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DESCRIPCION
Anticuerpo anti-VHS
Antecedentes de la invencion

La invencién se refiere a un anticuerpo anti-VHS como se define en las reivindicaciones, una composicion
farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de dicho anticuerpo, un vector de expresion que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica dicho anticuerpo, una célula hospedadora que comprende dicha secuencia de
nucledtidos, una célula de hibridoma capaz de producir dicho anticuerpo y el uso de dicho anticuerpo como un
farmaco, en particular para su uso en la fabricaciéon de un farmaco para el tratamiento profilactico o terapéutico de
enfermedades asociadas con el VHS en un sujeto; tal como se define en las reivindicaciones.

El virus del Herpes simple (VHS) patogénico humano es un virus de ADN dermatotrépico y neutrotrépico, cuyas
manifestaciones clinicas se originan principalmente a partir de la piel y de la mucosa cercana, en de forma
secundaria lugar conduce a complicaciones neuroldgicas tales como neuritis, meningitis, encefalitis, mielitis,
polirradiculitis entre otros. En deficiencia innata, adquirida y también iatrogénica inmune, hasta cierto alcance se
informan progresiones severas con una alta letalidad. Debido a las tasas de infeccion elevadas de la poblacion con
el VHS 1 de tipo 1 (VHS-1, 95 %; H. labialis, H. cornea, eccema herpético) y VHS de tipo 2 (VHS-2, 10-30 %; H.
genitalis, H. neonatorum) y debido a la frecuente reactivacion del virus, que persiste de forma latente durante toda la
vida en los ganglios neuronales sensoriales y auténomos, el VHS es de relevancia clinica particular.
Independientemente del tipo de virus, los objetivos terapéuticos sintomaticos de la infeccion por VHS primaria o con
recidiva son la inhibicion de la replicacion del virus, acortamiento del tiempo de sufrimiento, y prevencion de las
complicaciones sistémicas que influyen en la frecuencia del agravamiento.

En el reconocimiento temprano y la dosis correcta, los agentes virustaticos se usan con éxito para terapia antiviral.
Los agentes virustaticos mas comunes (por ejemplo, aciclovir, penciclovir, foscarnet, idoxuridina) son analogos de
nucledsidos o pirofosfato, cuyo principio activo comudn se basa en la inhibicién de la sintesis de ADN en células
infectadas con virus.

Uno de los agentes terapéuticos mas importantes para el tratamiento de infecciones por VHS es el aciclovir, analogo
de nucledsido de purina. Se fosforila por la timidina quinasa viral y a continuacion interfiere con la ADN polimerasa
viral. Por el contrario, la ADN polimerasa humana es menos susceptible contra el aciclovir en un factor de 30-50,
razon por la que se observan efectos secundarios simplemente marginales.

Sin embargo, a pesar del desarrollo de agentes virustaticos de accion selectiva, el tratamiento quimioterapéutico de
las enfermedades virales sigue representando un grave problema. En particular, el desarrollo de cepas resistentes
contra los agentes quimioterapéuticos comunes observados durante el tratamiento profilactico y terapéutico de larga
duracién en pacientes inmunodeprimidos es problematico. Como resultado, en mas de un 10 % de los casos, debido
a la falta de agentes virustaticos eficaces, se observa una infeccion generalizada de avance rapido con progresion
letal.

En la actualidad, el analogo de pirofosfato, foscarnet, se usa en particular en pacientes inmunodeprimidos contra el
virus del herpes resistente al aciclovir. Este agente causa una inhibicién directa de la ADN polimerasa viral y no tiene
influencia en la timidina quinasa. Sin embargo, el uso de foscarnet produce graves efectos secundarios indeseables,
tales como insuficiencia renal, problemas cardiacos, toxicidad en la médula 6sea y también puede causar ulceracion
cutanea. Debido a sus efectos teratogénicos, el foscarnet tampoco se puede administrar durante el embarazo.
Ademas, se observa la formacion de cepas de resistencia cruzada, lo que hace que el desarrollo de agentes
terapéuticos alternativos sea altamente necesario. En la actualidad no hay disponibilidad de una inmunoprofilaxis
pasiva. Un par de vacunas experimentales para la inmunizacion activa contra VHS1 y VHS2 no mostraron éxito
verificable.

Los anticuerpos son muy prometedores para el tratamiento del cancer, trastornos autoinmunes e infecciones liricas.
El documento JP 6135854 describe un agente terapéutico para la infeccion por el virus del herpes simple en el que
un anticuerpo monoclonal humano contra el VHS y un analogo de acido nucleico antiviral tal como el aciclovir (ACV)
se administran de forma simultanea o sucesiva en forma de inyeccion mediante infusidon por goteo intravenoso. El
documento DK 187286 desvela anticuerpos que presentan de actividades inmunolégicas multiespecificas con
respecto a la glicoproteina D (gD) de VHS-1 y VHS-2 (gD-1 y gD-2 de VHS). El documento WO 1997/26329 describe
anticuerpos monoclonales humanos Utiles para el diagnostico y tratamiento de VHS-1 y VHS-2. Este ultimo
anticuerpo compite con el anticuerpo monoclonal VHS 863 para unirse al antigeno glicoproteina D de VHS-1 y VHS-
2. El documento de Patente de Estados Unidos N.° 4.950.595 desvela un hibridoma ratén-humano que produce un
anticuerpo antivirus-humano, un proceso para la preparacion del mismo y un anticuerpo monoclonal antivirus-
humano.

Ademas, se describe la humanizacion de otro anticuerpo monoclonal murino (Fd79) (Kogae et al, 1986) especifico
para VHS 1/2 (Co, M.S. et al, 1991; Zeitlin L. et al, 1998). Este anticuerpo reconoce un epitopo compartido de
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glicoproteina B (gB) de VHS1 y VHS2.

Ademas, el Fd79 humanizado se ha producido tanto en plantas transgénicas como en la linea celular eucariota
SP2/0 y posteriormente se ha caracterizado, mostrando una afinidad de 53 nM.

Navarro et al., (Navarro et al., 1992) describe dominios en la glicoproteina B del virus | del herpes simple que
funcionan en la penetracion del virus, propagacion de célula a célula y fusion celular. De forma mas especifica, se
describen anticuerpos monoclonales denominados H126,. H1375, H1435 y H 1815 que se unen al dominio D2a
antigénico. Se describe que estos anticuerpos tienen epitopos que abarcan las posiciones 273, 274, 278 y/o 263 a
283 de gB.

El anticuerpo H1815 murino monoclonal reconoce un epitopo similar pero no idéntica con la regién de los
aminoacidos 263-283 de la glicoproteina B (gB) (Navarro et al, 1992). Sin embargo, H1815 no es capaz de
neutralizacion o inhibicion viral de la "propagacion de célula a célula”.

Ademas, recientemente se ha descrito un analisis de funcién de estructura de la glicoproteina B del virus del herpes
simple virus con fusion sin actividad (Roller et al, 2008).

Por ultimo, el documento de Patente de Estados Unidos N.° 6.180.370 describe inmunoglobulinas humanizadas y
métodos para preparar las mismas. Ademas, el documento WO 2003/105782 se refiere a especificidad de injerto de
un anticuerpo murino sobre un armazoén humano.

Por lo tanto, los agentes quimioterapéuticos tienen efectos secundarios no deseados y se observa un aumento del
numero de cepas resistentes.

Por lo tanto un objeto de la invencion es proporcionar un anticuerpo anti-VHS (humanizado) que sea capaz de
neutralizar la infeccién por VHS e inhibir la propagacion de célula a célula.

Ademas, un objeto de la invencion es proporcionar un agente profilactico y/o terapéutico para el tratamiento de
enfermedades asociadas al VHS que superen las desventajas de los agentes quimioterapéuticos aplicados de forma
convencional que se han mencionado anteriormente.

De forma sorprendente, se encontrd que un anticuerpo de acuerdo con la invencion resuelve este objeto.

Por consiguiente, la presente invencién proporciona una alternativa prometedora a los agentes terapéuticos
conocidos en la técnica para el tratamiento de infeccién por VHS basandose en los anticuerpos producidos de forma
recombinante, que pueden ser humanizados. Estos anticuerpos son capaces de bloquear ambos mecanismos
virales para extenderse dentro de un hospedador. Neutralizan de forma eficaz las particulas de virus sin célula e
inhiben la extension del virus de célula a célula. Dado que los anticuerpos se unen de forma especifica a un epitopo
altamente conservado de la glicoproteina B (gB) de superficie de la envoltura del VHS1 y del VHS2, que es esencial
para el ciclo de replicacion viral, el desarrollo de resistencia a farmaco es lo mas improbable.

Aunque el efecto del anticuerpo murino de la invencion ya se ha descrito en parte, véase, Eis-Hubinger ef al,
Intervirology (1991); 32: 351-360 y Eis-Hubinger et al, Journal of General Virology (1993); 74: 379-385, el propio
anticuerpo o la secuencia de las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) del anticuerpo de la
invencion asi como el epitopo al que se une nunca se ha publicado o se ha hecho disponible al publico. En resumen,
el anticuerpo (humanizado) proporciona una o mas de las siguientes ventajas:

[ La eficacia del anticuerpo monoclonal murino de la invencién ya se ha demostrado (véase, Eis-Hibinger et
al, 1991; Eis-Hibinger et al, 1993). Ademas, los investigadores muestran en la seccién de Ejemplos que el
anticuerpo humanizado de la invencion también es capaz de neutralizar la infeccion virica por VHS1 y VHS2
in vitro e inhibir la extension virica mediante la inhibicién del mecanismo de "propagacion de célula a célula".
En el contexto de la progresion de la infeccion en seres humanos, el sistema inmunolégico humano no es
capaz de generar especificidades de anticuerpo para evitar de manera eficaz la propagacion de célula a
célula habitual del VHS 1/2.

[ La aplicacion profilactica asi como terapéutica frecuente y de larga duracion de los agentes
quimioterapéuticos conservativos tales como aciclovir y foscarnet conduce a un aumento de la formacion de
cepas virales resistentes. Este problema de resistencia se puede superar con el anticuerpo anti-VHS
(humanizado) que se describe en el presente documento, administrado solo un combinacién con un agente
virustatico tal como aciclovir y/o foscarnet, dado que depende de un mecanismo de accion diferente.

[ El anticuerpo que se describe en el presente documento se une de forma especifica a un epitopo de la
proteina gB del VHS. El desarrollo de resistencia del VHS contra el anticuerpo de la invencién no se va a
esperar, ya que las mutaciones en la proteina gB conducen a pérdida de capacidad infeccion virica.

[ Los pacientes en los que la administracion sistémica de los agentes virustaticos convencionales esta
contraindicada se benefician particularmente del anticuerpo (humanizado) que se describe en el presente
documento.
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Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a las realizaciones tal como se caracterizan en las reivindicaciones. Por lo tanto, se
refiere a las siguientes secciones 1 a 12:

1.

10.

11.

12.

Por

Anticuerpo que se une a la glicoproteina gB de VHS1 y VHS2 que comprende las regiones determinantes
de la complementariedad que se muestran en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID
NO: 4, SEQ ID NO: 5, y SEQ ID NO: 6, en las que el anticuerpo tiene una constante de disociacion Kp
como maximo de 40 nM, preferentemente como maximo de 30 nM, mas preferentemente como maximo de
20 nM, incluso mas preferentemente como maximo de 15 nM, como maximo de 13 nM y como maximo de
10 nM.

Anticuerpo de la seccion 1, en la que el anticuerpo en una concentracion como maximo de 20 nM,
preferentemente como maximo de 16 nM, mas preferentemente como maximo de 12 nM, como maximo de
10 nM, y lo mas preferentemente como maximo de 8 nM, es capaz de neutralizar una cantidad definida de
VHS de 100 TCIDspa un 0 %.

Anticuerpo de la seccién 1 o0 2, en las que el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos con una
identidad de secuencias de al menos un 70 % con respecto a los restos de aminoacido que se muestran en
las posiciones 1 a 30, 38 a 51,68 a 99, y de 112 a 122 de la SEQ ID NO: 9 y en las posiciones 1 a 23, 40 a
54,62 a 93,y de 103 a 113 de la SEQ ID NO: 10.

Anticuerpo de una cualquiera de las secciones 1-3, en las que el anticuerpo comprende una secuencia de
aminoacidos con una identidad de secuencias de al menos un 80 %, preferentemente un 100 % con
respecto a los restos de aminoacido que se muestran en las posiciones 1 a 30, 38 a 51,68 a 99, yde 112 a
122 de la SEQ ID NO: 7 y en las posiciones 1 a 23, 41 a 55, 63 a 94, y 104 a 114 de la SEQ ID NO: 8.

Anticuerpo de cualquiera de las secciones 1-4, en las que el anticuerpo es un anticuerpo divalente o
multivalente.

Anticuerpo de una cualquiera de las secciones 1-5, en las que el anticuerpo se conjuga con un resto
efector, un resto terapéutico, o una etiqueta detectable.

Composiciéon farmacéutica, que comprende una cantidad eficaz del anticuerpo de acuerdo con una
cualquiera de las secciones 1-6 y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Vector de expresion, que comprende una secuencia de nucleétidos que codifican el anticuerpo de acuerdo
con una cualquiera de las secciones 1-5.

Célula hospedadora, que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el anticuerpo de acuerdo
con una cualquiera de las secciones 1 -5.

Anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las secciones 1-6 para uso como un farmaco.

El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las secciones 1-6 para uso en un método, para el
tratamiento profilactico o terapéutico de una enfermedad asociada con el VHS en un sujeto.

El anticuerpo para uso de acuerdo con la seccién 11, en la que la enfermedad asociada con el VHS va
acompafada con una o mas de las siguientes caracteristicas:

(a) presencia de una recidiva oral,

(b) presencia de una recidiva genital,

(c) eccema herpético,

(d) herpes neonatal,

(e) deficiencia inmunolégica, pacientes inmunocomprometidos,
(f) resistencia contra un agente virustatico,
(g) encefalitis,

(h) meningitis,

(i) meningoencefalitis,

(j) infecciones oculares, y/o

(k) infecciones por VHS generalizadas.

consiguiente, se proporciona un anticuerpo, que comprende las regiones determinantes de la

complementariedad que se muestran en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5, y SEQ ID NO: 6. Ademas, se proporciona un anticuerpo, que reconoce el mismo epitopo que el anticuerpo
que comprende las regiones determinantes de la complementariedad que se muestran en las SEQ ID NOs: 1-6.
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Ademas, también se proporciona una composicién farmacéutica que comprende una cantidad eficaz del anticuerpo
que se describe en el presente documento y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Ademas, se proporciona un vector de expresion, que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el
anticuerpo tal como se define en las reivindicaciones, una célula que comprende dicha secuencia de nucledtidos
mientras que se desvela una célula de hibridoma capaz de producir dicho anticuerpo.

Por ultimo, en el presente documento también se desvelan el anticuerpo tal como se define en las reivindicaciones
para uso en medicina, y el uso del anticuerpo tal como se define en las reivindicaciones para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento profilactico o terapéutico de enfermedades asociadas con el VHS en un sujeto.

Los diversos aspectos de la invencién como se definen en las reivindicaciones adjuntas y en las realizaciones
preferentes contenidas en las reivindicaciones dependientes se incorporan con la presente por referencia.

Descripcion detallada de la invencién

Por consiguiente, en un primer aspecto, la invencion se refiere a un anticuerpo, que comprende las regiones
determinantes de la complementariedad que se muestran en las SEQ ID NO: 1 (TSGMSVG), SEQ ID NO: 2
(HIWWNNDKYYKPALKS), SEQ ID NO: 3 (IYYGYRPYAMDY), SEQ ID NO: 4 (RSSQSIVHSNGNTYLE), SEQ ID
NO: 5 (KVSNRFS), y SEQ ID NO: 6 (FQGSHVPWS).

Los anticuerpos o inmunoglobulinas son proteinas gamma globulina que consisten en su forma natural de dos
cadenas pesadas largas y dos cadenas ligeras pequefias unidas mediante enlaces disulfuro (véase la Fig 3). Existen
cinco tipos de cadena pesada de Ig de inmunoglobulina: a, 8, €, v, y y. El tipo de cadena es a la presente define la
clase (isotipo) del anticuerpo; estos son anticuerpos IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM, respectivamente. Cada cadena
pesada tiene dos regiones, la region constante en la region variable. La region constante es casi idéntica en todos
los anticuerpos de origen natural del mismo isotipo de la misma especie. Una cadena ligera también consta de un
dominio constante y un dominio variable. En mamiferos existen dos tipos de cadena ligera de inmunoglobulina,
lambda (A) y kappa (k).

Aunque la estructura general de todos los anticuerpos es muy similar, la propiedad Unica de un anticuerpo dado se
determina por las regiones variables (V). De forma mas especifica, bucles variables, tres cada uno en las cadenas
ligeras (VL) y tres en las cadenas pesadas (V4), son responsables de la uniéon a antigeno, es decir, de su
especificidad hacia el antigeno. Estos bucles se denominan las Regiones Determinantes de la Complementariedad
(CDR). Dado que las CDR de ambos dominios V4 y V| contribuyen al sitio de union a antigeno, es la combinacion de
las cadenas pesadas y las ligeras, y no cualquiera sola, lo que determina la especificidad final hacia el antigeno.

El término "anticuerpo™, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier polipéptido que es capaz de
unirse a un antigeno, en el que la especificidad de unién se determina por las CDR que se muestran en las SEQ ID
NOs: 1 a 6. Por lo tanto, "anticuerpo" pretende relacionarse con cualquier polipéptido que comprenda al menos un
fragmento de union a antigeno. Los fragmentos de unién a antigeno constan de al menos el dominio variable de la
cadena pesada y el dominio variable de la cadena ligera, colocados de modo tal que ambos dominios en conjunto
son capaces de unirse al antigeno especifico. Uno "anticuerpo” incluye una anticuerpo completo, o fragmentos de
anticuerpo, por ejemplo fragmentos de Fab, F(ab); o scFv (véase también la Fig 3).

Con respecto a la expresion "anticuerpo completo”, se pretende que cualquier anticuerpo tenga una estructura del
dominio general habitual de un anticuerpo de origen natural (es decir, que comprende una cadena pesada de tres o
cuatro dominios constantes y una cadena ligera de un dominio constante asi como los respectivos dominios
variables), aunque cada dominio puede comprender modificaciones adicionales, tales como mutaciones, deleciones,
o inserciones, que no cambian la estructura del dominio general.

Un "fragmento de anticuerpo” también contiene al menos un fragmento de union a antigeno como se ha definido
anteriormente, y presenta la misma funcion y especificidad que el anticuerpo completo a partir del que se obtiene el
fragmento. Los fragmentos de Fab se pueden generar usando la enzima papaina para escindir una inmunoglobulina.
La enzima pepsina produce escision por debajo de la region bisagra y, por lo tanto, por debajo de los enlaces
disulfuro, de modo que se forma un fragmento de F(ab),. Ademas, las regiones variables de las cadenas pesada y
ligera se pueden funcionar en conjunto para formar un fragmento variable de una sola cadena (scFv).

Ademas, se pretende que el término "anticuerpo" comprenda todos los isotipos de inmunoglobulina que se han
mencionado anteriormente, es decir, el anticuerpo puede ser un anticuerpo IgA, IgD, IgE, 1gG, o IgM, que incluye
cualquier subclases de estos isotipos. Preferentemente, el anticuerpo es un anticuerpo IgG, mas preferentemente un
anticuerpo IgG1 o IgG2. Dado que el anticuerpo se puede expresar y producir de forma recombinante, el anticuerpo
también puede comprender dos regiones constantes de cadenas pesadas diferentes, por ejemplo una cadena
pesada de IgG1 y una cadena pesada de IgG2, o cadenas pesadas de diferentes especies. Sin embargo, las
cadenas pesadas son preferentemente de la misma especie. Ademas, el anticuerpo puede comprender cualquiera
de una cadena ligera lambda o una cadena dijera kappa.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2715787 T3

Como se muestra en el Ejemplo 2, la valencia del anticuerpo tiene una gran influencia en la eficacia para mediar la
neutralizacion viral inhibir la propagacién de célula a célula, y los mejores resultados se han mostrado con
anticuerpos divalentes, es decir, con un anticuerpo que tiene dos regiones de unioén a antigeno. Los ejemplos de
anticuerpos divalentes son anticuerpos completos o fragmentos de anticuerpo divalente, tal como un fragmento de
F(ab).. Por lo tanto, en una realizacion preferente, el anticuerpo es un anticuerpo divalente, preferentemente en el
que el anticuerpo es un anticuerpo completo o un fragmento de anticuerpo, en particular en el que el fragmento de
anticuerpo es un fragmento de F(ab),. En una realizacién preferente alternativa, en anticuerpos un anticuerpo con un
equivalente, es decir, un anticuerpo que tiene dos o mas sitios de unién, incluyendo anticuerpos recombinantes o
fragmentos de los mismos, preferentemente un triacuerpo o un tetracuerpo, o inmunoglobulinas completas tales
como un pentamero de IgM o inmunoglobulinas relacionadas. Estos formatos de anticuerpo se conocen en la
técnica.

También se desvela que el anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal, preferentemente en el que el anticuerpo
es un anticuerpo murino, un anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado, mas preferentemente en el que el
anticuerpo humanizado se obtiene a partir de una secuencia de linea germinal humana, como se discute a
continuacion. Un anticuerpo quimérico es un anticuerpo en el que al menos una region de una inmunoglobulina de
una especie se condensa con otra reeleccion de una inmunoglobulina de otra especie mediante ingenieria genética
con el fin de reducir su inmunogenicidad. Un ejemplo de un anticuerpo quimérico se muestra en la Fig 3A, que
representa regiones V_ y V4 de murino condensadas con la parte restante de una inmunoglobulina humana. Un tipo
particular de anticuerpos quiméricos son los anticuerpos humanizados. Los anticuerpos humanizados se producen
mediante injerto del ADN que codifica las CDR de un anticuerpo humano el ADN que codifican el armazoén del
anticuerpo humano. La construccion de ADN resultante se puede usar a continuaciéon para expresar y producir
anticuerpos que normalmente no son tan inmunogénico os como el anticuerpo precursor no humano o como un
anticuerpo quimeérico, ya que las CDR simplemente no son humanas.

