon 5 ml de cultivo en 500 ml de medio
LB con ampicilina 50 ug/ml. El cultivo se analiz6 a intervalos regulares con un espectrofotometro para comprobar el
crecimiento bacteriano. Cuando el cultivo alcanz6 una DO600 de 0,6-1, se afnadié isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG) 0,4 mM al medio y se dejé agitar a temperatura ambiente durante la noche.

Al dia siguiente, se centrifugd el cultivo bacteriano durante 15 minutos a 3900 rcf, y se resuspendi6 el granulo
bacteriano en 20 ml de tampén A (Tris 50 mM pH 7.5, glicerol al 5%, NaCl 250 mM, imidazol 30 mM). Las células
entonces se lisaron usando un sonicador. La suspension se centrifugd durante 45 minutos a 12.000 rcf y se filtré con
filtros de 0,4 um para eliminar los residuos bacterianos.

El fragmento entonces se purificé por cromatografia de afinidad en una columna de niquel. Antes de aplicar la
muestra a la columna, la resina se lavé con 3 volumenes de tampén A, 3 volumenes de tampén B (Tris 20 mM pH
7,5, glicerol al 5%, NaCl 250 mM, imidazol 500 mM) y se reequilibré6 con 8 volimenes de tamp6n A. En este
momento, la muestra se corrié en la columna. 50 ml de tampdn A se usaron para lavar la columna y retirar la
muestra sin unir, y la muestra se eluy6 con un gradiente 0%-100% de tampdn B. Después de la elucion, la columna
se reequilibré con tampoén A. Una vez concentrado, el fragmento se digirié con trombina con el fin de eliminar la cola
de histidinas que pudiera afectar a la muestra biolégica que va a someterse a prueba. Con el fin de eliminar trazas
del tampodn de eluciéon que pudieran afectar a un posible uso del fragmento purificado, la elucion se dializ6 contra
PBS. La calidad y concentracién del fragmento, el cual en adelante se denominara miniVP1, se analizaron por un gel
de SDS al 12%.

Para el ELISA, la placa de 96 pocillos (Costar®) se cubrié con 25 pl/pocillo de una disolucién que contenia 300 ng
del fragmento miniVP1 (generado tal como se describid previamente) y se incub6 a 4°C durante la noche. Al dia
siguiente, la placa se lava con agua y se bloquea con PBS-BSA al 1% (p/v) durante 1 hora a 37°C.

A la finalizacion de la incubacion de la placa, se anadieron 40 ul de varias diluciones (diluciones de 10 veces en
serie, empezando a partir de la no diluida hasta diluciones 1:1000) de la muestra bioldégica que va a someterse a
prueba y se incubd la placa durante 1 hora a 37°C. Después de haber hecho 5 lavados con PBS-Tween 20 al 0,1%
(Sigma-Aldrich®), por un lavador automatico para microplacas de ELISA (ETI-System Kasher, DiaSorin), se
afnadieron 40 pl/pocillo de una preparacién policlonal de anticuerpos de cabra conjugados con peroxidasa de rabano
que se unen a la porcion Fc de IgG humana (Sigma-Aldrich®). Se incubd la placa durante 45 minutos a 37°C.
Después de 5 lavados con PBS-Tween 20 llevados a cabo tal como se describi6é previamente, se afiadieron 40 pl de
sustrato (disolucion 1:1 de H2O. y 3,3’,5,5'-tetrametilbencidina, equipo de sustrato TMB, Thermo Scientific) a cada
pocillo, para que se produjera la reaccion enzimatica. Después de aproximadamente 15 minutos, se bloqueé la
actividad enzimatica afiadiendo 40 pl/pocillo de H2SO4 1 N (Carlo Erba) y se midi6 la reaccion colorimétrica con un
espectrofotometro (lector de microplacas modelo 680, Bio-Rad) a una longitud de onda de 450 nm.

Se introdujo antigeno BSA, u otro antigeno adecuado, en cada experimento como control negativo, cuya D.O.450 S€
usoé para detectar una posible reactividad inespecifica. El anticuerpo monoclonal GRE1 se us6 como control positivo
a una concentracion final de 1 ng/pl.

Las muestras que mostraron una reactividad superior hacia miniVP1 en comparacion con BSA se consideraron
positivas y, de esta manera, que contenian anticuerpos similares a VJC-GRE1 con una actividad neutralizante y, de
esta manera, protectora.