Se describe que el anticuerpo puede ser capaz de inhibir la extensioén de la infeccion por VHS a partir de una célula
infectada a una segunda célula adyacente en una infectada (propagacion de célula a célula).

La propagacion de célula a célula es la capacidad del virus del herpes para extenderse desde una célula infectada a
una célula adyacente no infectada, sin liberar particulas sin células. Con el fin de examinar si un anticuerpo es capaz
de inhibir la extension del VHS desde una célula infectada a una segunda célula no infectada adyacente
(propagacion de célula a célula), se puede usar el siguiente ensayo.

Las células Vero que crecen hasta confluencia en cubre objetos de vidrio de placas de cultivo tisular de 24 pocillos
se infectan durante 4 h a 37 °C con una cantidad constante de virus de 400 TCIDso/pocillo. Una dosis media de
infeccion de cultivo (1 TCIDso) es la cantidad de un agente citopatogénico, tal como un virus, que producira un efecto
citopatico en un 50 % de las células cultivadas inoculadas. El in6culo de virus posteriormente se retira, las células se
lavan dos veces con PBS y adicionalmente se incuban durante 2 dias a 37 °C en 1 ml de DMEM, FCS al 2 %,
Pen/Estrep que contiene un exceso de cualquiera de diferentes anticuerpos anti-VHS o suero de control anti-VHS
policlonal con el fin de evitar la expansion viral a través del sobrenadante. Los antigenos virales de las células
infectadas con el VHS se detectan con un suero de cabra-anti-VHS policlonal etiquetado con fluorescencia (BETHYL
Laboratories, Montgomery, TX USA, N.° o de Catalogo A190-136F, N.° de Lote A190-136F-2).

Preferentemente, un anticuerpo es capaz de inhibir la propagacién de célula a célula si menos de un 20 % de las
células adyacentes estan infectadas, preferentemente en el que menos de un 15 %, menos de un 10 %, menos de
un 5 %, mas preferentemente menos de un 3 % y lo mas preferentemente menos de un 1 % de las células
adyacentes estan infectadas en el ensayo que se ha mencionado anteriormente.

Ademas, en una realizacion preferente adicional, el anticuerpo tiene una constante de disociacion Kp como maximo
de 40 nM, preferentemente como maximo de 30 nM, mas preferentemente como maximo de 20 nM, incluso mas
preferentemente como maximo de 15 nM, como maximo tal como 13 nM, como maximo de 10 nM.

La Kp representa la constante de disociacion como una medida de la propension de un complejo a disociarse de
forma reversible en sus componentes (es decir, la afinidad del anticuerpo hacia el antigeno) y es la inversa de la
constante de asociacion. La Kp se puede calcular a partir de la ecuacién de Scatchard y en la técnica se conocen
métodos para determinar la Kbp.

En una realizacion preferente adicional, el anticuerpo en una concentracion como maximo de 20 nM,
preferentemente como maximo de 16 nM, mas preferentemente como maximo de 12 nM, como maximo de 10 nM,
por ejemplo como maximo 8 nM es capaz de neutralizar una cantidad definida de VHS de 100 TCIDsp al 100 %.

"Neutralizacién" en el presente documento se refiere a que el anticuerpo produce opsonizacién del virus de modo
que no puede infectar ninguna célula adicional. Un ensayo para evaluar si un anticuerpo en una concentracion como
maximo de 20 nM es capaz de neutralizar una cantidad definida de VHS de 100 TCIDsy se proporciona en Eis-
Hibinger et al, 1991, y en Eis-Hubinger et al, 1993, y en los Ejemplos 1 y 2 que siguen a continuacion.
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Ademas, en una realizaciéon preferente, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad
de secuencias de al menos un 70 %, preferentemente al menos un 75 %, al menos un 80 %, mas preferentemente al
menos un 85 %, al menos un 90 %, y mas preferentemente al menos un 95 %, y lo mas preferentemente un 98 %
(global) en las regiones marco conservadas en comparacion con los restos de aminoacido que se muestran en las
posiciones 1 a 30, 38 a 51,68 a 99, y 112 a 122 (o las posiciones 1 a 30, 36 ara 49, 66 a 94, y de 103 ha 113 de
acuerdo con la numeracion de Kabat, respectivamente) de la SEQ ID NO: 9 y en las posiciones 1 a 23,40 a 54, 62 a
93, y 103 a 113 (o las posiciones 1 a 23, 35 a 49, 57 a 88, y 98 a 108 de acuerdo con la numeracion de Kabat,
respectivamente) de la SEQ ID NO: 10, como se ilustra en la Fig 4.

SEQ ID NO: 9.
QVILKESGPG ILLPSQTLSL TCSFSGFSLS TSGMSVGWIR QPSGKGLEWL
GHIWWNNDKY YKPALKSRLT ISKDTSNKQV FLKIASVVTA DTATYYCARI

YYGYRPYAMD YWGQGTSVTV SS
SEQ ID NO: 10;

DVLMTQTPLS LPVSLGDQAS ISCRSSQSIV  HSNGNTYLEW YLQKPGQSPK
LLIYKVSNRF SGVPDRFSGS GSGTDFTLK! SRVEAEDLGV YYCFQGSHVP
WSFGGGTKLE IKR

Un polipéptido tiene "una identidad de secuencia de al menos un X %" en las regiones marco conservadas con
respecto a la SEQ ID NO: 9 0 10, si la SEQ ID NO: 9 o 10 se alinea con la secuencia de mejor emparejamiento de
un polipéptido de interés, y la identidad del aminoacido entre esas dos secuencias alineadas es al menos un X %
con respecto a las posiciones 1 a 30,3 8 a 51,68 a 99,y 112 a 122 (o las posiciones 1 a 30, 36 a 49, 66 a 94, y 103
a 113 de acuerdo con la numeracion de Kabat, respectivamente) de la SEQ ID NO: 9 y las posiciones 1 a 23, 40 a
54,62 a 93, y 103 a 113 (o las posiciones 1 a 23, 35 a 49, 57 a 88, y 98 a 108 de acuerdo con la numeracion de
Kabat, respectivamente) de la SEQ ID NO: 10. Un alineamiento de secuencias de aminoacidos de ese tipo se puede
realizar usando, por ejemplo, programas de homologia informatica disponibles al publico tales como el programa
"BLAST" que se proporciona en la pagina principal del Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI) en
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/blast.cgi , usando los ajustes por defecto que se proporcionan en el mismo.

En la técnica se conocen métodos adicionales para calcular porcentajes de identidad de secuencias de conjuntos de
secuencias de aminoacidos o secuencias de acidos nucleicos.

Como alternativa, en otra realizacién preferente, el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos con una
identidad de secuencias de al menos un 80 %, preferentemente al menos un 85 %, mas preferentemente al menos
un 90 %, incluso mas preferentemente al menos un 95 %, tal como un 98 %, y lo mas preferentemente un 100 %
(global) en las regiones marco conservadas en comparacion con los restos de aminoacido que se muestran en las
posiciones 1 a 30, 38 a 51,68 a 99,y 112 a 122 (o las posiciones 1 a 30, 36 a 49, 66 a 94, y 103 a 113 de acuerdo
con la numeracion de Kabat, respectivamente) de las SEQ ID NOs: 7 y las posiciones 1 a 23, 41 a 55, 63 a 94, y 104
a 114 (o las posiciones 1 a 23, 35 a 49, 57 a 88, y 98 a 108 de acuerdo con la numeracion de Kabat,
respectivamente) de la SEQ ID NO: 8, como se ilustra en la Fig 4. Un polipéptido tiene " una identidad de secuencias
de al menos al menos un X %" en las regiones marco conservadas de la SEQ ID NO: 7 u 8, sila SEQID NO: 7u 8
se alinea con la secuencia con el mejor emparejamiento de un polipéptido de interés, y la identidad del aminoacido
entre esas dos secuencias alineadas es al menos un X % con respecto a las posiciones 1 a 30, 38 a 51,68 a 99, y
112 a 122 (o las posiciones 1 a 30, 36 a 49, 66 a 94, y 103 a 113 de acuerdo con la numeracion de Kabat,
respectivamente) de la SEQ ID NO: 7 y las posiciones 1 a 23, 41 a 55, 63 a 94, y 104 a 114 (o las posiciones 1 a 23,
35 a 49, 57 a 88, y 98 a 108 de acuerdo con la numeracién de Kabat, respectivamente) de la SEQ ID NO: 8.

Las SEQ ID NO: 7 y 8 se obtienen a partir de secuencias de la linea germinal humana. Aunque las secuencias
marco conservadas de inmunoglobulina humana de linea no germinal son de origen humano, generalmente no se
puede excluir que no sean inmunogénicas. Por lo tanto, los presentes investigadores buscaron secuencias de linea
germinal, ya que no se hipermutan y, por lo tanto, se espera que no sean inmunogénicas. Por consiguiente, el
anticuerpo humanizado se obtiene preferentemente a partir de una secuencia de linea germinal humana, por
ejemplo a partir de la SEQ ID NO: 7 y/u 8. Las SEQ ID NO: 7 y 8 son las que siguen a continuacion:
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SEQ ID NO: 7:

QVTLKESGPA LVKPTQTLTL TCTFSGFSLS TSGMRVSWIR QPPGKALEWL
ARIDWDDDKF YSTSLKTRLT 1SKDTSKNQV VLTMTNMDPV DTATYYCARX
XXXXXXXYFD YWGQGTLVTV SS

SEQ ID NO: 8

DIVMTQTPLS LPVTIPGEPAS ISCRSSQSLL DSDDGNTYLE WYLQKPGQSP
QLLIYTLSYR ASGVPDRFSG SGSGTDFTLK ISRVEAEDVG VYYCMQRIEF
PWTFGQGTKV EIKR

En el contexto de la presente invencion, se ha determinado que usando las SEQ ID NO: 7 y 8 para la generacion del
anticuerpo humanizado de la invencion, no se requieren retromutaciones con el fin de conseguir la misma afinidad
que para el anticuerpo precursor, que puede implicar que el correspondiente anticuerpo humanizado presente una
inmunogenicidad muy baja.

En consecuencia, en el contexto de la presente invencién esos anticuerpos estan preferentemente incluidos, que
muestran la misma especificidad que el anticuerpo que comprende las SEQ ID NOs: 9y 10 o las SEQID NOs 7 y 8,
respectivamente.

En una realizacion preferente adicional con el anticuerpo esta conjugado con un resto efector, un resto terapéutico, o
un resto detectable. En este contexto, el término "conjugado” se refiere a cualquier método conocido en la técnica
para conectar funcionalmente dominios de proteina, incluyendo, pero no limitandose a fusién recombinante con o sin
dominios de intervencion, fusion mediada por inteina, asociacion no covalente, y formacién de enlace covalente, por
ejemplo, enlace disulfuro, enlace peptidico, enlace de hidrogeno, enlace electrostatico, y enlace conformacional, por
ejemplo, asociaciones de biotina-avidina. La conjugacién con un resto efector puede ser mediante medios quimicos
o recombinantes. Medio quimico se refiere una reaccién entre el anticuerpo y el resto efector de modo que se forma
un enlace covalente entre las dos moléculas para formar una molécula.

La expresion "resto efector” se refiere a un compuesto que se pretende que tenga un efecto en una célula a la que
se dirige el anticuerpo. El resto efector puede ser, por ejemplo, un resto terapéutico o un resto detectable.

Un "resto terapéutico" es un compuesto que se pretende que actie como un agente terapéutico, tal como un agente
o farmacos citotdxico. A continuacion se proporcionan ejemplos de compuestos para la composicion farmacéutica.

Una "etiqueta detectable" incluye cualquier compuesto o etiqueta proteica detectable por medios espectroscopicos,
fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, épticos o quimicos, tal como una etiqueta fluorescente.

La especificidad de un anticuerpo se puede expresar ya sea mediante las CDR o mediante el epitopo al que se une
el anticuerpo. Por consiguiente, se desvela un anticuerpo que reconoce el mismo epitopo que el anticuerpo del
primer aspecto. Como se muestra en la seccidon de Ejemplos y como se ilustra en las Figs 13A y 13B, este epitopo
es un epitopo discontinuo o en su lugar un epitopo pseudocontinuo parcialmente resistente a la desnaturalizacion
situado en los aminoacidos 172-195 y 295-313 de la glicoproteina B de VHS1 y VHS2.

En el contexto que se desvela en el presente documento, el epitopo del anticuerpo 2c de mAb se puede situar dentro
de los primeros 487 restos amino-terminales de la proteina gB. Preferentemente, el epitopo puede comprender al
menos una secuencia de aminoacidos situada dentro de la secuencia de aminoacidos entre la posicion 172 y 307 de
la proteina gB. El epitopo puede comprender la secuencia de aminoacidos consecutivos 3011YGYRE3zgs de la proteina
gB, preferentemente la secuencia de aminoacidos consecutivos 3011YGYRE3gs 0 300l YGYRE305 mas preferentemente
la secuencia se puede extender adicionalmente a los extremos (es decir, 299l YGYRE3z0s 0 300l YGYRE3z07). El epitopo
de los anticuerpos como se desvela en el presente documento puede comprender la secuencia de aminoacidos
consecutivos 298-313 (20sSPFYGYREGSHTEHTS343) de gB.

Como alternativa, se describe que el epitopo se puede situar en la secuencia de aminoacidos consecutivos
172QVWFGHRYSQFMGIFED1gs. El epitopo puede comprender la secuencia de aminoacidos consecutivos
172QVVVFGHRYSQFMG184.

Preferentemente, en el presente documento se describe que epitopo puede consistir en mas de una secuencia de
aminoacidos consecutivos. En epitopo puede ser parcialmente un epitopo discontinuo.

Mas preferentemente, el epitopo puede comprender dos secuencias de aminoacidos consecutivos. Un epitopo de
ese tipo que consiste en dos secuencias de aminoacidos se puede denominar "dudtopo". El anticuerpo se puede unir
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a ambas secuencias de aminoacidos.

Mas preferentemente, se describe que las secuencias de aminoacidos del duétopo pueden comprender la secuencia
de aminoacidos 300F YGYRE3ps y una secuencia de aminoacidos situada entre la posicién del aminoacido 172 y 188.
Incluso mas preferentemente, el epitopo puede comprender la secuencia de aminoacidos 300FYGYRE3zps y la
secuencia de aminoacidos 179YSQFMG+s4 de la proteina gB. Como alternativa, el epitopo o el duétopo se pueden
sintetizar por via quimica. El epitopo puede ser un epitopo sintetizado por via quimica que tiene la secuencia
YSQFMG-BA-FYGYRE. La abreviatura A, como se usa en el presente documento, se refiere a beta-alanina.

Mas preferentemente, en el presente documento se describe que el epitopo puede comprender la secuencia de
aminoacidos FYGYRE vy la secuencia de aminoacidos FED de la proteina gB. El epitopo puede ser un epitopo
sintetizado por via quimica que tiene la secuencia FED- BA-BA-FYGYRE o PFYGYREGFEDF.

Una persona con experiencia en la materia puede entender que los epitopo pueden estar comprendidos en la
proteina gB, pero también pueden estar comprendidos en un producto de degradacion de la misma o pueden ser un
péptido sintetizado por via quimica. Las posiciones del aminoacido solamente se indican para demostrar la posiciéon
de la secuencia de aminoacidos correspondiente en la secuencia de la proteina gB. La invencion incluye todos los
péptidos que comprenden el epitopo. El péptido puede ser una parte de un polipéptido con una longitud de mas de
100 aminoacidos o puede ser un péptido pequefio con menos de 100, preferentemente menos de 50, mas
preferentemente menos de 25 aminoacidos, incluso mas preferentemente menos de 16 aminoacidos. Los
aminoacidos de un péptido de ese tipo pueden ser aminoacidos naturales o aminoacidos no naturales (por ejemplo,
beta-aminoacidos, gamma-aminoacidos, D-aminoacidos) o una combinacién de los mismos. Ademas, se desvela
que los respectivos péptidos retro-inversos de los epitopos pueden estar incluidos. El péptido puede estar sin unir o
unido. Puede estar unido, por ejemplo, a una molécula pequefia (por ejemplo, un farmaco o un fluoréforo), a un
polimero de peso molecular elevado (por ejemplo, polietilenglicol (PEG), polietilen imina (PEIl),
hidroxipropilmetacrilato (HPMA), etc.) o una proteina, un acido graso, un resto de azucar o se puede insertar en una
membrana.

A diferencia del anticuerpo H126 conocido en la técnica, se desvela que el epitopo reconocido por el anticuerpo 2c
de mAb no es basicamente discontinuo. A diferencia de H126, el anticuerpo se puede unir a un epitopo continuo, por
lo tanto una secuencia de aminoacidos consecutivos o se puede unir a un epitopo discontinuo. Por lo tanto, las
propiedades del anticuerpo de la presente invencién mejoran. Por ejemplo, el anticuerpo 2c de mAb se puede usar
para los métodos en los que la proteina diana se desnaturaliza (por ejemplo, electroforesis SDS page) o para la
deteccién de péptidos lineales pequenios.

Con el fin de someter a ensayos y un anticuerpo en cuestion y el anticuerpo del primer aspecto como se desvela en
el presente documento reconocen el mismo epitopo, se puede realizar el siguiente estudio de competicion: las
células Vero infectadas con 3 moi (multiplicidad de infeccion) are se incuban después de 20 h con concentraciones
variables del anticuerpo en cuestion como el competidor durante 1 hora. En una segunda etapa de incubacion con el
anticuerpo del primer aspecto se aplica en una concentracion constante de 100 nM y su unién se detecta mediante
citometria de flujo usando un anticuerpo etiquetado con fluorescencia dirigido contra los dominios constantes el
anticuerpo del primer aspecto (véase también la seccion de Ejemplos y la Fig 6). La unidon que se dirige de forma
anti-proporcionara la concentracion del anticuerpo en cuestién es indicativa de que ambos anticuerpos reconocen el
mismo epitopo. Sin embargo, en la técnica se conocen otros muchos ensayos que se pueden usar.

Las realizaciones preferentes del segundo aspecto son las mismas que para el primer aspecto, como se ha descrito
anteriormente.

En un tercer aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica, que comprende una cantidad eficaz
del anticuerpo de acuerdo con el primer por el segundo aspectos y al menos un excipiente farmacéuticamente
aceptable. Sin embargo, en el presente documento la expresidon "composicion farmacéutica" se puede usar
indistintamente con el término "farmaco".

El contenido del anticuerpo en la composicion farmacéutica no esta limitado siempre y cuando sea util para
tratamiento o prevencién, pero contiene preferentemente un 0,0000001-10 % en peso por composicion total.
Ademas, el anticuerpo que se describe en el presente documento se usa preferentemente en un vehiculo. La
eleccion del vehiculo puede depender de la via de administracion y de la concentracion del agente o agentes activos
y el vehiculo puede estar en forma de una composicién liofilizada o una solucion acuosa. Generalmente, una
cantidad apropiada de una sal farmacéuticamente aceptable se usa en el vehiculo para hacer que la composicién
sea isotonica. Los ejemplos del vehiculo incluyen, pero no se limitan a, solucion salina, solucion de Ringer y solucion
de dextrosa. Preferentemente, los excipientes, vehiculos, o estabilizantes aceptables no son téxicos a las
dosificaciones y concentraciones usadas, incluyendo tampones tales como citrato, fosfato, y otros acidos organicos;
contraiones formadores de sal, por ejemplo sodio y potasio; polipéptidos de bajo peso molecular (> 10 restos de
aminoacido) polipéptidos; proteinas, por ejemplo albumina de suero, o gelatina; polimeros hidréfilos, por ejemplo
polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como histidina, glutamina, lisina, asparagina, arginina, o glicina; carbohidratos
incluyendo glucosa, manosas, o dextrinas; monosacaridos; disacaridos; otros azlcares, por ejemplo sacarosa,
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manitol, trehalosa o sorbitol; agentes quelantes, por ejemplo EDTA; tensioactivos no iénicos, por ejemplo Tween,
Pluronics o polietilenglicol; antioxidantes incluyendo metionina, acido ascérbico y tocoferol; y/o conservantes, por
ejemplo cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de
benzetonio; fenol, butilo o alcohol bencilico; alquil parabenos, por ejemplo metilo o propil parabencon; catecol;
resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol). Los vehiculos adecuados y sus formulaciones se describen con
mayor detalle en Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 ed., 1985, Mack Publishing Co. La composicion también
puede contener mas de un compuesto activo tal como un agente quimioterapéutico o un agente virustatico,
incluyendo aciclovir, penciclovir, idoxuridina y foscarnet.

El Aciclovir, también conocido como acicloguanosina (ACV) o 2-Amino-9-(2-hidroxietoximetil)- 3H-purin-6-ona, es un
farmaco antiviral analogo de guanosina, comercializado con nombres comerciales tales como, ACERPES®, Acic®,
Aciclobeta®, AcicloCT®, Aciclostad®, Aciclovir, Acic®, Ophtal®, Acivir®, AciVision, Aciclovir®, Aviral®, Ciclovir,
Helvevir®, Herpex, Supraviran®, Virucalm®, Virupos® Virzin, Zoliparin®, Zovir, y Zovirax®. El Penciclovir (2-amino-9-[4-
hidroxi-3-(hidroximetil)butil]-6,9-dihidro- 3H-purin-6-ona) es un farmaco antiviral analogo de guanina, comercializado
con nombres comerciales tales como Denavir y Fenistil. EI Famciclovir (acetato de 2-[(acetiloxi)metil]-4-(2-amino-9H-
purin-9-il)butilo) es un profarmaco de penciclovir con biodisponibilidad oral mejorada. La Idoxuridina (2'-Desoxi-5-
ioduridina) es un analogo bioguimico del nucledsido uridina y se comercializa con nombres comerciales tales como
Virunguent® y Zostrum®. El Foscarnet es la base conjugada del compuesto quimico con la formula HO,CPO3zH, y se
comercializa con nombres comerciales tales como Foscavir® y Triapten®.

Preferentemente, el anticuerpo y/o el compuesto activo estan incluidos en una cantidad eficaz. La expresion
"cantidad eficaz" se refiere a una cantidad suficiente para inducir una respuesta terapéutica detectable en el sujeto al
que se va a administrar la composicién farmacéutica.