Ensayo ELISA para la determinacién in vitro de la presencia de anticuerpos en muestras bioldégicas que pueden
reconocer el mismo epitopo al que se une el anticuerpo monoclonal GRE1 (una variante con competencia por una

VP1 mutada)

Con el fin de incrementar la astringencia del ensayo previo, se configurd otra version del experimento, afiadiendo
una etapa de preincubacion de la muestra que va a someterse a prueba con una VP1 mutada en los residuos que
son importantes para la unién de GRE1 a la proteina.

Con el fin de obtener la proteina VP1 modificada en los sitios de union de GRE1, y que después actuara al
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deseleccionar anticuerpos en las muestras biolégicas, la estrategia de mutagénesis dirigida se us6 haciendo algunos
cambios: dado que algunos residuos que van a mutagenizarse son muy cercanos, se mutaron unos cuantos
residuos de manera simultanea. En primer Iugar, los residuos 162 y S65 se mutaron usando el siguiente cebador de
avance: 5’-gttttagtaagcaGCaez'/A'[ctataGca658 gatac-3° (SEQ ID NO: 8) Y 5’-tgacttactaaaacccctaagatgctcatctgg-3’
(SEQ ID NO: 9) como el inverso. El vector pcDNA™ 3.1/Vv5-His TOPO® TA Expression Kit (Life Technologies),
donde la VP1 de VJC de cepa Mad1 se habia clonado previamente, se usé como plantilla. Se obtuvo un producto de
amplificacién, que también contenia la proteina mutada, por PCR. Con el fin de retirar la plantilla de ADN usada para
la reaccion (que ciertamente no contendra las mutaciones deseadas), se digirié el producto de reaccién con Dpnl
durante 4 h a 37°C. Después de ello, se transformaron células electrocompetentes con 2 ul del producto de
amplificacion tratado previamente. Las células que contenian el plasmido se seleccionaron con base en resistencia a
ampicilina y luego se verificaron por andlisis de secuencias. El vector que mostr6 las mutaciones insertadas con la
primera reaccién de amplificacién se us6 como plantilla para la segunda reaccién de amplificacién, donde las
posiciones 127A, 130D, 131N, 133A se mutaron. Con el fin de insertar estas mutaciones, se us6 5-
cactctaatgggcaagGa'?*CactcatgCc " GCt"* "M ggtaGa'***°ggg-3' (SEQ ID NO: 10) como cebador de avance, y
5’-cttgcccattagagtgcacattcatcaaac-3’° (SEQ ID NO: 11) como cebador inverso. Se digirié el producto de PCR con
Dpnl durante 4 h a 37°C. Después de ello, se transformaron células electrocompetentes con 2 ul del producto de
amplificacion tratado previamente. Las células que contenian el plasmido se seleccionaron basandose en la
resistencia a ampicilina y luego se verificaron por analisis de secuencias. Se clon6 la VP1 que, por andlisis de
secuencias, presentd todas las mutaciones insertadas en el vector de expresion bacteriana pET15b, en coincidencia
de marco de lectura con etiqueta 6xHis y un sitio de escisién de trombina (pET-VP1mut). La VP1 mutada (VP1mut)
entonces se purificé con el mismo protocolo que el usado para la purificacion de miniVP1.

Para el ELISA, la placa de 96 pocillos (Costar®) se cubrié con 25 pl/pocillo de una disolucién que contenia 300 ng de
miniVP1 (generado tal como se describié previamente) y se incubd a 4°C durante la noche. Al dia siguiente, la placa
se lavd con agua y se bloque6 con PBS-BSA al 1% (p/v) durante 1 hora a 37°C. Mientras tanto, se preincubaron 50
ug/ml de VP1 mutada con varias diluciones (diluciones de 10 veces en serie, empezando a partir de la no diluida
hasta diluciones 1:1000) de la muestra biolégica que va a someterse a prueba, y se incubaron durante 30 minutos a
37°C. A la finalizacién de la incubacion de la placa, se anadieron 40 pl de la mezcla de las diversas diluciones
séricas (u otra muestra biologica) con la VP1 mutada, y se incubd la placa durante 1 hora a 37°C. Después de haber
hecho 5 lavados con PBS-Tween 20 al 0,1% (Sigma-Aldrich®), por un lavador automatico para microplacas de
ELISA (ETI-System Kasher, DiaSorin), se afiadieron 40 pl/pocillo de una preparacion policlonal de anticuerpos de
cabra conjugados con peroxidasa de rabano que se unen a la porcion Fc de IgG humana (Sigma-Aldrich®). Se
incubd la placa durante 45 minutos a 37°C. Después de 5 lavados con PBS-Tween 20 llevados a cabo tal como se
describié previamente, se afiadieron 40 pl de sustrato (disolucién 1:1 de H»O- y 3,3,5,5'-tetrametiloencidina, equipo
de sustrato TMB, Thermo Scientific) a cada pocillo, para que se produjera la reaccién enzimatica. Después de
aproximadamente 15 minutos, se bloqued la actividad enzimatica afiadiendo 40 pl/pocillo de HoSO4 1 N (Carlo Erba)
y se midi6é la reaccién colorimétrica con un espectrofotémetro (lector de microplacas modelo 680, Bio-Rad) a una
longitud de onda de 450 nm.