En un cuarto aspecto, la invencién proporciona un vector de expresion, que comprende una secuencia de acidos
nucleicos que codifica el anticuerpo de la invencion. Generalmente, los vectores de expresion son plasmidos que se
usan para introducir un gen en cuestion en una célula diana, dando como resultado la transcripcion y traduccion de
la proteina codificada por el gen, es decir, el anticuerpo. Por lo tanto, el vector de expresion contiene secuencias
reguladoras tales como regiones promotoras y potenciadoras, asi como un sitio de sefial de poliadenilacion con el fin
de dirigir una transmision eficaz del gen llevado en el vector de expresion. El vector de expresion también puede
comprender reacciones necesarias o Utiles adicionales, por ejemplo un marcador seleccionable para seleccion en
células eucariotas o procariotas, un origen de replicacion, etc.

En consecuencia, en un quinto aspecto la invenciéon se refiere a una célula hospedadora, que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica el anticuerpo de la invencion. La célula hospedadora puede ser cualquier
célula adecuada para expresar el anticuerpo de la invencion e incluye células de mamifero, células de levadura, y
células de insecto, preferentemente células de mamifero, mas preferentemente lineas de células inmortales tales
como lineas de células de mieloma. Las lineas de células adecuadas estan disponibles en la Coleccién Americana
de Cultivos Tipo, ATCC.

Ademas, en un sexto aspecto, se desvela una célula de hibridoma capaz de producir el anticuerpo del primer y/o
segundo aspecto. Las células de hibridoma son células modificadas por ingenieria capaces de multiplicarse
rapidamente y de forma indefinida, produciendo un anticuerpo deseado en grandes cantidades. Las células de
hibridoma se preparan retirando linfocitos B que producen anticuerpos a partir del bazo de un animal que se ha
estimulado con el antigeno pertinente, que a continuacion se fusionan con células inmortales de tumor de mieloma.

En un séptimo aspecto muy importante, la invencién se refiere a un anticuerpo de acuerdo con la invencién para usé
como un farmaco. Mas particularmente, se describe un uso del anticuerpo de la invencioén para la preparaciéon de un
farmaco para el tratamiento profilactico o terapéutico de enfermedades asociadas con el VHS en un sujeto. Del
mismo modo, la invencidn se refiere al anticuerpo de la invencién para uso en el tratamiento profilactico o terapéutico
de enfermedades asociadas con el VHS en un sujeto. Ademas, se describe un método para el tratamiento
profilactico o terapéutico de enfermedades asociadas con el VHS en un sujeto, en el que el anticuerpo de la
invencion se administra a un sujeto en una cantidad terapéuticamente eficaz. La infeccion con VHS puede causar
varias enfermedades distintas. La infeccion comun de la piel o de la mucosa puede afectar a la cara y a la boca
(herpes orofacial), genitales (herpes genital), o0 manos (panadizo herpético). Los trastornos mas graves se producen
cuando el virus infecta y dafia al ojo (queratitis herpética), o invade el sistema nervioso central, dafiando el cerebro
(encefalitis herpética). Los pacientes con sistemas inmunolégicos inmaduros o suprimidos, tales como recién
nacidos, receptores de trasplante o pacientes con SIDA son propensos a varias complicaciones debidas a
infecciones por el VHS. Las enfermedades asociadas con el VHS también incluyen herpes gladiatorum, meningitis
de Mollaret, posiblemente paralisis de Bell, trastornos asociados con déficits cognitivos de trastorno bipolar, también
conocidos como depresién maniaca, trastorno depresivo maniaco o trastorno afectivo bipolar y enfermedad de
Alzheimer. Con respecto a la enfermedad de Alzheimer, publicaciones cientificas recientes demostraron una
sorprendente localizacion del ADN del virus herpes simple de tipo 1 dentro de las placas beta-amiloides, lo que
sugiere que este virus puede ser la causa de las placas. Por ultimo, el uso del anticuerpo de acuerdo con la
invencion es util si se observa el desarrollo de cepas resistentes contra agentes virustaticos quimioterapéuticos
comunes, por ejemplo, durante el tratamiento profilactico y terapéutico de larga duracién en pacientes
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inmunodeprimidos.

Por lo tanto, en una realizacién preferente, la enfermedad asociada al VHS va acompafiada por una o mas de las
siguientes caracteristicas: presencia de una recidiva oral, presencia de una recidiva genital, eccema herpético,
herpes neonatal, deficiencia inmunoldgica (pacientes inmunocomprometidos), inmunosupresion, encefalitis,
meningitis, meningoencefalitis, infecciones oculares, infecciones por VHS generalizadas y/o resistencia contra un
agente virustatico.

En una realizacién preferente alternativa, la enfermedad asociada al VHS va acompafiada por intolerancia hacia un
agente virustatico quimioterapéutico.

Como también se desvela en el presente documento del farmaco puede comprender al menos un agente activo
adicional, preferentemente en el que el agente activo es una gente quimioterapéutico o un agente virustatico, mas
preferentemente en el que el agente activo se selecciona entre el grupo que consiste en aciclovir, penciclovir,
idoxuridina y foscarnet, como se ha descrito anteriormente.

El sujeto puede ser un mamifero tal como un perro, gato, cerdo, vaca, oveja, caballo, roedor, por ejemplo rata, ratén,
y cobaya, o un primate, por ejemplo gorila, chimpancé, y ser humano, preferentemente el sujeto es un ser humano.

Descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la reduccion de la replicacion del VHS in vivo mediante la administracion del anticuerpo
monoclonal (mAb) 2c después de infeccion establecida en la membrana mucosa vaginal. Los ratones
inmunocompetentes (simbolos rellenos) y con agotamiento de CD4* (simbolos abiertos) se trataron el dia 3 y el dia
11 después de la infeccion (flechas) mediante inyeccion intraperitoneal (i.p.) con suero inmunoldgico del VHS
policlonal (triangulos), con el 2c de mAb (circulos), o medio de cultivo de control (cuadrados).

La Figura 2 muestra el efecto de 2c de mAb en la progresion de la infecciéon por VHS en ratones inmunosuprimidos
(CD4-/CD8"). El dia 1 y 3 después de la infeccion (indicado con flechas), a los animales se les administré por via i.p.,
cualquiera de medio de control (cuadrados rellenos), suero inmunoldgico del VHS policlonal (cuadrados abiertos), o
2c de mAb (circulos rellenos). (A) Muestra la tasa de supervivencia y (B) la replicacion viral en la membrana mucosa
vaginal.

La Figura 3 es una presentacion esquematica de los anticuerpos obtenidos a partir de 2c de mAb y fragmentos de
anticuerpo. (A) Anticuerpos completos: la fusién genética de regiones variables de murino (V\, Vy; parte izquierda) a
los dominios constantes humanos (C., CH4, CHy, Chxs; parte media) da como resultado un anticuerpo quimérico. En
un anticuerpo de IgG humanizado (parte derecha), las regiones hipervariables de un anticuerpo monoclonal de
murino se injertan en el armazon de un anticuerpo humano. (B) Fragmentos de anticuerpo: Los fragmentos de Fab
monovalente (Fab), que consisten en la cadena ligera (V. + C.) y los dos dominios N-terminales de la cadena
pesada (VH + CH4), o fragmentos divalentes F(ab');, que se unen con enlace covalente mediante dos restos de
cisteina C-terminales sin emparejar, se pueden producir por medio de digestion de proteasa convencional. Para la
generacion del anticuerpo scFv de murino ("fragmento variable de una sola cadena"), los genes que codifican los
dominios variables VH y VL se aislaron de la linea de células de hibridoma 2c y se unieron mediante un segmento
que codificaba un péptido de union flexible ("conector").

La Figura 4 muestra un alineamiento de secuencias del dominio variable de cadena pesada vy ligera (Vy y V.). El
sitio de union a antigeno se define de acuerdo con Chotia (Chotia y Lesk, 1987; Chotia et al, 1989) (linea de puntos)
y Kabat (Kabat y Wu, 1991) (linea discontinua). Las secuencias DP28 y DPK13 de la linea germinal humana se
tomaron de la base de datos de V-Base (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) y sirvieron como secuencias aceptoras
para las CDR del 2c de mAb de murino. (A) "restos invariables" (Kabat y Wu, 1991); (B) "restos fundamentales"
(Chotia et al, 1989) y (C) restos en la superficie de contacto de Vu/V, (Chotia et al, 1985) se marcan con (+) para
restos de emparejamiento o (-) para restos de no emparejamiento entre secuencia de murino y humana,
respectivamente. (D) Restos en sitios nucleo tal como define Chotia (Chotia et al, 1998) como sitios de restos
invariables (i); sitios de restos similares (r); restos de superficie (s) R, K, E, D, Q, N; restos neutros (n) P, H, Y, G, A,
S, T; y restos internados (b) C, V, L, I, M, F, W respectivamente; los restos neutros internados estan marcados con x;
los restos neutros de superficie estan marcados con y; los sitios de restos sin emparejamiento entre secuencia
murina y humana estan marcados con letra en negrita; las secuencias insertadas con especificidad, VHhum2c y
VLhum2c, con restos de CDR de murino se muestran con letras en negrita. Todos los restos se muestran en el
cédigo de letras individuales y se numeran de acuerdo con Kabat (Kabat et al., 1991).

La Figura 5 muestra las curvas de equilibrio-unién de anticuerpos monoclonales 2c, ch2c y variantes humanizadas
hu2c-V1-V4. La especificidad y unién a glicoproteina B en la superficie de células Vero infectadas con F del VHS-1
se determiné mediante citometria de flujo. La actividad de unién a las concentraciones indicadas se proporciona con
intensidad de fluorescencia media (MFI) menos fluorescencia de fondo. Las mediciones se realizaron por triplicado;
las desviaciones tipicas se muestran como barras. Las constantes de afinidad de uniéon Kp se determinaron
ajustando los datos de unién al antigeno al modelo de regresion no lineal de acuerdo con el método de Levenberg-
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Marquard.

La Figura 6 muestra un estudio de competicion que demuestra la especificidad del mismo epitopo de los anticuerpos
quiméricos y humanizados que el anticuerpo 2c de mAb de murino precursor. Las variantes de mAb ch2c quimérico
(circulo abierto) y de mAb humanizado hu2c-V1 (cuadrado), -V2 (triangulo), -V3 (asterisco),- V4 (diamante) compiten
con el anticuerpo 2c de mAb precursor para su unién a gB presente en la superficie de células Vero infectadas con
VHS-1. Las células Vero infectadas se incuban primero con concentraciones crecientes de cualquiera de mAb ch2c
o los mAb humanizados hu2c-V1-V4, seguido de incubacion con 100 nM de 2c de mAb como competidor. La
intensidad de fluorescencia media (MFI) muestra la union del competidor aplicado.

La Figura 7 muestra que la actividad de neutralizacion del VHS del 2c de mAb precursor y el mAb hu2c-V1
humanizado es independiente del complemento. El VHS-1 se incuba previamente con medio (control), IgG policlonal
Cytotect® (120 ug/ml), 2c de mAb (2 pg/ml), o mAb hu2c-V1 (2 pg/ml) en presencia o ausencia de complemento
humano al 10 % antes de aplicarlo sobre células Vero. El desarrollo de placas se puntué 2 dias mas tarde.

La Figura 8 muestra la eficacia del mAb h2c-V1 humanizado para neutralizar VHS-1 y VHS-2 obtenidos a partir de
aislados de paciente clinicamente resistentes a aciclovir (ACV), ACV and Foscarnet (PFA), o ACV, PFA y Cidovir
(CDV) en comparacion con cepas de laboratorio no resistentes (VHS-1 F, HSv-1 324hv, VHS-1 17 syn*, VHS-2 G),
cepas de laboratorio resistentes a ACV VHS-1 TK" y aislados clinicos en los que la resistencia no sea investigado.
Para determinar la titulacion de mAb h2c-V1 para neutralizacién completa del virus, se incubaron varias
concentraciones de anticuerpos durante 1 h a 37 °C con 100 TCIDsp de aislados de VHS-1 o VHS-2 y se incubaron
durante 3 dias con células Vero. El mAb hu2c-V1 neutraliza las cepas VHS-1 F, VHS-1 324 hv, VHS-1 17 syn*, VHS-
1 TK" de laboratorio de VHS-1 completamente a concentraciones de 7,8-15,6 nM. Los aislados clinicos del VHS-1 se
neutralizan con mAb h2c-V1 del mismo modo independientemente de su perfil de resistencia. Ademas, la misma
eficacia de neutralizacion del mAb hu2c-V1 se mostré para la cepa VHS-2 G y aislados de VHS-2 resistentes a ACV
a concentraciones de 31,3-62,5 nM.

La Figura 9 muestra la inhibicién de la propagacion de célula a célula viral con el anticuerpo anti-VHS de la
invencion. Las células Vero infectadas con VHS-1 F durante 4 h se lavaron dos veces y se incubaron con medio que
contenia un exceso de cualquiera de suero de control anti-VHS policlonal humano (1:20), el 2c de mAb de murino
(500 nM), fragmentos de anticuerpo obtenidos a partir de 2c F(ab'), (500 nM) o Fab (3000 nM) preparado mediante
digestion enzimatica, el mAb ch2c quimérico (500 nM), o con la variante 1 del mAb humanizado, hu2c-V1 (500 nM),
respectivamente. Dos dias después de la extension de la infeccion del virus se detectd con suero policlonal de
cabra-anti-VHS etiquetado con fluorescencia usando un microscopio confocal DM IRE2 de Leica con un aumento de
40 veces. La titulacion de la neutralizacion del anti-VHS policlonal humano se determind previamente a 1:160
usando 100 TCIDso en un volumen de 100 ul. El suero de anti-VHS a una diluciéon de 1:20 no puede prevenir la
extension del virus a células adyacentes. La propagacion de célula a célula se podria inhibir de forma satisfactoria
con 500 nM de cualquiera del 2c de mAb de murino, el fragmento de anticuerpo 2c-F(ab') 2, el mAb quimérico y el
humanizado. El fragmento de 2c-Fab monovalente a la concentracién mas elevada sometida a ensayos de 3.000 nM
no fue capaz de inhibir completamente la propagacion de célula a célula.

La Figura 10 muestra la supervivencia de ratones NOD/SCID infectados por via intravaginal con VHS-1 después de
inmunizacién pasiva con los mAb anti-VHS. Los ratones recibieron, 24 h antes de la infeccién, PBS por via
intravenosa (cruces) , 2,5 mg/kg (cuadrados), 5 mg/kg (triangulos), o 15 mg/kg (circulos) de cualquiera del 2c de
mAb precursor (simbolos abiertos) o el mAb hu2c-V1 humanizado (simbolos cerrados). Los ratones se infectaron por
via intravaginal con 1 x 10® TCIDs0/20 ul de la cepa F del VHS-1 neurovirulenta. Los ratones infectados con sintomas
de pérdida de peso, vulvitis/vaginits o enfermedades neuroldgicas se sacrificaron, y sus érganos se examinaron para
virus infeccioso mediante titulacion en monocapas de células Vero tal como se ha descrito anteriormente. Los
ratones no infectados se sacrificaron el dia 30. Animales por grupon = 7.

La Figura 11 muestra la proteccion de ratones NOD/SCID a los que se les aplican anticuerpos por via sistémica
contra diseminacion de VHS-1. Comenzando 24 h después de la infeccién, los ratones recibieron cualquiera de
15 mg/kg de 2c de mAb o mAb hu2c-V1 humanizado tres veces por via intravenosa en puntos temporales indicados
con flechas (24 h, 40 h, 56 h). Animales infectados por grupon = 7.

La Figura 12 muestra que los ratones NOD/SCID infectados por via intravaginal con un aislado de VHS-1 obtenido a
partir de paciente hacia Aciclovir, Foscarnet y Cidovovir estaban protegidos de forma significativa contra la encefalitis
letal después de tratamiento por via intravenosa a las 24 h, 40 h, y 56 h después de la infeccién con 15 mg/kg de
mAb hu2c-V1 humanizado. Todos los ratones que recibieron tratamiento convencional dos veces al dia con Aciclovir
murieron en 28 dias.

La Figura 13 muestra la localizacién del epitopo de 2c de mAb con respecto a gB. (A) Muestra un alineamiento de
secuencia de aminoacidos de glicoproteina B (gB) de VHS 1 y VHS2. Se muestra un alineamiento de la secuencia
de aminoacidos de la proteina gB de las siguientes cepas (nimero de registro en NCBI correspondiente entre
paréntesis): cepas de VHS1, KOS (P06437), F (P06436), gC-39-R6 (ABM66850), y cepas de VHS2, 333
(ABU45423), HG52 (P08666), y MMA (AAB60547). La secuencia sefal de gB esta subrayada. La gB madura
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comienza en la posicién 31 con los aminoacidos AP. La numeracion de los aminoacidos se muestra para gB
incluyendo la secuencia del péptido sefal. Las numeraciones del epitopo se realizan en consecuencia. El 2c de mAb
se une a dos regiones separadas dentro de gB (elecciones de secuencia en cajas) como se muestra mediante
micromatrices de péptido. Se ha mostrado que los aminoacidos 2900PFYGYRE3z05 son esenciales para unirse para la
union de 2c de mAb. (B) Caracterizacion de 2c de mAb de acuerdo con su reactividad con gB recombinante en
diferentes condiciones de transferencia de Western. La gB recombinante (730t) se resolvié en un SDS-PAGE al 8 %
en condiciones nativas (N) o desnaturalizantes (D), se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa y se incubd
durante 1 h en tampdn de bloqueo TNT que contenia leche al 2 %. Las membranas se sondearon con anticuerpos
monoclonales especificos para gB, mAb H1817, mAb H126, o 2c de mAb, y la unién a gB se detecté mediante suero
de cabra-anti-raton policlonal conjugado con HRP y quimioluminiscencia. Para los controles, se usaron los mAb
H1817 y H126, que reconocen un epitopo continuo (Bender et al., 2007) y un epitopo discontinuo (Kousoulas et al,
1988), respectivamente. Un patrén de tinciéon habitual para un epitopo lineal se obtuvo en andlisis de transferencia
de Western con mAb H1817 que nuestra deteccion de formas monoméricas y triméricas de gB en condiciones no
reductoras y tincion predominante unica de monémero de gB en condiciones reductoras. Tal como se esperaba, el
mAb H126 reaccion6 con gB solo en condiciones nativas. El reconocimiento Unicamente de la banda superior de la
proteina gB > 170 kDa indica que mAb H126 se une de forma especifica a la gB trimérica. El 2c de mAb reaccion6
con gB nativa y desnaturalizada, sin embargo, la reactividad en condiciones desnaturalizantes era mucho mas débil
en comparacion con mAb H1817 indica que 2c de mAb se une un epitopo discontinuo que parece que es resistente
a la desnaturalizacién o al replegamiento durante la electroforesis en SDS-PAGE vy por lo tanto se denomina epitopo
"pseudocontinuo” (Bender et al., 2007). La masa molecular (kDa) se indica en la parte izquierda y la migracion del
trimero y monémero de gB en la parte derecha.

La Figura 14 muestra la formacién de mapas de péptidos de 2c de mAb para gB. (A) Localizacion esquematica de
regiones de unién A y B identificadas en una biblioteca de péptidos que se extiende al dominio extracelular de gB
desde los aminoacidos 31 a 505. Los péptidos 13méricos se sintetizaron en la membrana de celulosa continua con
un desplazamiento de 3 aminoacidos y el 2c de mAb unido se detectd con un anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa mediante quimioluminiscencia. Los dominios funcionales |-V corresponden a la estructura cristalina de gB
por Heldwein et al., y las regiones no resueltas en la estructura cristalina se muestran en color gris (24), S, sefial de
secuencia. (B) Intensidades de sefial de fluorescencia a partir de barridos laser de alta resolucidon con péptidos
13méricos inmovilizados en porta objetos de vidrio mediante un conector flexible.

La Figura 15 muestra la localizacion de los epitopos 2c de mAb neutralizantes en la estructura cristalina de gB
(PDB-ID 2GUM). El diagrama de cintas del trimero de gB se muestra. Los asteriscos indican los bucles de fusion de
dos protémeros, los bucles de fusion del tercer protdmero no son visibles. Los restos representados en mapas del
epitopo de 2c de mADb discontinuo, F17s a Ao ¥ F300 @s Eaos, se indican en representacion de superficie en color gris
oscuro para un protémero y con color gris claro los otros protdmeros.

La Figura 16 muestra el barrido de du6topo de 2c de mAb. Las secuencias consenso (subrayadas) de las regiones
Ay B de unién a 2c de mAb (barras discontinuas) se sintetizaron como dudtopos (barras de color blanco y negro)
unidos directamente o separados por uno o dos espaciadores de -alanina (B, B-B). La reactividad de mAb 2 c con
dudtopos se registré mediante intensidades de sefial de fluorescencia de barridos con las de alta resolucion.

La Figura 17 muestra las curvas de equilibrio-union para 2c de mAb, 2c-F(ab'),, 2c-Fab, y 2c-scFv tal como se
determina mediante citometria de flujo. Las actividades de unién a células Vero infectadas con (A) VHS-1 F o (B)
VHS-2 G a las concentraciones indicadas se muestran como porcentaje de intensidad de fluorescencia media
maxima. Los experimentos se realizaron dos veces por triplicado; las barras representan desviaciones tipicas.

La Figura 18 muestra la inhibicion de la union del virion de VHS-1 por 2c de mAb a células diana. Las diluciones en
serie de (A) 2c de mAb (0,98 - 125 nM) o (B) gamma globulina humana polivalente (Intratect®) (0,33 - 42 uM) se
afiadieron a monocapas de células Vero en placas de microtitulacion de 96 pocillos siguiendo una incubacion previa
con 100 TCIDsp de VHS-1 (neutralizacion antes de la unién) o después de la absorcion de 100 TCIDso de VHS-1 a
células diana (neutralizacion después de la unién). La titulacion mas elevada de anticuerpo e IgG humana
polivalente, respectivamente, que previenen el efecto citopatico inducido por virus (CPE) en diez individuos
inoculados como capas celulares a un 100 % y un 50 % con respecto a controles se determinaron después de la
incubacion durante 72 h a 37 °C y se consideré como el punto final. Los errores estandar de la media de tres
experimentos independientes fueron < 0,1.

La Figura 19 muestra el efecto de los anticuerpos anti-gB neutralizacion in vitro del VHS. (A) Diluciones de
anticuerpos divalentes 2c de mAb (IgG) y 2c-F(ab')z, y 2c-Fab monovalente se incubaron durante 1 h con 100 TCIDsg
de VHS-1 F o VHS-2 G antes de inoculacién sobre células Vero. CPE se puntué 72 h mas tarde como se describe
en la Fig. 3. Se muestran concentraciones de anticuerpos requeridas para neutralizar un 100 % del inoculé viral de
uno de tres experimentos replicados representativos. (B) Actividad antiviral de fragmentos de 2c-Fab reticulados con
las IgG anti-Fab de murino.

La Figura 20 muestra la supervivencia dependiente de la dosis de ratone siendo deficientes tratados con 2c de mAb.
Los ratones NOD/SCID recibieron diferentes dosificaciones individuales de 2c de mAb por via intravenosa 24 h antes
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de la estimulacion intra vaginal con 1 x 108 TCIDso de VHS-1. Animales por grupo n = 7 para PBS, n = 9 todos los
otros grupos.

La Figura 21 muestra la eliminacion de una infeccion por VHS-1 establecida de membranas de la mucosa genital en
ratones NOD/SCID mediante aplicacion por via sistémica de 2c de mAb o mAb hu2c-V1 humanizado contra la
diseminacion de VHS-1. Comenzando 24 h después de la infeccion, los ratones recibieron 15 mg/kg de 2c de mAb
(simbolos abiertos) o mAb hu2c-V1 humanizado (simbolos cerrados) tres veces por via intravenosa en puntos
temporales indicados con flechas (24 h, 40 h, 56 h). Las titulaciones de virus vaginal de ratones tratados con
anticuerpo o control se determinaron a partir de irrigaciones vaginales cultivadas en capas de células Vero. Las
barras de error indican desviacion tipica.

La Figura 22 muestra el barrido de péptido en la secuencia de gB de VHS-1 del aminoacido 31 a 505. Péptidos de
15 meros unidos a membranas de celulosa con un solapamiento de 12 aminoacidos (15/12 barridos) que dan como
resultado un total de 175 aplicaciones puntuales de péptidos diferentes se incubaron con MAb 2c. El 2c de mAb
unido a péptido se detectd usando un fragmento de Fab de IgG anti-raton etiquetado con peroxidasa y un sustrato
quimioluminiscente similar al luminol. Se encontré que el 2c de mAb se unia a un triplete (péptidos 49-51) y un
doblete (péptidos 90-91) de péptidos de gB consecutivos designaba los sitios de union A y B. La secuencia de gB
comun para los péptidos de cada sitio esta resaltada con letras en negrita (parte inferior) y representa la secuencia
de gB de los restos 181 a 189 y los restos 301 a 312.

La Figura 23 muestra el barrido de péptido en la secuencia de gB de VHS-1 del aminoacido 296 a 315. Péptidos de
13 meros unidos a membranas de celulosa, cada péptido desplazandose a lo largo de la secuencia en un
aminoacido (13/12 barridos) sintetizados por duplicado, se incubaron con 2c de mAb seguido de deteccion mediante
transferencia de Western con quimioluminiscencia. La unién de 2c de mAb se observd para una serie de cinco
péptidos. La secuencia comun para los cinco péptidos reactivos es 300FYGYREGSHj30s.

La Figura 24 muestra el barrido del motivo fundamental en la secuencia de gB del resto 295 a 315. La secuencia de
gB de VHS-1 del aminoacido 295 a 315 se diseccioné en péptidos hexméricos, cada uno desplazandose a lo largo
de la secuencia en un aminoacido, dando como resultado un total de 16 péptidos. Se hizo un marco de la secuencia
obtenida a partir de gB con cuatro restos clasificados de forma aleatoria en cada extremo, N- y C-terminal. Se
identificaron dos partidos consecutivos que representaban la secuencia de gB, 300FYGYRE3ps y 301YGYREG30s que
se unian a 2c de mAb. La secuencia comun para estos péptidos esta resaltada en letras en negrita (péptido 6 y 7).

La Figura 25 muestra la cinética de eliminacion de VHS-1 en las membranas de la mucosa genital de ratones
C57BL/6 que recibieron suero inmunolégico policlonal transferido de forma pasiva (cuadrado abierto, cuadrado
relleno), 2c de mAb (circulo abierto, circulo cerrado), o medio de cultivo precipitado como control (triangulo abierto,
triangulo relleno) 24 horas antes de la inoculacion del virus. Los datos de los ratones inoculados con la cepa F de
tipo silvestre (wt) y sus derivados mutantes R126 (Y303N), R1375 (R304Q), R1435 (H308Y), y R233 (R328H) se dan
mediante simbolos abiertos, los datos los ratones inoculados con la cepa KOS 321 de tipo silvestre y su derivado
mutante B4.1 (E305K) se dan mediante simbolos cerrados. Intervalo de E.S. (logio) y n.° de ratones inoculados:
cepa F de wt, cuadrado abierto, + 1,5 a 0,12 ratones; circulo abierto, + 0,4 a 0,7 ratones; triangulo abierto, + 1,3 a 0,9
ratones; cepa KOS de wt, cuadrado relleno, + 1,4 a 0,8 ratones; circulo relleno, + 0,6 a 0,8 ratones; triangulo relleno,
+ 1,4 a 0,8 ratones; cepa R126 de mutante F (Y303N), cuadrado abierto, + 0,6 a 0,5 ratones; circulo abierto, + 0,6 a
0,6 ratones; triangulo abierto, + 0,5 a 0,6 ratones; cepa R1375 de mutante F (R304Q), cuadrado abierto, + 1,2 ha 11
ratones; circulo abierto, + 1,3 a 0,10 ratones; triangulo abierto, + 1,2 a 0,11 ratones; cepa B4.1 de mutante KOS
(E305K), cuadrado relleno, + 0,9 a 0,12 ratones; circulo relleno, + 0,7 a 0,12 ratones; triangulo relleno, + 0,9 a 0,10
ratones; cepa R1435 de mutante F (H308Y), cuadrado abierto, + 1,4 a 0,6, 6 ratones; circulo abierto, 0, 5 ratones;
triangulo abierto, + 1,0 a 0,6, 6 ratones; cepa R233 de mutante F (R328H), cuadrado abierto, + 1,0 o a 0, 5 ratones;
circulo abierto, + 0,1 0, 5 ratones; triangulo abierto, + 1,1 a 0, 6 ratones.

La Figura 26 muestra la comparacion de la reactividad de 2c de mAb con respecto al péptido 90 (véase la Fig. 22,
secuencia de gB 20sSPFYGYREGSHTEHT312; parte izquierda), y un péptido disefiado para que comprendiera los
restos criticos del sitio B, un conector de glicina, y el motivo FEDF obtenido a partir del sitio A (PFYGYRE -G-FEDF;
parte derecha).

Ejemplos

La presente invencion se describe adicionalmente con los siguientes ejemplos que no se deberian interpretar como
limitantes del alcance de la invencion.

Ejemplo 1

Preparacién de un anticuerpo monoclonal de murino (mAb) 2c con especificidad para la glicoproteina B (gB) del virus
del herpes simple de tipo 1y de tipo 2 (VHS1, VHS2)

Para la generacion de un mAb especifico de anti-VHS, los ratones BALB/c se inmunizaron con la cepa 342 hv del
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VHS1 inactiva da por UV. Posteriormente en los esplenocitos de murino se inmortalizara mediante fusién somatica a
la linea X63-Ag8.653 de células de mieloma y una linea de células de hibridoma que secretan el 2c de mAb
especifico de anti-VHS (IgG2a) se aisl6 mediante identificacion sistematica de los sobrenadantes en clones de
células individuales usan en inmunoensayos enzimaticos, ensayos de inmunofluorescencia asi como ensayos de
neutralizacion de VHS. Los estudios de uniéon desvelaron que 2c de mAb reconoce un epitopo discontinuo,
compartido de la glicoproteina gB de VHS1 y VHS2. La glicoproteina B tiene una longitud de aproximadamente 904
aminoacidos y esta integrada en un trimero en la membrana viral y en la membrana células infectadas con VHS 1/2.
Es de relevancia particular que 2c de mAb no solamente neutralizar la extensiéon de las particulas virales
extracelulares, sino que también inhibe de forma eficaz la ruta de infeccién directa desde la célula infectada
inicialmente a células no infectadas adyacentes (propagacion de célula a célula), que es caracteristico del VHS. El
ultimo proceso normalmente no se va a inhibir con el repertorio de anticuerpo especifico para VHS de origen natural
en seres humanos.

Con el fin de examinar la eficacia del 2c de mAb in vivo, se ha elegido una ruta de infeccion en el modelo de ratén,
que se parece muy de cerca a las relaciones de infeccion natural en seres humanos. Por lo tanto, los ratones
C57BL/6J se infectaron mediante aplicacion de la cepa 342 hv de VHS1 en la membrana de la mucosa vaginal
intacta. Para inhibicion de la replicacion del VHS in vivo, el 2c de mAb se administré por via intraperitoneal (i.p.) a
ratones en diferentes puntos temporales después de la infeccion. En ambos animales inmunocompetentes y con
agotamiento de linfocitos T CD4*, el 2c de mAb es capaz de inhibir la propagacion viral en la membrana de la
mucosa vaginal y la formacioén de lesiones inflamatorias dentro de un breve periodo de tiempo (Fig. 1).

A diferencia del suero de VHS policlonal, el 2c de mAb fue capaz de inhibir la replicacién viral asi como prevenir una
enfermedad de progresion letal, generalizada con una alta eficacia en animales inmunosuprimidos con linfocitos T
totalmente agotados (CD4* y CD8*) (Fig. 2). La administracion de 2c de mAb 24 h antes de la inoculacion viral
protegi6 a los animales de forma eficaz contra la infeccion (Eis-Hubinger et al., 1993).

Con el fin de examinar la influencia del nimero de sitios de unién a antigeno (valencia) y la parte Fc en las
propiedades neutralizantes, los fragmentos de Fab y F(ab'), del 2c de mAb se generaron mediante digestion de
proteasa convencional al igual que se cloné como un "Fv de una sola cadena" (scFv) recombinante de 2c de mADb,
se produjo y se purifico (Fig. 3) usando métodos bien conocidos en la técnica.

Las constantes de afinidad (Kp) se determinaron mediante citometria de flujo usando células Vero infectadas con
VHS que expresaban la proteina gB como Unico proteina asociada a membrana en la superficie celular durante el
ciclo de replicacién de VHS natural, como un método bien conocido en la técnica. Los resultados se muestran en la
Tabla 1 que sigue a continuacion.

Tabla 1 Constantes de afinidad (Kp) del 2c de mAb de murino y de los fragmentos de anticuerpo de 2o generados

Cepa: WHS-1F WHES-2 G
Yalencia: chvakente monovaients ciivaiente
219G 2e-Flabz 2c-Fah 2e-scFy 2 lgG
ko [ni] 10 7 17 149 10

En comparacion con el 2c de mAb precursor, el fragmento de F(ab'), un ligero aumento de la afinidad. Los
fragmentos de Fab y scFv tienen una afinidad casi idéntica, que, sin embargo, se debe a su monovalencia de
aproximadamente 1,7 - a 1,9 veces mas débil que la afinidad del mAb precursor.

La actividad neutralizante de anticuerpos se determind mediante un ensayo de dilucién de punto final estandar
usando células Vero cultivadas como monocapa sin placas de microtitulaciéon. En resumen, 100 TCIDso de VHS se
incubaron previamente en 100 yl de medios de cultivo celular durante 1 h a 37 °C con diluciéon es en serio de
anticuerpos (2c-IlgG y F(ab)2: 0,98 nM-125 nM; Fab: 23 nM-3000 nM) antes de inoculacion de células Vero. Después
de 72 h de incubacion a 37 °C la concentracion de anticuerpos requerida para evitar la formacion de CPE inducida
por virus a un 100 % se determind como titulaciéon de neutralizacion completa. Ademas, la capacidad de
neutralizacion del virus de fragmentos de 2c-Fab monovalentes se determind en presencia de anticuerpos
reticulados.
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Tahla 2 Meutralizacidn completa de una cantidad definida de virus de 100 TCIDsg
Cepa: WHS-1F WHE-2 G
Walencia: divakante monovaiente dvaknie monovaliahte
2clgG 2e-Fiahf: 2e-Fab 2o lgG 2e-Fiahf: 2e-Fab
Concentracion
Ko [ni] a 4 3000 x| 16 3000

Se pudo demostrar que el 2c de mAb precursor y sus fragmentos de F(ab'), y Fab son capaces de una
neutralizacion completa de VHS1 y VHS2. Sin embargo, los fragmentos de anticuerpo monovalente muestran una
eficacia de neutralizacion significativamente reducida para VHS 1/2 en comparacion con 2c de mAb. Una
concentracion mas elevada de 375 veces y 97 veces del fragmento de Fab es necesaria para una neutralizacion de
un 100 % de VHS1 y VHS2, respectivamente. El scFv mostré un efecto reductor de placas pero no fue capaz de
inhibir completamente CPE a la concentracion mas elevada sometida al ensayo de 3000 nM (los datos no se
muestran). La capacidad de neutralizacion viral del fragmento de Fab de 2c monovalente pudo aumentar dos veces
mediante la adicion de un exceso de una IgG especifica anti-Fab (Jackson ImmunoResearch, Newmarket, Inglaterra)
a la etapa de incubacion previa (no se muestra). Por el contrario, el fragmento de F(ab'), divalente presenta una
actividad de neutralizacién practicamente dos veces mas eficaz tanto para VHS1 como para VHS2 en comparacion
con el 2c de mAb precursor. En conclusion, la valencia del anticuerpo desempefia un papel importante para sus
propiedades de neutralizacion. Las concentraciones del anticuerpo mas elevadas requeridas para la neutralizacion
completa de VHS-2 se pueden explicar con una cantidad mas elevada de particulas no infecciosas producidas por
VHS-2 en comparaciéon con VHS-1, tal como se confirma mediante la determinaciéon con RT-PCR de los nimeros de
copias de ADN para VHS-1 y VHS-2 (los datos no se muestran).

Los detalles adicionales para las propiedades de 2c de mAb y su produccion se proporcionan en Eis-Hibinger et al.,
1991, y Eis-Hibinger et al., 1993.

Ejemplo 2

Quimerizaciéon y Humanizacion de 2c de mAb

Con el fin de usar el anticuerpo monoclonal murino 2c como un agente terapéutico, el anticuerpo se modificé usando
métodos de ingenieria genética con el objetivo de reducir o eliminar su inmunogenicidad durante la administracion a
seres humanos, a la vez que se retenia totalmente la especificidad del anticuerpo precursor. Por consiguiente, se
generd un anticuerpo quimérico y un anticuerpo monoclonal humanizado con la misma especificidad que el 2c de
mAb (Fig. 3).

En primer lugar, los genes auténticos de las cadenas pesada y ligera variables (Vy, Vi) del 2c de mAb se aislaron y
se amplificaron a partir de la linea de células de hibridoma usando 5-RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends)-
PCR. Un anticuerpo IgG1 quimérico (ch2c) se gener6 clorando los genes de V4 y Vi amplificados en vectores de
expresion construidos con el compafero de cooperacion de los investigadores, el Dr. Grosse-Hovest (Universitat
Tubingen), que contiene las regiones constantes de la cadena ligera y la cadena pesada de un isotipo de IgG1
humana. Por ultimo el anticuerpo se secreté en sobrenadantes de cultivo celular de células de mieloma murino
Sp2/0 transfectadas de forma estable .

Con el fin de reducir adicionalmente la inmunogenicidad, se construy6é un anticuerpo humanizado. Por lo tanto, las
seis regiones determinantes de la complementariedad (CDR) que codifican segmentos genéticos del 2c de mAb (2c
V-CDR1/2/3 y 2c Vy-CDR1/2/3) se clonaron en armazones aceptores de inmunoglobulina de marco humano
adecuados de los genes de la linea germinal humana de Vyy V|, respectivamente (injerto de CDR). Los armazones
aceptor es de linea germinal humana adecuados para clonacion de las regiones CDR de la cadena ligera y la
cadena pesada del 2c de mAb se determinaron mediante alineamiento de secuencias con las correspondientes
regiones marco conservadas humanas de la base de datos de V-Base (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/). DP28
mostré la identidad de secuencias del marco mas elevada para la correspondiente secuencia de V4 de cadena
pesada mAb 2v de murino (identidad de secuencias de un 88,5 %); DPK13 mostré en la identidad de la secuencia
marco mas elevada para la correspondientes secuencia de V. de cadena ligera de 2c de mAb (identidad de
secuencias de un 88,9 %). Por lo tanto, los segmentos genéticos que codifican la CDR del anticuerpo donante de
murino 2c (es decir, 2c V -CDR1/2/3 y 2c VH-CDR1/2/3) se clonaron en marcos a sectores que codificaban DP28 y
DPK13, respectivamente.

En el contexto de humanizacién de anticuerpos monoclonales, es necesario identificar los aminoacidos en las
regiones marco conservadas humanas, que podrian ser perjudiciales para la integridad de la estructura de las CDR
de murino introducidas y por lo tanto con respecto a las propiedades de union a antigeno. Normalmente, los
aminoacidos de ese tipo se identifican usando modelos de homologia generados por ordenador, y las posiciones que
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parece que son estéricamente fundamentales se mutan a la correspondiente secuencia de murino, con el fin de
retener las propiedades de unién a antigeno del mAb detonante en murino (véase. Queen et al, 1989). Sin embargo,
los aminoacidos potencialmente fundamentales también se pueden identificar usando bases de datos de repertorio
de anticuerpo y evaluando su significancia critica basandose en anticuerpos de referencia con una estructura
tridimensional conocida (véase Krauss et al, 2003). Por consiguiente, se determinaron varios aminoacidos
potencialmente fundamentales en la regién marco de V4 y V. (Fig. 4) y cuatro variantes de 2c de mAb humanizado
en las que estos aminoacidos potencialmente fundamentales se retromutaron sucesivamente a su correspondiente
resto de murino se generaron mediante PCR de extension de solapamiento (véase la Tabla 3 que sigue a
continuacion).

Tabla 3 Yariantes de 2c demaAb con Retromutaciones en regiones marco consenvadas para
secuencia de donante muring

I/ ariante de rAb humaniz ado Inferto dfie COR e 26 EE;S?E:}‘E gﬁ%ﬁﬁ;ﬁ ES ggu;ziﬁ Ode
WL Wy WL Y4
h2c-1 COR 10263 COR1I23 - -
h2c-w2 COR 1243 COR1P213 - M7 Bk
h2e-w3 COR1I23 COR1I23 - MY GK, WTOF
h2c-wd COR1213 COR1I23 12 MY EK, WTOF

Las variantes de anticuerpo humanizado h2c-V1-4 se construyeron prolongando los genes de VH y V| humanizados
en el vector de expresion que se ha mencionado anteriormente construido con el compafiero de cooperacion de los
investigadores, el Dr. Grosse-Hovest (Universitat Tibingen). Por ultimo el anticuerpo se expres6 después de
transfeccion estable de la linea de células de mieloma de murino Sp2/0. Después de seleccién de clones con tasas
de produccion especifica elevadas, los anticuerpos se produjeron de forma cuantitativa y se purificaron a partir del
sobrenadante de cultivo celular para caracterizacion adicional.

Caracterizacion del anticuerpo de 1gG1 anti-VHS guimérico y humanizado

La constante de afinidad (Kp) se determiné del mismo modo mediante citometria de flujo como se ha descrito para
los fragmentos de anticuerpos de 2c de mAb precursor y de anticuerpo 2c (véase el Ejemplo 1), usando células Vero
infectadas con VHS. Los resultados se muestran en la Fig 5.

El anticuerpo quimérico ch2c retuvo la afinidad del anticuerpo precursor 2c de mAb. En el caso de las variantes
humanizadas, solo el injerto de CDR al igual que para la variante h2c-V1 fue lo suficiente como para conservar una
afinidad comparable a la del 2c de mAb de murino. Por lo tanto las oscuras sucesivas adicionales de los restos de
armazon humano con respecto a la respectiva secuencia de murino no fueron necesarias para mejorar la integridad
estructural del sitio de unién a antigeno. La variante h2c-V2 incluso exhibe una afinidad menor de dos veces en
comparacion con 2c de mAb.

Con el fin de demostrar que las variantes de anticuerpo 2c de mAb quimérico y de anticuerpo humanizado mAb h2c
1-4 reconocen el mismo epitopo que el 2c de mAb precursor, se realizaron estudios de competicion. Las células
Vero infectadas con VHS-1 (3 moi, 20 h) se incubaron primero durante 1 hora con concentraciones crecientes del
anticuerpo mAb ch2c quimérico o los mAb hu2c V1-V4 humanizados, respectivamente. En una segunda etapa de
incubacion se afiadié 100 nM del 2c de mAb precursor y su union se detectd mediante citometria de flujo usando un
anticuerpo etiquetado con fluorescencia dirigido contra los dominios constantes de murino (Fig. 6).

El estudio de competicion muestra que la sefal de fluorescencia que representa la uniéon del competidores
inversamente proporcional a la concentracion de anticuerpos sin etiquetar aplicados en la primera etapa de
incubacion. Esto demuestra que las variantes de mAb quimérico y de mAb humanizado compiten con 2c de mAb
para el mismo sitio de unién especifico y por lo tanto reconocen el mismo epitopo.