Se introdujo antigeno BSA, u otro antigeno adecuado, en cada experimento como control negativo, cuya D.O.450 S€
us6 para detectar una posible reactividad inespecifica. El anticuerpo monoclonal VJC-GRE1 se usé como control
positivo a una concentracion final de 1 ng/pl.

Las muestras que mostraron una reactividad superior hacia el péptido miniVP1 en comparacion con BSA se
consideraron positivas y, por tanto, que contenian anticuerpos neutralizantes similares a VJC-GRE1 y, por tanto,
protectores.
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo monoclonal humano dirigido contra la proteina VP1 del virus JC, que puede neutralizar el virus JC,
comprendiendo el anticuerpo monoclonal humano al menos una region variable de cadena pesada y una regién
variable de cadena ligera, en el que la regi6n variable de cadena pesada tiene la secuencia SEQ ID NO: 1 y la
region variable de cadena ligera tiene la secuencia SEQ ID NO: 2, o la regién variable de cadena pesada esta
codificada por la secuencia SEQ ID NO: 3 y la regién variable de cadena ligera esté codificada por la secuencia SEQ
ID NO: 4.

2. Anticuerpo monoclonal humano segun la reivindicacion 1, que es una inmunoglobulina de longitud completa o un
fragmento de inmunoglobulina funcional seleccionado del grupo que consiste en Fab, Fab’, F(ab’)z, Fv, anticuerpos
de cadena sencilla (scFv) y anticuerpos de un solo dominio.

3. Anticuerpo monoclonal humano segun la reivindicacion 1 6 2, para su uso en el tratamiento terapéutico o
profilactico de una infeccion por VJC o de una enfermedad asociada con una infeccion por VJC.

4. Anticuerpo monoclonal humano para su uso segun la reivindicacion 3, en el que la enfermedad asociada con una
infeccion por VJC es leucoencefalopatia multifocal progresiva (PML).

5. Composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo monoclonal segun la reivindicacion 1 6 2.

6. Composicién farmacéutica segln la reivindicacion 5, para su uso en el tratamiento terapéutico o profilactico de
una infeccion por VJC o de una enfermedad asociada con una infeccion por VJC.

7. Composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicaciéon 6, en la que la enfermedad asociada con una
infeccion por VJC es leucoencefalopatia multifocal progresiva (PML).

8. Método de diagnéstico in vitro de una infeccion por VJC o de una enfermedad asociada con una infeccién por
VJC, comprendiendo el método la etapa de poner en contacto una muestra biolégica de un paciente, que se
sospecha que esta infectado con VJC, con un anticuerpo monoclonal humano segun la reivindicacion 1 6 2, en
condiciones adecuadas para que el anticuerpo monoclonal se una al antigeno VP1 de VJC, si esta presente en la
muestra, y la etapa de detectar, cualitativa o cuantitativamente, la unién del anticuerpo monoclonal al antigeno VP1
de VJC, siendo tal union indicativa de la infecciéon por VJC o de una enfermedad asociada con una infeccioén por
VJC.

9. Método segun la reivindicacién 8, en el que la enfermedad asociada con una infeccién por VJC es
leucoencefalopatia multifocal progresiva (PML).

10. Método segun la reivindicacién 8 6 9, que es un ensayo ELISA inmunolégico o un ensayo fluorescente
inmunoldégico o un ensayo inmunohistoquimico.

11. Kit de inmunodiagndstico para el diagnéstico de una infeccion por VJC o de una enfermedad asociada con una
infeccion por VJC, comprendiendo el kit un anticuerpo monoclonal humano segun la reivindicacion 1 6 2 e
instrucciones para llevar a cabo un método de inmunodiagnéstico in vitro.

12. Kit de inmunodiagnoéstico segun la reivindicacion 14, en el que el método de inmunodiagndéstico in vitro es un
método segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10.

13. Kit segun la reivindicacion 11 6 12, en el que la enfermedad asociada con una infeccion por VJC es
leucoencefalopatia multifocal progresiva (PML).
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