La capacidad de neutralizacion viral de mAb ch2c y las cuatro variantes de h2c humanizadas se examiné con
preparaciones de anticuerpo purificado como se ha descrito anteriormente. Los resultados se muestran en la Tabla 4
que sigue a continuacion. Las concentraciones respectivas necesarias para una neutralizacion de un 50 % y una
neutralizacion completa de VHS de una cantidad viral definida de 100 TCIDs, se indican.
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Taha 4 Concentraciones de anticuerpos regueridas para una neutralizacidn de un 90 % 0 completa de una
cantidad viral definida de 100 TCIDs

mAb 2c ch2c h2cV1 | h2eW2 | h2cV3 | h2c V4
concentracion
[nM] requerida para

3,48

3.7

5,1

3,3

ar

50 % de neutralizacion 4,3

100 % de newtralizacion 7a 7.a 7.8 15,6 7.8 7.8

El mAb ch2c quimérico y todos los mAbs h2c humanizados con la excepciéon de mA h2c-V2 neutralizan el VHS con
la misma eficacia que el 2c de mAb precursor. La eficacia de neutralizacién reducida a dos veces de mAb h2c-V2 se
correlaciona con la afinidad mas baja de esta variante. Para caracterizacion experimental y evaluacion preclinica
adicionales se eligi6 mAb h2c-V1, ya que esta variante posee la misma afinidad y propiedades de neutralizacion de
virus que el anticuerpo precursor 2c de mAb. Ademas mAb h2c-V1 no tiene en las regiones marco conservadas
retromutaciones para la secuencia dadora de murino y por lo tanto se espera que tenga un potencial inmunogénico
bajo en seres humanos.

La influencia del complemento en la actividad de neutralizacion del mAb h2c-V1 humanizado y el 2c de mAb de
murino se investigd usando el ensayo de reduccion de placas. A diferencia del suero de globulina hiperinmune
humana (Cytotect®, Biotest AG) el 2c de mAb precursor y la variante humanizada mAb h2c-V1 neutralizan VHS
independientemente del complemento (Fig. 7). En la bibliografia se ha descrito que los anticuerpos de neutralizacion
independiente del complemento para la gB de VHS-1 neutralizan un 50 % de la entrada viral con titulaciones entre
0,8 - 160 pg/ml (Navarro et al, 1992, Virology 186). Las titulaciones requeridas para neutralizar VHS-1 (F) en un
50 % usando ensayo de dilucidon de punto final de las variantes de 2c de mAb murino, el mAb ch2c quimérico y el
mAb humanizado son 3,3 - 5,1 nM, que corresponde a 0,49 - 0,78 ug/ml (véase la Tab. 4).

Los ensayos de neutralizacion de aislados clinicos de VHS-1 y VHS-2 demuestran las mismas susceptibilidades
para la inactivacion con la variante h2c-V1 de mAb humanizado en comparacién con las cepas de VHS-1 y VHS-2
de laboratorio. Ademas, el mAb h2c-V1 neutraliza el VHS de aislados de paciente clinicamente resistentes al
aciclovir (ACV), ACV y Foscarnet (PFA), o ACV, PFA y Cidovir (CDV) con la misma eficacia que las cepas de
laboratorio no resistentes o aislados clinicos con resistencia desconocida (Fig 8). Por lo tanto, el mAb h2c-V1
humanizado representa un nuevo agente antiviral potente que supera limitaciones mediante farmacos antiherpéticos
convencionales que inducen cepas de VHS resistentes.

Para su extension dentro de un hospedador, el VHS usados mecanismos: liberacion de particulas sin células y
propagacion de célula a célula, directa. La propagacion de célula a célula del VHS puede proporcionar ventajas con
respecto a la extension sin celular, tales como una replicacion viral y diseminacién directa rapidas, y resistencia a
elementos de la respuesta inmunoldgica humoral. Con el fin de examinar la propagacion de célula a célula con los
anticuerpos anti-VHS, las células Vero se sembraron encubrir objetos de vidrio en una placa de cultivo tisular de
veinticuatro pocillos, se cultivaron hasta confluencia, y se inocularon con VHS-1 F a 400 TCIDsp por pocillo durante
4h a 37°C. El in6culo del virus se aspird, las células Vero se lavaron dos veces con PBS se cultivaron
adicionalmente durante 48 h a 37 °C en 1 ml de DMEM que contenia FBS al 2 %, antibidticos, y cualquiera de un
exceso de anticuerpos neutralizantes, suero anti-VHS policlonal humano o anticuerpos no neutralizantes para fines
de control. Después de 48 h el medio de cultivo se retird, las monocapas de células Vero se lavaron dos veces con
solucion salina tamponada con HEPES, y se fijaron en paraformaldehido al 4 % en PBS durante 15 min a
temperatura ambiente. Las monocapas de células se aclararon dos veces con PBS y se incubaron durante 15 min
en 500 pl de tampdn de bloqueo que contenia Tween 20 al 0,05 %en solucidn salina tamponada con HEPES. Los
antigenos virales se detectaron mediante tincion de monocapas de células infectadas con VHS-1 con suero de
cabra-anti-VHS policlonal conjugado con FITC (BETHYL, Montgomery, TX, USA) diluido a 1:100 en tampdn de
bloqueo. Las monocapas de células se lavaron tres veces con PBS y se montaron con Mowiol (Calbiochem, San
Diego, CA, USA). Las células positivas para inmunofluorescencia se adquirieron con un microscopio confocal DM
IRE2 de Leica con un aumento de 40 veces (Fig. 9).

El anti-VHS suero policlonal humano (1:20) no tiene efecto inhibitorio en la propagacion de célula a célula del VHS
(Fig. 9A). El 2c de mAb precursor y su fragmento de F(ab), inhiben, a una concentracion de 500 nM, la propagacion
de célula a célula completamente y solo se detectan células infectadas con VHS individuales (Fig. 9B y C). El
fragmento de Fab, que se aplicd en una concentracion seis veces mas elevada del 2c de mAb precursor se reduce
en comparacion con el suero anti-VHS policlonal humano la propagacion de célula a célula ligeramente, pero no es
capaz de inhibir la propagacion de célula a célula completamente (Fig. 9D). Como ya se ha mostrado en el ensayo
de neutralizacion, estos resultados confirman que la divalencia de los anticuerpos neutralizantes desempefia un
papel fundamental para su capacidad para inhibir la extension del VHS. La variante de mAb ch2c quimérico y la
variante de mAb h2c-V1 humanizado inhiben la propagacion de célula a célula del VHS a una concentracion de
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500 nM tan eficaz como el 2c de mAb precursor (Fig. 9E y F). Un ensayo de inhibicién de placas convencional
(Highlander et al, 1988) que se realizé adicionalmente confirmé los resultados obtenidos por evaluacion con el
microscopio confocal.

Los experimentos de proteccion del VHS in vivo iniciales muestran que una sola dosis i.v. de 5 mg/kg del mAb h2c-
V1 humanizado al igual que el 2c de mAb precursor prolonga la supervivencia de ratones inmunocomprometidos
gravemente infectados con VHS-1 F por via intravaginal (NOD-SC1D) de forma significativa (Fig. 10). Los ratones
que reciben 15 mg/kg de cualquiera del mAb h2c-V1 humanizado o del 2c de mAb precursor estan totalmente
protegidos contra la encefalitis letal (Fig. 10). Ademas, el 2c de mAb-V1 humanizado también confiere proteccion de
la diseminacion viral y encefalitis letal en presencia de una infeccion con VHS periférica establecida. Los ratones
NOD/SCID una titulacién elevada de VHS-1 en irrigaciones vaginales a las 24 h después de la estimulacion viral del
resultado letal de la infeccion cuando se trataban de forma repetida a las 24 h, 40 h y 56 h por via intravenosa con
15 mg/kg de 2c de mAb-V1 o 2c de mAb humanizados (Fig. 11). Ademas, el anticuerpo 2c de mAb-V1 humanizado
también evitaba la encefalitis letal en ratones NOD/SCID con infeccién establecida de una cepa de VHS de multiple
resistencia. Por el contrario, todos los ratones que recibieron Aciclovir murieron (Fig. 12).

Formacién de mapas de epitopos

Los estudios de union que usan células COS-1 transfectadas con plasmidos de expresion que codifican gB de
longitud completa (31-904) o mutantes de gB con truncamientos C-terminales en las posiciones 720, 630, 503, 487,
y 470 situaron al epitopo reconocido por el 2c de mAb de murino precursor dentro de los primeros 487 aminoacidos
de la gB. Las investigaciones adicionales que usan solapamientos de péptidos largos de 15 aminoacidos (aa)
sintéticos unidos en fase solida con 12 aa entretejidos secuenciales mostraron, que 2c de mAb forma mapa con un
epitopo conformacional. EI MAb 2c se unié a tres péptidos consecutivos que representan la secuencia de la
glicoproteina B desde el aa 175 al 195 (region A). Ademas, 2c de mAb se une fuertemente a un péptido que
representa los aminoacidos 298-312 (296SPFYGYREGSHTEHT3+2) (SEQ ID NO: 17) y se une de forma moderada to
al péptido posterior que representa los aminoacidos 301-315. (Fig. 13A y Fig. 22). La caracterizacion de 2c de mAb
de acuerdo con su reactividad en transferencias de Western con gB recombinante (gB(730)t, proporcionado
amablemente por Florent Bender, University of Pensylvania, Philadelphia, USA), que se separd en condiciones de
SDS-PAGE nativo o desnaturalizante, confirma que 2c de mAb reconoce un epitopo discontinuo que es parcialmente
resistente a la desnaturalizacion o que se reforma durante las condiciones de transferencia de Western, y por lo
tanto se denomina epitopo "pseudocontinuo” (Ref Bender, F et al. J. Virol. 2007, 81 p3872-3841) (Fig. 13B)

Con el fin de identificar epitopos en la proteina gB del VHS-1 pertinentes para la actividad neutralizante de virus de
mAb2c, se han estudiado mutantes de VHS-1 resistentes a anticuerpo monoclonal (mar) con intercambios
individuales de aminoacidos (aa) en su glicoproteinas (Tabla 5).

Tabla 5 Actividad de neutralizacidn y unidn de 2c de mab hacia muotantes de YHS-1 resistentes
a anticuempo monoclonal imar)

Mutante mar | intercambio de aminoacido dentro neutralizacion unian
de la proteina gB del mutante mard
%

R12E02 r-=Mlaga 1] -
R1375E F-=Ciay 1] -
B4 E-=kas 1] -
R1425 H-=%aga 100 +4+
R2330 R-=H3za 100 +++
(21 numeracion de acuerdo con la glicoproteina B madura incluyendo secuencia sefnal (Fig. 134
(7 Kousoulas of 2, 1934
e Pellett ot a1, 18845
3 kKousoulas et af, 1988
(41 Highlander et 2f, 19849

Mab 2c no neutralizé los mutantes mar, R126, R1375, y B4.1, pero neutraliz6 completamente la capacidad de
infeccion de los votantes R1435 y R233, respectivamente. Ademas, los ensayos de inmunofluorescencia confirmaron
que 2c de mAb no se une a células Vero infectadas con los mutantes mar, R126, R1375, y B4.1. Estos resultados
indican que los aminoacidos Y303, Raos ¥ E30s son esenciales para la actividad de neutralizacion de mAb2c. Una
fuerte sefial de fluorescencia se obtuvo usando células Vero infectadas con los mutantes mar, R1435 y R233.
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En particular, se encontr6 que el reconocimiento y uniéon de 2c de mAb a los aminoacidos 303-305 de gB era
esencial para su funcion (neutralizacion viral, inhibicion de la propagacion de célula a célula). Ya que esta regién de
gB esta altamente conservada entre las cepas VHS-1 y VHS-2, se supone que estos aminoacidos pertenecen a la
magquinaria de fusion al nucleo de gB y son esenciales para la entrada del virus. Por lo tanto, la aparicion de
mutantes de gB naturales, a los que 2c de mAb no se une, es incluso improbable en presidn de seleccion elevada.

Ejemplo 3

Determinacion de afinidad de anticuerpo

Las monocapas de células Vero se infectaron a una confluencia de un 80-90 % con VHS-1 o VHS-2 a MOI 3 y se
recogieron al dia siguiente mediante tripsinizacion seguido de lavado en PBS. Las mediciones de unién a la
superficie celular de los anticuerpos 2c se realizaron como se ha descrito anteriormente (1). En resumen, fragmentos
de 2c de mAb purificados o fragmentos derivados de anticuerpo 2c-F(ab'),, 2c-Fab, y 2c-scFv se incubaron por
triplicado a concentraciones de 0,03 nM - 500 nM con 5 x 10° células Vero en 100 ul de tampon FACS (PBS, FBS al
2 %, azida sdédica al 0,1 %) durante 1 h a temperatura ambiente. Las células se lavaron dos veces con 200 ul de
tampon FACS y se incubaron con IgG de cabra-anti-ratén especifica de Fab etiquetada con FITC, (15 pg/ml,
Jackson ImmunoResearch, Newmarket. Suffolk, Inglaterra) a la detecciéon de 2c de mAb, 2c-F(ab'),, y 2c-Fab unidos
El scFv unido se detectd incubando primero con concentraciones de saturacion del mAb 9E10 anti-c-myc (10 pg/ml;
Roche, Indianapolis, IN, USA), seguido de dos lavados e incubacion con IgG de cabra-anti-raton especifica de Fcy
etiguetada con FITC (15 pg/ml; Jackson ImmunoResearch). Las células se lavaron dos veces y se volvieron a
suspender en tampon FACS. La fluorescencia se midié en un FACScalibur (BD Bioscience, San Jose, CA, USA), y la
intensidad de presencia media (MFI) se calcul6 usando el software CellQuest (BD Biosciences). La fluorescencia del
fondo se restd y las constantes de unioén en equilibrio se determinaron usando el método de Marquardt y Levenberg
a la regresion no lineal con la version 4.0 de GraphPad Prism (GraphPad Software La Jolla, CA).

Caracterizacién de epitopos

La inmunorreactividad de 2c de mAb con glicoproteina B truncada nativa o desnaturalizada, gB(730)t (4),
proporcionada amablemente por Roselyn J. Eisenberg y Gary H. Cohen (University of Pennsylvania, Philadelphia,
USA\) se realiz6 basicamente como se describe (4): la gB(730)t purificada (0,75 pg) se resolvié en SDS-PAGE al 8 %
en condiciones no reductoras (tampon de muestra que contiene SDS al 0,2 %) o desnaturalizantes (tampén de
muestra que contiene SDS al 2 % y B-Mercaptoetanol 155 mM, 2 min a 95 °C) y se transfiri6 a una membrana de
nitrocelulosa. Las tiras de membrana se bloquearon con leche al 2 % en tampén TNT (Tris.HCI 0,1 M, pH 7,5, NaCl
0,15 M, Tween-20 al 0,05 %) durante 1 hora seguido de incubacién con 5 pg/ml de anticuerpos 2c de mAb
especificos para glicoproteina B, H126 (Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) y H1817 (Novus) en leche al
2 %/tampdn TNT durante 2 horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos unidos se detectaron con anticuerpo de
cabra-anti-ratén policlonal conjugado con peroxidasa de rabano picante (1:20.000 QED Bioscience Inc. San Diego,
CA, USA) y quimioluminiscencia (Thermo Scientific,) usando el Analizador de Imagenes Luminiscentes LAS 3000
Image Analyzer (Fujifilm, Tokio, Japén).

Las células COS-1 se transfectar o de forma transitoria con el método de DEAE-dextrano con plasmido se
codificaban cualquiera de la gB del VHS-1 de longitud completa (31-904, pRB9221) o mutantes de delecion C-
terminal truncados en las posiciones 720 (pTS690), 630 (pPS600), 503 (pRB9510), 487 (pRB9509), y 470
(pPRB9508). Los plasmidos fueron proporcionados amablemente por L. Pereira (52, 55). Los ensayos de
inmunofluorescencia con células transfectadas usando anticuerpos mAb2c o anticuerpos de control se realizaron
como se describe en cualquier parte (53).

Formacién de mapas de péptidos

Los péptidos 13méricos y dudtopos de solapamiento unidos a celulosa se prepararon de forma automatica de
acuerdo con protocolos convencionales de SPOT-Sintesis tal como se ha descrito (20, 34) (JPT Peptide
Technologies. Berlin. Alemania). Ademas, los precios acoplados con una etiqueta de reactividad y un conector se
inmovilizaron de forma quimioselectiva en una superficie de vidrio modificado en tres submatrices idénticas y se
purificé a la retirada de secuencias truncadas y acetiladas mediante etapas de lavado posteriores. Las micromatrices
de péptidos se bloquearon con TBS que contenia tampén de bloqueo (Pierce International) durante 2 h, y se
incubaron con 10 pg/ml de 2c de mAb en tampdn de bloqueo durante 2 h. Las micromatrices de péptidos se lavaron
con tampon TBS que contenia Tween al 0,1 % (T-TBS) y el anticuerpo unido a péptido en la membrana peptidica se
transfiri6 sobre una membrana de PVDF. La IgG anti-raton ya fuera etiquetada con peroxidasa (Sigma) o etiquetada
con fluorescencia (Pierce) se us6 con anticuerpo secundario a una concentracion final de 1 pyg/ml en tampoén de
bloqueo. Después de 2 h de incubacion y un lavado final con T-TBS, las membranas de PVDF se analizaron usando
sustrato de quimioluminiscencia (Roche Diagnostics). Las micromatrices de péptidos en portaobjetos de vidrio se
lavaron minuciosamente con T-TBS y tampdén SSC 3 mM (JPT Peptide Technologies), se secaron con nitrégeno y se
hizo un barrido usando un escaner de fluorescencia de alta resolucion (Axon GenePix 4200 AL). Las intensidades de
la sefal de fluorescencia (Light Units, LU) se analizaron usando software de reconocimiento de aplicacion puntual
(GenePix 6.0) y se corrigieron para intensidades de fondo a partir de incubacion es de control con IgG anti-raton
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secundaria.

Ensayo de neutralizacion de virus

La actividad neutralizante de anticuerpos se determindé mediante ensayo de dilucion en el punto final como se ha
descrito anteriormente (16). En resumen, diluciones en serie de anticuerpos se incubaron con 100 TCIDso de VHS-1
0 VHS-2 durante 1 h a 37 °C en medio de cultivo celular. El inéculo de virus de anticuerpo se aplicé a monocapas de
células Vero cultivadas en placas de microtitulacion y el efecto citopatico (CPE) se puntu6 después de incubacion
durante 72 h a 37 °C. La concentracion de anticuerpos requerida para reducir el CPE inducido por virus en un 100 %
se determiné como titulacién de neutralizacion completa. Ademas, la capacidad de neutralizacién de virus de
fragmentos de 2c-Fab monovalentes se investigd en presencia de anticuerpos de reticulacion, afiadiendo un exceso
de las IgG de Fab anti-murino (2600 nM, Jackson ImmunoResearch, Newmarket, Suffolk, Inglaterra) a la etapa de
incubacion previa. Para fines de control, el virus sin anticuerpo y el anticuerpo solo se usaron para inducir el CPE
maximo o nada de CPE, respectivamente. Los ensayos de neutralizacion de virus se repitieron al menos dos veces
con resultados similares.

Ensayo de Neutralizacién Después de Unién

Las monocapas de células enfriadas previamente (4 °C durante 15 min) se infectaron con 100 TCIDso de VHS-1 F a
4 °C durante 1 h para permitir la absorcién de virus antes de diluciones en serie de cualquiera de 2c de mAb o una
preparacion de IgG polivalente de plasma humano (Intratect®, Biotest AG, Dreieich, Alemania, se afiadieron
(neutralizacién después de union). Para comparar la eficacia de la neutralizaciéon antes de unién con respecto a
después de unién de 2c de mAb en condiciones experimentales idénticas, 100 TCIDso de VHS-1 F se incubaron
durante 1 h a 4 °C con las mismas diluciones de anticuerpo antes de afiadirlos a monocapas de células Vero. Las
células Vero inoculadas de ambos ensayos se incubaron durante otro periodo de 1 h a 4°C antes de su
transferencia a 37 °C. Las titulaciones de neutralizacién se determinaron después de 72 h como se ha descrito en el
ensayo de neutralizacién estandar que se ha mencionado anteriormente.

Ensayo de propagacién de célula a célula

Las células Vero que crecen en cubreobjetos de vidrio hasta confluencia se inocularon con VHS-1 F a 400 TCIDsp
por pocillo en 500 ul durante 4 h a 37 °C. El in6culo de virus se aspird, las células Vero se lavaron dos veces con
PBS y se cultivaron adicionalmente durante 48 h a 37 °C en presencia o ausencia de un exceso de anticuerpos
neutralizantes en 1 ml de medio de crecimiento con FBS al 2 %. Los sueros humanos combinados obtenidos a partir
de donantes inmunizados con titulaciones elevadas de inmunoglobulinas anti-VHS-1 se usaron como control a una
dilucion de 1:20, las concentraciones de anticuerpos divalentes 2c de mAb y 2c¢c-F(ab'), fueron 500 nM y las del 2c-
Fab monovalente 3000 nM. Después de 48 h el medio de cultivo se retird, las monocapas de células Vero se lavaron
dos veces con solucion salina tamponada con HEPES, y se fijaron con paraformaldehido al 4 % en PBS durante 15
min a temperatura ambiente. Para visualizar, las células de extension viral se aclararon dos veces con PBS, se
incubaron durante 15 minutos en 500 pl de solucion salina tamponada con HEPES con Tween 20 al 0,05 % y se
tiferon con suero de cabra-anti-VHS policlonal conjugado con FITC (1:100, BETHYL, Montgomery, TX, USA). Las
células tefiidas se lavaron tres veces con PBS, se montaron en medio de montaje que contenia 0,2 g/ml de Mowiol
4-88 (Calbiochem, San Diego, CA, USA). Las imagenes de inmunofluorescencia se adquirieron con un microscopio
confocal DM IRE2 de Leica con un aumento de 40 veces. La inhibicion de la propagacion de célula a célula se
sometié a ensayo ademas de ensayo de neutralizacion de virus después de la adsorcion. Las células Vero que
crecian hasta confluencia en placas de seis pocillos se incubaron durante 4 h a 37 °C con 200 TCIDso de VHS-1 F en
3 ml de DMEM que contenia FBS al 2 %, y antibiéticos. Las monocapas de células se lavaron dos veces con PBS y
se cubrieron con medio de formacion de placas caliente (DMEM, agarosa al 5 % (p/v), FBS al 10 %, antibiéticos) que
contenia un exceso de anticuerpos neutralizantes por sueros neutralizantes de VHS-1 humano policlonal. La
formacion de placas se analizé mediante microscopia de luz después de incubacion durante 48 h a 37 °C.

Cuantificacién de ADN

Los genomas de VHS-1 y VHS-2 se cuantificaron realizando en PCR tiempo real (RT). EI ADN se purificé a partir de
muestras que contenian cantidades equivalentes de particulas infecciosas de VHS-1 y VHS-2 usando el sistema
extraccion de acido nucleico automatizado MagNA Pure LC System (Roche) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. EI ADN viral a continuacion se cuantifico realizando RT-PCR (Lightcycler, Roche) usando el kit de
cuantificacion de VHS-1/ VHS-2 RealArt (Qiagen).

Experimentos de proteccion de ratén

Los ratones (NOD-SCID) inmunodeficientes combinados diabético/severo no obeso en ver a anestesiados
(NOD.CB17-Prkdcs¢“ [J, Charles River Laboratories, Research Models and Services, Sulzfeld, Alemania), 6-8
semanas de edad, se estimularon por via intravaginal con 20 ul de indculo de 1 x 108 TCIDso de VHS-1 F por raton.
El pegamento de piel (Epiglu, Meyer-Haake Medical Innovations, Wehrheim, Alemania) se aplico sobre la vulva para
prevenir la descarga del inéculo de virus. El in6culo administrado indujo tasas de infeccion > 94 % tal como se

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2715787 T3

evalia mediante cultivo de lavado vaginal. Los ratones se examinaron diariamente después de la inoculacion viral
para pérdida de peso, vulvitis/vaginitis (enrojecimiento, descarga mucopurulenta y signos de inflamacion) y
enfermedad neurolégica. Los ratones que presentaban cualquiera de estos sintomas se sacrificaron
inmediatamente. Los ratones se inmunizaron de forma pasiva mediante inyeccion intravenosa (i.v.) de 2c de mAb
purificado ya fuera 24 h antes de la inoculacién viral para profilaxis inmune o 24 h, 40 h, y 56 h después de la
infeccion viral para tratamiento terapéutico. Los ratones se evaluaron por infeccion mediante determinacién de
titulaciones de virus de irrigaciones vaginales obtenidas los dias 1, 2, 4, 6 y 8 después de la infecciéon y en el
momento de la muerte usando el ensayo de dilucién en el punto final en células Vero. Las cargas virales en érganos
(bazo, glandula adrenal, pulmén, corazon, higado, rifidn, médula espinal, y cerebro) de los ratones sacrificados se
determinaron después de homogeneizacion de érganos mediante valoracion en monocapas de células Vero como
se describe en cualquier parte (41). Cada grupo de ensayo y de control contenia 9-10 animales con infeccion por
VHS-1 detectable.

Resultados

Formacién de mapas y analisis del epitopo de gB reconocido por 2c de mAb.

La estructura cristalina recientemente determinada del ectodominio de gB de VHS de tipo 1 (VHS-1) desvel6 un
trimero de multiples dominios con cinco dominios estructurales distintos: dominio | (base), dominio Il (medio),
dominio Il (ntcleo), dominio IV (corona), y dominio V (rama) (24). Para caracterizar el epitopo neutralizante de 2c de
mADb, los investigadores sometieron a ensayo su reactividad con gB(730t)(4) recombinante en analisis de
transferencia de Western ya fuera en condiciones reductoras o no reductoras. Como controles, los investigadores
usaron mAb H1817, que reconoce un epitopo lineal (4) y mAb H126 que reconoce un epitopo discontinuo (33). Un
patrén de tincién habitual para un éxito policial se obtuvo con anadlisis de transferencia de Western con mAb H1817
que nuestra deteccion de formas monoméricas y triméricas de gB en condiciones no reductoras y una tincién Unica
predominante de mondmero de gB en condiciones reductoras (Fig. 13B). Como se esperaba, el mAb H126
reaccion6 con gB solamente en condiciones nativas. De forma sorprendente, el reconocimiento Unicamente de la
banda superior de proteina gB > 170 kDa sugiere que mAb H126 es especifico de trimero (Fig. 13B). EIl MAb 2c
reacciono con gB nativa y desnaturalizada, sin embargo, la reactividad en condiciones desnaturalizantes fue mucho
mas débil en comparacion con mAb H 1817 (Fig. 13B). La reactividad débil con monémeros de gB en condiciones
desnaturalizantes se ha informado anteriormente para un conjunto de otros anticuerpos neutralizantes que se unen a
epitopo los discontinuos que parece que son resistentes a la desnaturalizacién o al replegamiento durante la
electroforesis en SDS-PAGE y por lo tanto se denominan epitopo os "pseudocontinuos” (4).

Para identificar el epitopo especifico implicado en la unidon de 2c de mAb los investigadores usaron péptidos
derivados de gB presentados en micromatrices especificas. En primer lugar, la secuencia de gB que presenta los
aminoacidos 31 a 505 se preparé mediante Spot-Sintesis como solapamiento de péptidos 13méricos unidos con
extremos amino terminales acetilados sin carga a una membrana de celulosa continda con un desplazamiento de 3
aminoacidos. Para evitar el desplazamiento del equilibrio de unién para el anticuerpo que no forma complejo, los
barridos de péptido de 2c de mAb se inmovilizaron sobre una membrana de PVDF antes de deteccion mediante
quimioluminiscencia. Como se muestra en la representacion esquematica de la gB de longitud completa con
dominios funcionales indicados (Fig. 14A), la reactividad de 2c de mAb se limité a péptidos que abarcaban dos
regiones separadas dentro del dominio |, tres partidos consecutivos que comprendian los restos 175 a 193 (region
de unién A) y los péptidos de solapamiento que comprendian los restos 295 a 310 (regién de unién B). Para validar
ambas regiones identificadas, los investigadores usaron un conjunto adicional de péptidos 13méricos purificados
inmovilizados en porta objetos de vidrio mediante un conector flexible. En comparaciéon con el tamiz de celulosa la
lectura de este barrido de micromatriz mediante florescencia confirmé las mismas regiones de union a epitopo (Fig.
14B). Debido a la aplicacion de péptidos purificados y un sistema de barrido de micromatriz de alta resolucion los
péptidos consecutivos en ambos sitios de unién se reconocieron mediante mAb2c en esta micromatriz peptidica (Fig.
14B).

Los investigadores hicieron mapas de los sitios de unién identificados para 2c de mAb a la estructura de gB resuelta
(24). De forma interesante, el péptido 172QVWFGHRYSQFMG1ss (SEQ ID NO: 18) que muestra reactividad mas
fuerte con 2c de mAb se solapd con uno de los dos supuestos bucles de fusion (bucle de fusion 1 173VWFGHRY 179)
(SEQ ID NO: 19) situado en un subdominio curvado del dominio | (22) (Fig. 15). Sin embargo, la localizacion del sitio
de unién A en la base del trimero de gB hace que sea inaccesible para 2c de mAb en la estructura de gB disponible
representando de la manera mas probable la conformacion después de la fusion (24). Los restos del sitio de union B
se exponen y se situan en la parte superior del dominio | (Fig. 15).

Para evaluar adicionalmente el epitopo dependiente de la conformacion de 2c de mAb, las secuencias consenso de
ambas fracciones de unidn se conectaron en diversas combinaciones como dudtopos ya fuera directamente o por
separado con uno o dos espaciadores de 3-alanina (Fig. 16). Recientemente se ha mostrado que las inserciones del
conector en proximidad cercana al bucle de fusién 1 después del resto E1g7 dan como resultado mutantes de gB con
deficiencia de fusion (40, 61), aunque gB sequia traen una conformacion posterior a la fusion (61). Por lo tanto, los
investigadores incluyeron, ademas del motivo consenso 179YSQFMG1g4 (SEQ ID NO: 20) de la region de union A, el
motivo 1gsFED1gs de la region de unién A en barridos de duétopo separados. En comparacion con el péptido
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172QVWFGHRYSQFMG1g4 (SEQ ID NO: 18) que presenta la reactividad de unién mas fuerte con 2c de mAb en los
barridos de péptidos 13méricos (Fig. 16), la combinacion de ambos motivos del sitio de unién A con el péptido
consenso 300FYGYRE3zgs (SEQ ID NO: 21) del sitio de unién B dio como resultado dos dudtopos con un aumento de
las intensidades de la sefal (Fig. 16., conjuntos de dudtopo | y Il). Mientras que la resistencia a la union de 2c de
mADb al duétopo 179Y SQFMG1s4-BA-300F YGYRE3z05 (SEQ ID NO: 22) solo aumenté ligeramente, una casi saturacion of
de la intensidad de la sefial de fluorescencia se obtuvo con el duétopo 1ssFED1ss-BA-BA-300FYGYRE30s (SEQ ID
NO: 23).

Por lo tanto, los resultados de las micromatrices peptidica se corresponden a los resultados de transferencia de
Western y demuestran que 2c de mAb reconoce un epitopo dependiente de la conformacion. Para evitar la fusion de
la envoltura del virion con la membrana celular, 2c de mAb se deberia unir a la conformacion de fusion previa de gB.
Sin embargo, el epitopo neutralizante de 2c de mAb forma mapas solamente en parte con la superficie de la
conformaciéon de gB presente en la estructura cristalina de gB disponible (24) e indica que gB podria adoptar
conformaciones distintas durante la entrada.

Caracterizacion de anticuerpos divalentes y monovalentes derivados de 2c de mAb

Varios investigadores han usado anticuerpos monoclonales para identificar regiones en gB esenciales para su
funcioén en la entrada del virus (4, 25, 39, 52). Se ha sugerido que los anticuerpos neutralizantes, de los que se han
formado mapas para una region funcional Unica en la base del trimero de gB que comprende restos del extremo C-
terminal del dominio V y restos del dominio | de un protémero préximo, interfieren con la actividad fusogénica de gB
(4). Por lo tanto, los investigadores han hecho la hipdtesis de que el anticuerpo monovalente que se une al epitopo
de 2c de mAb dentro del dominio | cercano al extremo C terminal del dominio V podrian bloquear de forma suficiente
los cambios conformacional es cooperativos después de la activacion de gB. Dado que 2c de mAb neutraliza VHS-1
sin complemento in vitro (16), los investigadores generaron fragmentos de F(ab'), y Fab convencionales y una
variable de fragmento de una sola cadena recombinante (scFv) como herramientas valiosas para estudiar el
mecanismo de que se hace la hipétesis mediado por 2c de mAb. La homogeneidad de las frases de anticuerpo
generadas se controlaron mediante cromatografia de exclusion por tamario (los datos no se muestran). El analisis de
citometria de flujo usando células Vero ya fueran infectadas son infectadas con VHS-1 o VHS-2, respectivamente,
demostré unién especifica de fragmentos de anticuerpos derivados de 2c de mAb y 2c de mAb (los datos no se
muestran). Los investigadores usaron citometria de fluorescencia para determinar las curvas equilibrio unién de los
anticuerpos para células Vero infectadas con VHS-1 y VHS-2 (Fig. 17). Los resultados de estos estudios
demostraron afinidades aparentes mas elevadas para la IgG completa y el fragmento de F(ab'), que para dar los
fragmentos Fab y scFv, respectivamente (Tabla 6). El incremento de la unidad funcional (avidez) hacia los
anticuerpos divalentes con respecto a las afinidades determinadas de los anticuerpos monovalentes indica que los
anticuerpos divalentes eran capaces de unirse a dos epitopo se gB en la superficie celular de forma simultanea. Los
2c de mAb y 2c¢c-F(ab'); divalentes mostraron una afinidad aparente mas elevada en 1,7-2,8 veces en comparacion
con sus homdlogos monovalentes.

El ligero incremento en la aparente Kp del fragmento F(ab'), con respecto a la IgG se podria deber a la flexibilidad
mas elevada de los sitios de unién a antigeno dentro de la construccion de F(ab'),. Las afinidades aparentes
similares para 2c de mAb. 2c-F(ab')z, y 2c-Fab a células Vero infectadas tanto con VHS-1 como con VHS-2 confirmé
que el epitopo de gB reconocido no se diferencia estructuralmente entre ambos virus (Tabla 6).

Tabla 6: Constantes de equilibrio aparentes de 2c de mab vy fragmentos de anticuerpo derivados para unidn a
celulas Yero infectadas con VYHS-1 F o WHS-2 G,

G Fiablz Fab scFy
A (it divalente rmanovalente
WHES-1F 10,2 6,9 17,3 19,2
WHS-2 G 10,7 8.8 17,7 n.d.

A Loz valores de Kp para unidn & aB en células infectadas con YHS se determinaron mediante ajustes de los datos a
parir de las curvas de equilibriccunion determinadas mediante citometria de flujo (Fig. 17) con respecto a la ecuacion
de Marguardt-Levenberg.

Actividad de neutralizacién de anticuerpos monovalentes y divalentes in vitro

Una eficacia de neutralizacion igual de 2c de mAb independientemente de si se afiadia anticuerpo antes (antes de la
union) o después (después de la union) de viriones de VHS-1 que interactian con células Vero (Fig. 18A) indicé que
2c¢ de mAb no interfiere con la unién del virus a células diana. Por el contrario, la gamma globulina humana policlonal
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Intratect® se neutralizé claramente por inhibicion de union de virién a células diana (Fig. 18B). Las actividades
neutralizantes de fragmentos F(ab');, Fab y scFv derivados de 2c de mAb se compararon con homdlogo de IgG
precursor en un ensayo de neutralizacion estandar en células Vero. El 2c de mAb precursor redujo el efecto
citopatico inducido por VHS-1 (CPE) en un 100 % a una concentracion de 8 nM. De forma interesante, una
concentracion de 2c de mAb de mas de 4 veces se requirié para reducir completamente el CPE inducido por VHS-2
(Fig. 19A). El 2c-F(ab'), divalente redujo el CPE inducido tanto por VHS-1 como por VHS-2 dos veces mas
eficazmente que el 2c de mAb precursor. De forma sorprendente, los investigadores observaron una diferencia
fundamental en la capacidad de los fragmentos de anticuerpo 2c monovalente para neutralizar VHS-1 y VHS-2. En
comparacion con el 2c de mAb precursor, fueron necesarias concentraciones mas elevadas aprox. 375 veces y 94
veces de 2c-Fab para reducir el CPE inducido por VHS-1 y VHS-2 en un 100 %, respectivamente (Fig. 19A). El 2c-
scFv recombinante mostré un efecto reductor de placa con el microscopio de luz, pero no fue capaz de reducir el
CPE inducido por VHS en un 100 % incluso a la concentracion sometida a ensayo mas elevada de 3.000 nM (los
datos no se muestran).

Dado que tanto los anticuerpos divalentes 2c de mAb como 2c-F(ab'), neutralizaron VHS-2 aproximadamente cuatro
veces menos eficazmente que VHS-1 (Fig. 19A), los investigadores analizaron los nimeros de copias del genoma
de VHS-1 y VHS-2 que contenian cantidades iguales de particulas infecciosas mediante PCR cuantitativa en tiempo
real. En comparacion con VHS-1, se encontré un niumero cuatro veces mayor de equivalentes genémicos para VHS-
2 (los datos no se muestran) que se correlacionan bien con la mayor titulacién de anticuerpos de 2c de mAb y 2c-
F(ab') 2 requerido para la neutralizacion de VHS-2.

Los ensayos de neutralizacion como se muestra en la Fig. 19A indicaron una fuerte correlacion entre la valencia del
anticuerpo y la eficiencia de neutralizacion. En consecuencia, los investigadores investigaron si la capacidad de los
fragmentos 2c-Fab para eliminar la infeccion por el virus podria restablecerse mediante el enlace cruzado de los
fragmentos Fab. El ensayo de neutralizacion del virus se repitié para 2c-Fab en la ausencia o presencia de IgG que
reaccionan con fragmentos Fab murinos. Como se muestra en la Fig. 19B, la reticulacion de 2c-Fab incrementé de
forma drastica la actividad neutralizante pero no pudo restaurarla a la misma eficacia que para el 2c de mAb
precursor. Las IgG contra Fab murinas son las no mostraron ningun efecto sobre la neutralizacién del virus (los datos
no se muestran).

Inhibicion de la propagacién de célula a célula

Aunque los fragmentos 2c-Fab no neutralizaron de forma eficaz los viriones libres, se informé que los fragmentos de
anticuerpos de tamario pequerio tienen propiedades de difusion mas favorables (66), los investigadores investigaron
su actividad para evitar que el VHS-1 cruzara las uniones celulares de las células infectadas a las no infectadas.
Ambos anticuerpos divalentes, 2c de mAb y 2c-F(ab'),, anularon completamente la propagacion del VHS-1 en
monocapas de células Vero y solo las células infectadas Unicas se pudieron visualizar mediante inmunofluorescencia
indirecta (Fig. 9). A pesar de la capacidad del suero humano policlonal para neutralizar los viriones libres, no logro
inhibir la propagacion viral de la célula a célula. Es muy probable que este sea el resultado de la poblacion
heterogénea de anticuerpos neutralizantes dirigidos contra numerosos epitopos de VHS. En comparacion con el
suero inmune humano policlonal, el fragmento monovalente 2c-Fab fue capaz de controlar la propagacion de célula
a célula en cierta medida. Sin embargo, en contraste con sus homdlogos divalentes, el fragmento monovalente 2c-
Fab no fue capaz de anular completamente la propagacion viral incluso sometida a ensayo a una concentracion 6
veces mayor (Fig. 9). Por lo tanto, la valencia del anticuerpo desempefid un papel fundamental también en la
inhibicion de la propagacion del VHS-1 entre células adyacentes.

Inmunoproteccion de ratones inmunodeficientes contra la infeccion por VHS diseminada

Los investigadores mostraron previamente que los ratones con agotamiento de linfocitos T tanto CD4* como CD8*
estaban completamente protegidos de la encefalitis letal por transferencia pasiva de 2c de mAb después de la
infeccion por VHS-1 intravaginal (17). Los linfocitos citoliticos naturales (NK) que se acumulan en el sitio de la
infeccion por VHS-2 en seres humanos (28) son la fuente inicial de interferén-y (45), que desempefia un papel
esencial para el control de la infeccion por VHS (2, 45, 62) . Mas recientemente, se ha demostrado por primera vez
que los linfocitos NK humanos median la proteccion contra la infecciéon genital primaria por VHS en ratones
humanizados como una respuesta inmune innata (37). Para investigar, si 2c de mAb confiere actividad antiviral
independientemente de la respuesta inmunolégica mediada por un anticuerpo, los investigadores usaron un modelo
de raton NOD/SCID, que ademas de la deficiencia de linfocitos T y B de SCID, carecen de linfocitos NK y funcién de
macrofagos y la capacidad para estimular la via del complemento. La infeccion por VHS-1 intravaginal
(1 x 108 TCIDso) de ratones NOD/SCID dio como resultado una enfermedad sistémica progresiva rapida con un
tiempo de supervivencia promedio de 9 dias. Las titulaciones de VHS en érganos se determinaron mediante un
ensayo de dilucion de punto final que muestra altas titulaciones virales en la médula espinal (2,3 x 10% TCIDso),
cerebro (3,8 x 10% TCIDsp), y vaginal mucosa (1,4 x 108 TCIDso), titulaciones moderadas en rifion (1,7 x 10* TCIDso) y
glandulas adrenales (1,1 x 10* TCIDso) y titulaciones bajas en pulmon (1,1 x 10% TCIDso) y corazon (1,9 x 102 TCIDso)
(los datos no se muestran). Para evaluar la eficacia terapéutica de 2c de mAb, los ratones NOD/SCID se trataron por
via intravenosa con 2,5 mg/kg, 5 mg/kg o 15 mg/kg de anticuerpo 24 h antes de la estimulacioén intravaginal de VHS-
1 (Fig. 20) . Los ratones que recibieron dosis bajas de anticuerpos no estaban completamente protegidos contra la
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infeccion letal por VHS-1. Sin embargo, los tiempos medios de supervivencia de los ratones tratados con 5 mg/kg de
2c de mAb fueron 2,6 veces mas prolongados cuando se compararon con los ratones control que recibieron PBS.
Las titulaciones de VHS-1 en los dérganos investigados de ratones no protegidos contra la encefalitis letal fueron
comparables al grupo de control no tratado. Por el contrario, la proteccion total de los animales se siguio a una dosis
de 15 mg/kg de 2c de mAb. Las titulaciones virales y los 6rganos de ratones protegidos por el anticuerpo estaban
por debajo del limite de deteccion de 1 x 10 TCIDsq.

A continuacion los investigadores evaluaron si la inmunizacion después de la exposicién con 2c de mAb también
confiere proteccion contra la diseminacion viral y la encefalitis letal en presencia de una infeccion periférica por VHS
establecida. Los ratones NOD/SCID con una titulacion elevada de VHS-1 en irrigaciones vaginales a las 24 h
después de la exposicion viral se seleccionaron repetidamente a las 24 h, 40 h y 56 h por via intravenosa con
15 mg/kg de 2c de mAb (Fig. 11 y Fig. 21). El grupo de control tratado con PBS mostré una eliminacion constante del
virus por la vagina hasta que los ratones con sintomas neurolégicos tuvieron que ser sacrificados entre el dia 7 y el
dia 9. Por el contrario, 2c de mAb eliminé la infeccion por VHS-1 establecida el dia 8 y evitd completamente el
resultado letal de la infeccion (3 x 300 pg; P = 0,0003 en comparacion con PBS). Ademas, no se detectaron viriones
en las neuronas sensoriales ni en los 6rganos respectivos de los animales tratados con 2c de mAb un mes después
de la infeccion (los datos no se muestran).

Discusién

Siguiendo las etapas que toman los virus para entrar en las células diana, los mAbs neutralizantes de virus pueden
inhibir la entrada mediante varios mecanismos. La interaccion especifica de proteinas de la superficie viral con
proteinas celulares, lipidos o carbohidratos representa la etapa inicial de la infeccion, que puede ser bloqueada por
anticuerpos neutralizantes. Los anticuerpos que inhiben la unién del virus se unen directamente al sitio de unién del
receptor del virion, tal como el mAb F105 que reacciona con el sitio de unién a CD4 de VIH-1 gp120 y Fab HC19 que
cubre el sitio de unién al receptor de la hemaglutinina de la gripe (HA) (6, 19, 54), o interfieren estéricamente con el
acoplamiento del receptor, como la unién de Fab HC45 en 17A la proximidad al sitio de unién al receptor de HA (18).
Ademas de la union esencial de gD de VHS a uno de sus receptores celulares, gB desempeiia un papel en la union
del virién a las células diana. Recientemente, se ha descrito la existencia de dos receptores de superficie celular
verdaderos independientes de proteoglicano de sulfato de heparan y/o factores de union para VHS gB (5, 23, 60). El
receptor de tipo 2 similar a inmunoglobulina emparejado (PILRa) se ha caracterizado como un posible receptor de
proteina de gB al menos en ciertos tipos de células (60). Para 2c de mAb, los ensayos comparativos de
neutralizacion previos y posteriores al acoplamiento mostraron que el anticuerpo no puede inhibir la unién del virus a
la superficie celular, sino que bloquea la entrada viral. Se ha demostrado anteriormente que la interaccion de las
membranas lipidicas de gB con los restos hidréfobos e hidrofilos fundamentales de su dominio de fusion (22, 23) se
puede bloquear por los mAbs que reconocen epitopos muy cerca de los bucles de fusion (4, 22). Debido a que el
epitopo conformacional de 2c de mAb se superpone parcialmente con el bucle de fusion 1, los investigadores
razonan que la unioén de 2c de mAb interfiere con la transmision mas probable de la sefial fusogénica y evaldan la
neutralizacion en la etapa posterior a la unién/previa a la fusion como modo posible de accion.

El reordenamiento estructural desencadenado es una caracteristica fundamental de las glicoproteinas fusogénicas
virales, que da como resultado distintas conformaciones de fusidn previa inclusién posterior. Se han hecho mapas de
los epitopos de diferentes mAb neutralizantes a lo largo de los dominios laterales de los picos y en la punta de la
corona de la estructura cristalina gB (4, 24). El epitopo de 2c de mAb se asigna a una region funcional unica (FR1)
en la base del trimero gB que consiste en restos dentro de la hélice C-terminal aF del dominio V y restos dentro del
dominio | de un protémero préximo (4). El modelo de homologia de los investigadores muestra que una parte del
epitopo discontinuo (Fspo @ E3os) reconocido por 2c de mAb se localiza en la seccién superior del dominio | de gB,
que tiene caracteristicas de un dominio de homologia de pleckstrina (PH) (7, 38). Sin embargo, la otra parte del
epitopo (F17s5 a A190) que también se encuentra en el dominio |, esta enterrada y seria inaccesible a la unién de 2c de
mAb a menos que gB sufra un cambio conformacional importante. Por lo tanto, los investigadores plantean la
hipétesis de que 2c de mAb impide la transicion de gB preferentemente en la conformacion de fusién previa. Sobre
la base de la localizacién del epitopo de 2c de mAb y la suposicion de que los cambios conformacionales después
de la activacion son cooperativos, los investigadores razonan que la interaccion monovalente de 2c de mAb seria
suficiente para bloquear la yuxtaposicion del dominio fusogénico de gB y la membrana celular. De forma
sorprendente, sin embargo, ninguno de los fragmentos de anticuerpos monovalentes generados (Fab y scFv) fue
capaz de neutralizar de manera eficaz los viriones libres o de inhibir la propagacioén viral de célula a célula. Por el
contrario, ambas moléculas divalentes, 2c de mAb y 2c-F(ab'),, fueron altamente eficaces para la neutralizacion del
virus e inhibicién de la propagacion de célula a célula. La retencién de la actividad de unién especifica y comparable
de todos los anticuerpos derivados de 2c de mAb en este estudio excluye las diferencias funcionales de los
anticuerpos monovalentes y divalentes debido al deterioro del reconocimiento del antigeno. La unién multivalente de
las inmunoglobulinas aumenta su afinidad funcional (26). Sin embargo, la ganancia en la afinidad funcional se
correlaciona inversamente con la afinidad intrinseca del sitio de union del anticuerpo (49). El Unico aumento
moderado de las constantes en equilibrio entre 1,7 y 2,8 para los anticuerpos divalentes 2c, IgG y F(ab'), cuando se
comparan con sus homélogos monovalentes, scFv y Fab, no es inusual para los anticuerpos con afinidades
intrinsecas en el rango nanomolar bajo. Por lo tanto, la afinidad aparente mas elevada de hecho indica que se
produce una union multivalente (mayor avidez) al antigeno gB y sugiere que la actividad antiviral de 2c de mAb y 2c-
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F(ab'), es una consecuencia de la reticulacion de gB. La eficacia de neutralizacion inferior de los anticuerpos
monovalentes con respecto a los anticuerpos divalentes o multivalentes con especificidad para el antigeno gH del
virus de la varicela zéster (VZV) se ha discutido como una cuestion de impedimento estérico debido a los diferentes
tamafios de estos anticuerpos (15). Aunque los investigadores no pueden excluir completamente esta posibilidad
como posible mecanismo de neutralizaciéon adicional para las variantes de 2c de mAb, esto parece poco probable
debido a que no se observd una correlacion directa entre el tamafio del anticuerpo, la eficacia de neutralizacion y la
inhibicién de la propagacion de célula a célula. Ademas, nuestros datos muestran que el 2c-F(ab'), mas pequefio
tenia una actividad de neutralizacion del virus ain mejor que el 2c-IgG mas grande. Por lo tanto, las observaciones
actuales indican que la reticulacion de gB es el mecanismo clave para la actividad antiviral de 2c de mAb y sugiere
que la estabilizacion de la conformacion de la fusion previa de gB a través de la inmovilizacion de los trimeros de gB
inhibe la activacion de la sefal fusogénica. Un estudio mas reciente de Silverman et al. (61) propuso que un fenotipo
deficiente en la fusion del ectodominio de gB del VHS-1 después de la insercion de cinco aminoacidos después del
resto E+g7 cerca del bucle de fusiéon 1 puede no resultar de la interferencia con cambios conformacionales de gB sino
de la interferencia con otras funciones de gB mecanisticas. En el du6topo de los investigadores, los barridos de 2c
de mAb reaccionaron con el duétopo del sitio de unién mas fuerte A/B 1ssFED1ss-BA-BA-300F YGYRE305 (SEQ ID NO:
23) que cubre el sitio de insercion en particular E1s7, que parece ser fundamental para la funcion de gB. Por lo tanto,
es tentador especular que la reticulacion de 2c de mAb altera la capacidad de gB para interactuar con los otros
componentes de la maquinaria de fusion del VHS. Sin embargo, es necesaria una investigacion futura, ya que los
resultados de los investigadores no permiten distinguir si la reticulacion bloquea el cambio conformacional de la
propia gB o bloquea la interaccion entre gB, gD y gH/gL, que se produce durante la fusion celular (3) y es esencial
para completar el proceso de fusion (65). La conformacion de gB de VHS-1 observada en los cristales resueltos (24)
sugiere representar la forma posterior a la fusion y aun no se ha caracterizado un modelo de fusion previa de gB. Por
lo tanto, los estudios cristalograficos de rayos X de 2c de mAb o su F(ab'), en complejo con gB podrian proporcionar
informacion sobre la conformacion nativa de gB y una mejor comprension de la transmision de la sefial fusogénica.

Los estudios que evaluan la eficacia protectora de los anticuerpos anti-gD y anti-gB aplicados por via tépica para
prevenir la transmision vaginal de la infeccion por VHS-2 en ratones demostraron la viabilidad de los anticuerpos
recombinantes disefiados como nuevos microbicidas vaginales (67-69). Las infecciones severas e incluso mortales
por VHS se pueden producir en recién nacidos con infeccion materna, en pacientes con infecciones oculares
recurrentes, o en pacientes gravemente inmunocomprometidos. Para investigar si la aplicacion sistémica del
anticuerpo anti-gB de los investigadores confiere proteccion también en un entorno in vivo altamente
inmunodeficiente, los investigadores usaron un modelo de ratén NOD/SCID. Los investigadores usaron inoculacion
intravaginal con VHS-1 como una ruta establecida de infeccidon ganglionar con la propagacién axonal del virus que
causa la paralisis de las extremidades posteriores y la encefalitis herpética mortal en ratones inmunocompetentes,
asi como en ratones con agotamiento de linfocitos T (16, 17). Aqui los investigadores demuestran que 2c de mAb no
solo protege completamente a los ratones NOD/SCID en la fase aguda de la infeccién primaria por VHS-1, sino que
también es eficaz para prevenir completamente la enfermedad neuroldgica y la muerte, incluso después de que haya
comenzado la propagacion del virus periférico. La propagacion del VHS de célula a célula es una forma muy eficaz
de transferencia viral a través de sinapsis neuronales y uniones estrechas, asi como para sortear las barreras
inmunolégicas del sistema inmunitario adaptativo. El MAb 2c tanto disminuye la expresion del virus de los tejidos
vaginales infectados como inhibe la propagacion axonal del VHS. Otros informes mostraron que la administracion de
las IgG anti-VHS después de la exposicion viral puede reducir la cantidad de infecciones ganglionares agudas en
animales (16, 42). De forma coherente, se demostré que la IgG anti-gD humana recombinante administrada por via
intraperitoneal a ratones con infeccion por VHS-1 corneal se localiza en las fibras nerviosas infectadas con VHS y las
neuronas sensoriales (59). Ademas, la inmunizacion pasiva de animales inmunocompetentes con mAbs especificos
para VHS gD, gC o gB administrada después de la exposiciéon en momentos apropiados demostré proteccion contra
la enfermedad neuroldgica inducida por VHS (13, 16). Sin embargo, de varios estudios en animales también se ha
llegado a la conclusiéon de que la inmunidad humoral por si sola no es eficaz en el control de las infecciones por
VHS.

La potencia protectora in vivo del anticuerpo de los investigadores es independiente de las funciones efectoras
inmunes. También se ha concluido a partir de varios estudios en animales en la bibliografia que la inmunidad
humoral sola no es eficaz en el control de las infecciones por VHS. De acuerdo con este punto de vista, se ha
informado que la administracion de suero hiperinmune anti-VHS-1 es ineficaz para la proteccién de ratones
inmunodeprimidos o inmunodeficientes (47, 48, 50, 51, 56). El tratamiento sistémico de ratones atimicos desnudos
24 h después de la infeccion por VHS-1 con un mAb anti-gD humano prolongé la supervivencia en comparacion con
los controles no tratados, pero no impidié la muerte (58). Otro estudio mostré6 en un modelo de ratén queratitis
estromal inducida por VHS-1, que un mAb anti-gD previno la muerte de ratones con agotamiento de linfocitos CD4T*
o CD8* pero no pudo prevenir la muerte cuando los ratones presentaban agotamiento en ambos subconjuntos de
linfocitos T de forma simultanea ( 64).

Para el conocimiento de los investigadores, por primera vez demostraron la eficacia protectora de un mAb de
reticulacion anti-gB aplicado por via sistémica que previene la propagacion de VHS-1 neuronal completamente
independientemente de los mecanismos y el complemento de los efectos celulares. La especificidad de 2c de mAb
para un epitopo comun de gB que es esencial para la replicacion de VHS y su alta eficacia protectora sin el requisito
de reclutar funciones adicionales de efector inmune indica un gran potencial para este anticuerpo como un nuevo
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agente inmunoterapéutico.
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Ejemplo 4

Ensayo de neutralizacion de virus

Los ensayos de neutralizacion se realizaron en placas de microtitulaciéon en células Vero, ya sea como ensayo de
reduccion de placa con una cantidad excesiva de anticuerpos para determinar la sensibilidad de neutralizacién del
virus o como método de diluciéon de punto final para determinar la titulacion de neutralizacién de la solucién de
anticuerpo. Los ensayos de reduccion de placa se realizaron por incubacion de 250 unidades formadoras de placa
con 20 yg de MAb 2c. Después de dos horas se afadieron 50 pl/pocillo de suspension de células Vero
(1,5 x 10° células/ml). Después de 3 dias las células se tifieron con violeta de cristal. Para la valoracion del punto
final, las soluciones de anticuerpos diluidos (0,025 ml) se incubaron con 100 TCIDs; de VHS-1 en 0,025 ml, y
0,025 ml de complemento de cobaya, diluido a 1:10. Las titulaciones se expresaron como reciprocos de la dilucion
mas alta del suero evitando el efecto citopatico inducido por el virus en un 50 % de los cultivos.

Construccion de mutantes de delecién de gB y expresion en células COS-1.

La construccion de los plasmidos que codifican gB de VHS-1 de longitud completa (gB(1-904) = pMT2gB), gB(1-
720), gB(1-630), gB(1-505), gB(1-503) , gB(1-487), y gB(1-707) se ha descrito en otra parte [30, 31]. Los plasmidos
fueron proporcionados amablemente por Leonore Pereira. Universidad de California, San Francisco. Los plasmidos
que codifican gB(1-130), gB(1-223), gB(183-488) y gB(436-642) se construyeron clonando los amplicones de PCR,
flanqueados por los sitios de enzimas de restriccion Bam HI y Xho |, en el vector de expresion eucariota pSVL
(Amersham Pharmacia, Freiburg, Alemania). Un clon de plasmido subgenémico de la cepa 17+ del VHS-1 [33;
GenBank X14112] que contiene los nucledtidos de gB 52588 a 60362 se us6é como molde en PCR. Para la expresion
de construcciones de gB truncadas en el extremo N-terminal, el ADN que codifica la secuencia sefial de gB se
amplificé mediante PCR con un cebador que contiene un sitio Xhol en su extremo en la posicion 5' y se insert6 en la
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posicion 5' en el ADN que codifica gB de los plasmidos subfragmentados gB(183 -488), y gB (436-642). La correcta
integracion de la insercion y su secuencia se confirmaron mediante secuenciacion de nucleétidos. Las células COS-
1 se cultivaron en cubreobjetos (diametro de 10 mm) colocados en placas de 24 pocillos y plasmidos transfectados
con el método DEAE-dextrano [34]. La expresion de gB y sus derivados truncados se verifico6 mediante microscopia
de inmunofluorescencia indirecta con una mezcla de los anticuerpos monoclonales de gB de raton anti-VHS-1 bien
caracterizados, H1396 y H1781. Las células COS-1 transfectadas y fijadas se hicieron reaccionar con MAb 2c y se
analizaron mediante microscopia de inmunofluorescencia.

Mutagénesis dirigida al sitio de gB y construccion de virus recombinante

Se introdujeron mutaciones de aminoacidos individuales en la gB de VHS-1 mediante mutagénesis dirigida por
oligonucledtidos usando el Sistema de mutagénesis in vitro Altered Sites™ (Promega, Mannheim, Alemania). En
resumen, la secuencia de codificacion de gB dentro de pMT.gB [31] se transfirié en el vector de mutagénesis
fagémido de E. coli pAlter-1. Las moléculas de ADN de pALTER-IgB de una sola hebra se prepararon por infeccion
de células de JM109 de E. coli transformadas con pALTER-IgB con el fago R408. La mutagénesis dirigida al sitio se
realiz6 de acuerdo con el protocolo del fabricante con los cebadores de des emparejamiento (posicion mutada
subrayada) como sigue a continuacion:

Y296N (N = mutacion), 5’-GGGACATGTICACAAAGTC-3"; (SEQ ID NO: 24);

Y296F, 5°-GGGACATGAACACAAAGTC-3'
M297L, 5'-ACGGGGACAGGTACACAAA-3
M297T, 5"-AACGGGGACGTGTACACAA-3

(SEQ ID NO: 25);
(SEQ ID NO: 26);
(SEQ ID NO: 27);

M297V, 5°-ACGGGGACACGTACACAAA-’
S268A: 5'-AAAACGGGGCCATGTACAC-3
P2998, 5°-CGTAAAACGAGGACATGTA-3"
F300Y, 5-TAGCCGTAATACGGGGACA-3*
F3001: 5-TAGCCGTAAATCGGGGACA-3°
Y301IN, 5-GTAGCCGTTAAACGGGG-3'

G302R, 5’-CCCGGTAGCGGTAAAACGG-3"
G302V, 5°-TCCCGGTAGACGTAAAACG-3
¥303N, 5'-ACCCCTCCCGGTIGCCGTAAAACG-3®
R304G, 5'-ACCCCTCCCCGTAGCCGTA-3’
R304L, 5-GACCCCTCCAGGTAGCCGT-3
E305K, 5'-GTGCGACCCCTICCGGTAGCCGT-3
G306A, 5'-GTGTGCGACGCCTCCCGGT-3°
G306V, 5'-GTGTGCGACACCTCCCGGT-3*
S307A, 5"-CGGTGTGCGCCCCCTCCCG-3’

(SEQ 1D NO: 28);
(SEQ 1D NO: 29):
(SEQ 1D NO:; 30);
(SEQ ID NO: 31);
(SEQ ID NO: 32);
(SEQ ID NO: 33);
(SEQ ID NO: 34);
(SEQ ID NO: 35);
(SEQ ID NO: 36);
(SEQ 1D NO: 37);
(SEQ ID NO: 38);
(SEQ 1D NO: 39);
(SEQ ID NO: 40);
(SEQ ID NO: 41);
(SEQ ID NO: 42).

Después de la elongacion y la ligadura del cebador para formar moléculas circulares cerradas covalentemente y
completamente hibridas, el ADN del heterohibrido se transformé en BMH 71-18 mutS de E. coli que no puede
reparar la falta de coincidencia de nucleétidos. Los plasmidos resultantes de los clones resistentes a la ampicilina se
usaron para la transformacion de JM109 de E. coli (recA). La identidad de las mutaciones en los plasmidos pAlter-
IgB resultantes se confirmé mediante secuenciacion del ADN de gB. Después de la mutagénesis, la insercion
mutada se clon6 de nuevo en el vector de expresion pMT2gB resultante en las construcciones respectivas de
pMT.gBmut. Para analizar la reactividad del MAb 2c frente a gB con mutaciones de un solo aminoacido, las células
COS-1, cultivadas en cubreobjetos (10 x 30 mm), se transfectaron con las construcciones pMT,gBmut con el método
de Lipofectamina™/OPTI-MEM™ (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Las células se fijaron después de 44 horas de cultivo con metanol/acetona. La expresion de gBmut se verificd
mediante un analisis de inmunofluorescencia indirecta usando una IgG de conejo anti-VHS 1 policlonal (Dako,
Hamburgo, Alemania).

La glicoproteina B con los intercambios de aminoacidos individuales se insert6 en la cepa F de tipo silvestre de VHS-
1 mediante recombinaciéon homologa entre los genomas VHS-1 y el ADN de pMT,gBmut plasmido. EI ADN
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gendémico de VHS-1 se prepard a partir de reservas de virus por lisis de SDS/proteinasa K durante 1-3 horas a 56 °C
seguido de extraccion en fenol/cloroformo/alcohol iso-amilico y didlisis durante 65 horas (tampon I, NaCl 10 mM,
EDTA 10 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 8; tampén 1I, NaCl 10 mM, EDTA 1 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 7,5). Los plasmidos
de pMT2gBmut se extrajeron con el kit Qiagen Plasmid Midi (Qiagen, Hilden, Alemania). Los virus recombinantes se
prepararon mediante la transfeccion de células Vero con ADN precipitado con fosfato de calcio de acuerdo con el
método de Graham y Van der Eb [35] modificado por Stow y Wilkie [36] o con el método de Lipofectamina ™/OPTI-
MEM ™ (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, para la
transfeccion con el método de fosfato de calcio, se precipitaron aproximadamente 100 ng de ADN de VHS-1 F
purificado con 500 ng de ADN de plasmido y 5 ug de ADN de timo de ternera en 0,436 ml A. bidest. mediante la
adicion de 64 ul de CaCl,; 1 M durante 5 min. Después de la incubacién de las células cultivadas en placas de petri
(diametro 25 cm) con el precipitado de ADN durante 45 minutos y EMEM con suero de ternera fetal al 10 % durante
3 horas, las células se sometieron a un shock con DMSO al 25 % en tampdén HEBS durante 2 min. A partir de ese
momento, el cultivo se continué con EMEM con suero de ternera fetal al 10 % y MAb 2c. Para la transfeccion con
Lipofectamina se usé 1 ug de ADN de VHS-1 DNA y 1 ug de ADN de plasmido. Se seleccionaron placas bien
separadas y se identificaron sistematicamente para detectar la mutacion respectiva mediante secuenciacion de
ciclos de los amplicones de PCR. En general, el nimero de placas obtenidas fue bajo, con experimentos que no
lograron producir ninguna placa en presencia de gB codificada por plasmidos (los experimentos de control sin
presencia de plasmidos que codifican para gB y MAb 2c dieron como resultado numerosas placas). Para someter a
ensayo la reactividad del anticuerpo, se infectaron 3 x 105 células Vero cultivadas en cubreobjetos (8 x 16 mm) con
200 - 300 unidades de virus de formacion de placa en 1 ml de EMEM. Después de 1 hora, el medio de cultivo celular
se reemplazé por EMEM con de suero de ternera fetal al 10 %. Después de incubacion durante 2 dias, las células se
fijaron con metanol/acetona a -20 °C.

Ensayo de inmunofluorescencia

La unién de anticuerpos monoclonales de ratén especificos para gB de VHS a células se detecté usando IgG de
cabra anti-ratén conjugado con DTAF (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Dianova, Hamburgo, Alemania).
Para la deteccion de la unién de IgG de conejo anti-VHS-1, se usé IgG de cabra anti-conejo conjugada con Rojo
Texas o Cy3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Dianova). Para la deteccion de anticuerpos humanos, se us6
IgG de cabra anti-humana conjugada con DTAF (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Dianova).

Sintesis de péptidos unidos a celulosa y barrido (barridos de péptidos, barrido de motivo clave, andlisis de
sustitucion

Todos los péptidos se generaron mediante una sintesis semiautomatica de SPOT™ en membranas de celulosa
Whatman 50 como se ha descrito anteriormente [37, 38]. Después de la sintesis, las membranas se bloquearon
durante una noche en un tampén de bloqueo que contenia un reactivo de bloqueo (IX, Cambridge Research
Biochemicals, Northwich, Reino Unido) en solucién salina tamponada con Tris (Tris 50 mM, NaCl 125 mM, KCI
4 mM, pH 8,0), Tween 20 al 0,05 % (v/v) y sacarosa al 5 % (p/v) (TBST). Después de lavar una vez en TBST, las
laminas se incubaron simultaneamente con MAb 2c (0,5-1,0 ug/ml) y fragmentos Fab de IgG anti-raton conjugados
con POD (exceso de cinco veces; Roche Applied Science, Mannheim, Alemania) y tampén de bloqueo durante 3
horas a temperatura ambiente. Después de lavar la dosis dos veces en TBST, la union del anticuerpo se detectd
mediante el kit de Transferencia de Western de Quimioluminiscencia (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania)
de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Los barridos de péptidos superpuestos (exploraciones de péptidos) [39] se sintetizaron como 15-meros con una
superposicion de 12 aminoacidos (es decir, desplazamiento a lo largo de la secuencia de gB en 3 aminoacidos),
correspondiente a los restos de gB del aminoacido 31 a 505 (cepa 17* del VHS-1 [33] GenBank X14112), y como 13-
meros con una superposicion de 12 aminoacidos ( es decir, desplazamiento a lo largo de la secuencia de gB en un
aminoacido) que corresponde a los restos 296 a 315 de gB.

Para identificar el motivo de union minima dentro del sitio de unién B del MAb 2c, se realizé un barrido del motivo
clave usando 14-meros, formados por un hexamero central derivado de gB abarcado por cuatro restos aleatorios en
cada extremo N- y C-terminales (x1x2x3x4B1B2B3B4BsBex11x12X13X14; X, posicion aleatorizada, B, posicion derivada de
gB fija [40]. Con cada péptido, la secuencia hexamérica se desplazé en un aminoacido comenzando en la posicion
V295 de gB y abarcando la secuencia hasta la posicion A315 de gB.

La relevancia de los aminoacidos individuales para la union de MAb 2c dentro del sitio de unién A de gB se analizé
mediante un andlisis sustitutivo del péptido 17sRYSQFMGIFEDRAPYV 192, (SEQ ID NO: 43) realizado mediante el
intercambio sucesivo de cada aminoacido por todos los otros 19 aminoacidos naturales como se al escrito
anteriormente [40 -42].

Experimentos de proteccién de ratones y ratéon

Los ratones hembra C57BL/6J (H-2°) se obtuvieron en Charles River Wiga (Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Alemania) y se usaron cuando tenian entre 33 y 37 dias de edad. Los experimentos se realizaron tal como se ha
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descrito anteriormente [1, 2]. En resumen, los ratones se inocularon por via intravaginal con 2 x 108 TCIDso de VHS-1
en 0,1 ml de EMEM con suero de ternera fetal al 10 %. Veinticuatro horas antes de la inoculacion viral, a los ratones
se les administré, mediante una inyeccion intraperitoneal de 0,5 ml de MAb 2c, suero inmunitario policlonal o medio
de cultivo precipitado. La preparacion de suero inmune estandar humana usada (Beriglobin S™, CSL Behring,
Alemania) tenia una titulacion de neutralizacion independiente del complemento de 1:1280 con respecto a VHS-1 en
0,025 ml y se diluyd para la aplicacion cuadruple en medio de Iscove. La preparacion de reserva de MAb 2c tenia
una titulacién de neutralizacion independiente del complemento de 1:640 y se diluyé dos veces para contener la
misma actividad neutralizante que el suero inmune policlonal. La titulacion de ELISA de las diluciones de anticuerpos
aplicadas fue entre 105 y 105% cuando se determiné el acuerdo con el método de Kahlon y Whitley [43] usando IgG
de conejo para ratén y ser humano conjugada con peroxidasa. Para controles, volimenes equivalentes del medio de
Iscove se trataron de la misma manera. Los ratones de control a los que se administré el medio de cultivo fueron
equivalentes a los controles que recibieron un MAb no especifico para VHS [1]. Los frotis vaginales se tomaron cada
dos dias después de la inoculacién viral y se analizaron en busca de virus en monocapas de células Vero. Las
titulaciones de virus se determinaron en placas de microtitulacion con TCIDsg por 0,05 ml de acuerdo con el método
de Reed y Muench [44].

Resultados

Los primeros 487 aminoacidos de gB son necesarios para la union de MAb 2c

Para obtener una primera vision general de la region de la glicoproteina B necesaria para el plegamiento correcto del
epitopo de MAb 2c, se expresaron una construccion de gB de VHS-1 de longitud completa y un conjunto de
construcciones de gB truncada en el extremo carboxi-terminal en células COS-1 como se indica en la seccion
Métodos. La expresion de gB se verificd mediante microscopia de inmunofluorescencia indirecta usando una mezcla
de los MAb especificos para VHS de murino H1396 y H1781. La unién de MAb 2c también se visualizé mediante un
ensayo de inmunofluorescencia indirecta. Como se muestra en la Tabla 7, la proteina de longitud completa y los
derivados truncados gB(1-720), gB(1-630), gB(1-505), gB(1-503) y gB(1-487) fueron reconocidos por MAb 2c. Por el
contrario, el MAb 2c¢ no logré unirse a gB(1-470), gB(1-223) y gB(1-30). Ademas, no se observo reaccion con dos
construcciones con ambos truncamientos N- y C-terminales (gB(183-488), gB(436-642)). Estos resultados indicaron
que el epitopo de MADb 2c esta localizado dentro de los primeros 487 residuos amino terminales.

Tabla 7 Unidn de MAb Zc a glicoproteina B (oB) de wHS-1 truncada
expresads en células COS-1.

construcciones de gB* Reactividad*
oB( 1-904) (gB de longitud completa) +
qB(1-720) +
gBi1-630) .
gBi1-505) .
nB(1-503) .
oB(1-487) +
oB(1-470) }
nB(1-223) }
oB(1-130)

oB(183-485)
B(436-642)
pSyL

*La expresion de todas las construcciones de gB se confirma mediante
inmunofluorescencia directa con los anticuerpos monoclonales H1 396y H1 781 [30-32]
especificos de gB de WYHS.

*= | g unidn de MAD 2c se detectd mediante inmunofluorescencia directa.

+ indica unidn a MAb 2c, -, indica fallo en la unidn & Mab 2c.

=+ gL, vector de expresidn, usado como control negativa.

MADb 2c reconoce secuencias de dos regiones de gB diferentes
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Dado que el mapeo fino del epitopo reconocido por el MAb 2¢ no fue posible usando construcciones de deleciéon de
gB expresadas en células COS-1, se realizd un barrido derivado de gB de péptidos superpuestos (barrido de
péptidos) sintetizado en soportes de membrana de celulosa continuos por sintesis SPOT'. Los péptidos, que
abarcan la region gB del aminoacido 31 a 505, se sintetizan como 15-meros, con un solapamiento de 12
aminoacidos (es decir, que se desplazan a lo largo de la secuencia gB en 3 aminoacidos), dando como resultado un
total de 155 péptidos. La union de MAb 2c se mostré mediante la incubacién simultanea con anticuerpos primarios
(MADb 2c) y secundarios (Fab de IgG anti-ratéon conjugado con POD) y la deteccion por quimioluminiscencia. Como
se muestra en la Fig. 22, se encontré que el MAb 2c se une a cinco péptidos dentro de dos regiones gB distintas,
denominados sitios A y B. El sitio A comprende tres péptidos consecutivos correspondientes a los restos de gB,
17sFGHRYSQFMGIFEDRAPVPFE 195 (SEQ ID NO: 44) (secuencia comun 1g1QFMGIFEDR1g9 (SEQ ID NO: 45), y en
el sitio B dos péptidos consecutivos que abarcan los restos 206SPFYGYREGSHTEHTSYA315 (SEQ ID NO: 46)
(secuencia comin 301 YGYREGSHTEHT312 (SEQ ID NO: 47).

Identificacion de la longitud minima del sitio de unién B para MAb 2¢c

Dado que el péptido 90 (Fig. 22; 206SPFYGYREGSHTEHT302 (SEQ ID NO: 48) presentaba la intensidad de sefial
mas fuerte, los investigadores realizaron la hipdtesis de que el sitio de union B es el determinante dominante para la
union de MADb 2c. Por lo tanto, los investigadores identificaron la longitud minima de el sitio B que se requiere para la
union de MAb 2c usando un barrido de péptido unido a celulosa de mayor resolucion. Con los péptidos de 13 meros
que abarcan los restos derivados de gB 296 a 315 con un solapamiento de 12 aminoacidos (es decir, €l
desplazamiento a lo largo de la secuencia de gB en un solo aminoacido) los investigadores hicieron sintesis por
duplicado. La reactividad de MAb 2c con cinco péptidos consecutivos se observé después de un procedimiento de
incubacion y deteccion como se ha descrito anteriormente. En la Fig. 23 se muestra una alineamiento de las
secuencias de los cinco péptidos reactivos. La secuencia comun para los cinco los péptidos fue 300F YGYREGSH30s
(SEC ID NO: 49).

En un segundo enfoque, se aplicé un método de escaneo de motivos clave, usando 14-meros cada uno consistiendo
en seis aminoacidos derivados de gB flanqueados en ambos extremos por cuatro posiciones aleatorias. En este
ensayo, las cuatro posiciones terminales de cada molécula peptidica representaron una secuencia aleatoria en la
que los aminoacidos se incorporaron estadisticamente. Cada aplicacién puntual contenia de ese modo una amplia
mezcla de péptidos con una multitud de secuencias en las posiciones peptidicas externas, pero todas con la misma
secuencia derivada de gB en las posiciones peptidicas de cinco a diez. Los hexameros centrales derivados de gB
abarcaban la region gB desde el resto V295 a A315 y se desplazaban a lo largo de un aminoacido. Se eligié una
secuencia de gB hexamérica porque se sabe que mas de un 75 % de los epitopos no lineales comprenden un tramo
secuencial de una longitud maxima de 4 a 7 residuos [45]. La reactividad de MAb 2c se observé con los dos péptidos
consecutivos xxxx3p0F YGYREzpsxxxx (SEQ ID NO: 21) y xxxx300Y GYREG30exxxx (SEQ ID NO: 50) (Fig. 24). Por lo
tanto se considerd que la secuencia 300F YGYREG306 (SEQ ID NO: 51) era el motivo de unién minima de los péptidos
del sitio B requerido para la interaccién con MAb 2c.

Identificacion de restos individuales fundamentales para la unién de MAb 2c en el sitio B por gB mutada

Para confirmar el sitio de unién B para el MAb 2c en el contexto de la proteina plegada de forma nativa y completa,
los investigadores alteraron la secuencia de aminoacidos de la gB de longitud completa, clonada en pMT.gB, por
intercambios de aminoacidos individuales dentro del sitio de unién B. Usando un sistema basado en fagémidos para
mutagénesis dirigida al sitio, se generaron varias construcciones de gB con intercambios de aminoacidos
individuales. Después de la expresion de las células gB en COS-1 mutadas, la unién de MAb 2c se analiz6 mediante
un ensayo de inmunofluorescencia. Como se muestra en la Tabla 8, se identificé una serie de restos de gB que
resultaron ser fundamentales para la union de MAb 2c. En detalle, la sustitucion del resto P en la posicion 29 de gB
por S, F300 por Y e |, respectivamente, Y301 por N, G302 por R y V, respectivamente, Y303 por N, R304 por Gy L,
respectivamente, y E305 por K, dio como resultado una pérdida completa de la uniéon de MAb 2c, lo que indica que
cada uno de los restos en las posiciones 299 a 305 tienen una participaciéon fundamental en la formacion de
epitopos, ya sea representando restos clave que interactuan a través de sus cadenas laterales con el anticuerpo o
influyendo en la adecuada general o local plegamiento de la proteina gB necesario para formar la conformacion del
epitopo reconocido por el anticuerpo. La expresion de las células gB en COS-1 mutadas se verificd mediante la
incubacion conjunta de las células con el MAb 2c murino y un suero inmune de IgG de conejo anti-VHS policlonal
seguido de identificacion mediante coincubacion con la IgG anti-raton conjugada con DTAF (fluorescencia de color
verde si el MAb 2c estaba unido) y anticuerpos anti-conejo conjugados con Rojo Texas o Cy3 (fluorescencia de color
rojo de las mismas células). Por el contrario, el intercambio del Unico resto de gB Y296 para N y F, respectivamente,
M297 para L, Ty V, respectivamente, y S298 para A, asi como G306 para Ay V, respectivamente, y S307 para A no
influyo en la union de MADb 2c.
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Tabla & Unidn de MAb 2c a variantes de dlicoproteing B (gB) de longitud completa de WHS-1
gue contienen intercambios de un solo aminodcido, expresados en células COS-1.

Wariantes de gB Reactividad™
Y 2GEM* +
Y 296F +
M297L +
M297T +
297 +
52984 +
P20495 Sk
Faooy -
Faonl -
YA0TH -
G302R -
F302V -
A0 -
R304G -
R304L -
E305k -
G306A +
G30EY +
2307A +

*El aminoacido de tipo silvestre se proparciona antes del ndmero de posicion de gB
mientras que el resto introducido se proporciona detras del ndmero de posicidn.

La expresion de todas las variantes de 9B se confirmd mediante

inmunofluorescencia obtenida por co-incubacidn de las células con un suem de g3 de
conejo anti-wHS-1 policlonal.

** | aunidn de MAb 2c 58 sometid ensayo mediante inmunofluorescencia indirecta.

+, indica unidn & WAk 2c, -, indica fallo en la union a Mab 2c.

=* Parg evaluacion de este resultado particular, véase (3 seccidn de Discusidn.

Identificacion de restos individuales fundamentales para unién de MAb 2c al sitio B con virus mutantes

Para aproximarse mas a las situaciones in vivo, el impacto de los aminoacidos individuales del sitio B se analizé aun
mas usando cinco variantes de VHS-1 bien caracterizadas (R126. R1375, B4.1. R1435, R233), cada una de las
cuales contiene una mutacién de aminoacido en gB [27-29] y por virus mutantes (VY301N [Y en la posicion 301
sustituido por N], vG302R, vG302V) generados en el presente estudio, tal como se indica en la seccion Métodos. Se
infectaron células Vero en portaobjetos con 200 - 300 unidades formadoras de placa de estos mutantes o de los
virus de tipo silvestre precursores VHS-1 F y KOS 321. Los ensayos de inmunofluorescencia indirecta demostraron
que el MAb 2 ¢ no se unio a las células infectadas por los virus vY301N, vG302R, vG302V, R126 (Y303 sustituido
por N), R1375 (R304Q) y B4.1 (E305K) mientras que MAb 2c reacciond con las células infectadas con los mutantes
R1435 (H308Y), R233 (R328H), asi como con los virus de tipo silvestre (Tabla 9).
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Tabla 9 Sensibilidad virus de tipo sivestre de WYHS-1 v mutantes de gB viral & la unidn
neutralizacion con MAh 2c.

Yirus [Ref] nidn* Meutralizacidn® *
Cepa F de tipo silvestre [24] + +
Cepa K0S 321 de tipo silvestre [26] + +

mMutantee F vy 301N [este estudiody] - -
mMutante F vG302R [este estudio] - -
mMutante F wG302 [este estudio] - -
Mutante F B126 {F303M) [27, 28] - -
Mutante F R1375 (R3040) [27, 28] - -
Mutante KOS B4.1 (E305K) [29] - -
Mutante F B1435 (H308Y) [27, 28] + +

Mutante F R233 (R3I28H) [27, 28] + +

La expresion de 9B se confinmo para todos (05 virus mediante inmunofluorescencia obtenida
con unsuem de lgG de conejo anti-YHS-1 policlonal, +, indica WAL 20 gue S une a células
Vero infectadas detectado mediante inmuonofluorescencia indirecta, -, indica fallo en la unidn
ahab 2.

** + indica neutralizacidn de virus con Mah 2c, - indica fallo en de neutralizacidn de virus.

=* E| aminoacido de tipo silvestre se proporciona antes del ndmero de posicidn de B
mientras gue el resto introducido se proporciona detras del ndmero de posicidn.

Para determinar si los restos identificados como fundamentales para la union de MAb 2c a gB también eran
fundamentales para la actividad neutralizante del anticuerpo, se realizaron ensayos de neutralizacion usando 250
unidades formadoras de placas de los mutantes virales o virus de tipo silvestre. Como se muestra en la Tabla 9, las
cepas F y KOS 321 de tipo silvestre, asi como los mutantes R1435 (H308Y) y R233 (R328H) se neutralizaron
completamente con MAb 2c. Por el contrario, el MAb 2c fall6 completamente en la neutralizacion de los virus
mutantes vY301N, vG302R, vG302V, R126 (Y303N), R1375 (R304Q) y B4.1 (E305K), lo que indica que cada uno de
estos restos es una diana esencial para formar el epitopo requerido para las capacidad de neutralizacién de MAb 2c.
Tomados en conjunto, los resultados obtenidos por anadlisis de péptidos y proteinas mutadas mostraron que los
restos 299 a 305 son importantes para la formacion de epitopos, asi como para la bioactividad in vitro de MAb 2c.

Formacién de mapas de epitopos mediante experimentos de proteccién en ratén

Para analizar si el efecto protector de MAb 2c in vivo también depende de los aminoacidos particulares en el sitio B,
se inocularon un total de 168 ratones C57BL/6 por via intravaginal con los virus mutantes o las cepas precursoras de
tipo silvestre 24 horas después de la inyeccion intraperitoneal de MAb 2c. Para comparacion, se administré un suero
inmune policlonal ajustado a la misma potencia neutralizante. Los experimentos se realizaron como se ha descrito
anteriormente [1, 2]. Como se muestra en la Fig. 25, el MAb 2c fue ineficaz en ratones inoculados con mutantes
R126 (Y303N), R1375 (R304Q) y B4.1 (E305K) mientras que fue eficaz en ratones inoculados con los mutantes
R1435 (H308Y) o R233 ( R328H) o virus de tipo silvestre. Sin embargo, los experimentos con los mutantes virales
R126, B4.1 y R233 se vieron ligeramente obstaculizados por el hecho de que la replicacion viral de estos mutantes
en las membranas mucosas de los ratones no fue eficaz. En particular, el mutante R126 presenté una capacidad de
replicacion muy baja. Por lo tanto, el curso de la infeccion no se diferencié entre los ratones infectados con R126
tratados con MADb 2c, suero inmune policlonal o el fluido de control. En conjunto, los resultados de los experimentos
de proteccion con ratones demostraron claramente que los restos Y303, R304 y E305 de gB son esenciales para
que el MAb 2c muestre su efecto protector in vivo.

Caracterizacion del sitio A para la union de MAb 2¢

Los resultados de la formacion de mapas de epitopos de MAb 2c con el enfoque de barrido de péptidos (Fig. 22)
inicialmente sugirieron que el sitio de unién A con la secuencia comun 151QFMGIFEDR1g9 €s un componente de un
epitopo discontinuo formado junto con el sitio B y potencialmente otras regiones que podrian no ser detectables con
péptidos segmentados, sino que forma parte del epitopo funcional en la proteina plegada de forma nativa. Sin
embargo, el sitio A sorprendentemente no estaba situado en la superficie de la estructura tridimensional del trimero
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de gB [21]. Ademas, los sitios A y B no estan muy cerca en la superficie de gB y no se podian cubrir de forma
simultanea por el area promedio de un paratopo de anticuerpo.

Para investigar la relevancia del sitio A, los investigadores comenzaron a generar construcciones de gB y mutantes
virales con intercambios de aminoacidos individuales. Sin embargo, los esfuerzos para demostrar la importancia de
estos aminoacidos en el sistema bioldgico no fueron recompensados debido a que la sustitucion de cualquiera de
estos restos en construcciones de gB y en mutantes virales no fue seguida por la pérdida de unién del anticuerpo,
probablemente debido a la presencia del motivo del sitio B en la molécula (los datos y los cebadores de mutagénesis
no se muestran).

Con el fin de estudiar la importancia relativa de cada aminoacido del péptido 50, 170RYSQFMGIFEDRAPVg, (SEQ
ID NO: 43), identificado por el enfoque de barrido de péptidos, los investigadores realizaron un andlisis sustitutivo
completo. Por lo tanto, todos los posibles analogos de sustitucion de un solo sitio (es decir, cada posicion sustituida
por todos los otros 19 aminoacidos proteinogénicos) se sintetizan mediante la sintesis de SPOT™ y se somete a
ensayo para union de MAb 2c. La mayoria de las posiciones del péptido se podrian intercambiar por varios
aminoacidos fisicoquimicamente diferentes sin pérdida de unién. El motivo 1gsFED1gs, sin embargo, se conservo, es
decir, la alteracion de estos aminoacidos se asocio con la pérdida de la unién del anticuerpo (los datos no se
muestran). Por lo tanto, los investigadores plantearon la hipétesis de que el sitio A o predominantemente el motivo
186FED1sg imita una parte del epitopo de MAb 2c discontinuo.

Para someter a ensayo este supuesto, los investigadores disefiaron por via informatica un péptido de 12 meros,
PFYGYRE-G-FEDF (SEQ ID NO: 52), formado por los restos situados en el sitio de union B de MAb 2c
(200PFYGYRE305 (SEQ ID NO: 53)) que los investigadores encontraron que eran biolégicamente importantes (Tabla
8), un conector de glicina y un motivo C-terminal FEDF derivado de la secuencia mas critica del sitio A. La unién de
MADb 2c a este péptido se midi6 en comparacién con el péptido 20sSPFYGYREGSHTEHT302 (SEQ ID NO: 48) que
presentaba la reactividad mas fuerte en el barrido de péptidos de 15 unidades (Fig. 22). Ambos péptidos se
sintetizaron en una membrana celulosa y se sometieron a ensayo con MAb 2c como se describe en Métodos. Como
se muestra en la Fig. 26, la sefal del péptido de combinacion PFYGYRE-G-FEDF (SEQ ID NO: 52) fue mucho mas
intensa en comparacion con el péptido del sitio B solo, pero el tiempo de exposicion de la pelicula de rayos X fue
solo uno cuarto de la de la exploracion de péptidos 5-mer. Este hallazgo apoya firmemente la suposicion de que el
MADb 2c reconoce un epitopo discontinuo que comprende i) el sitio B del resto 299 al resto 305 (PFYGYRE) (SEQ ID
NO: 53), y ii) una o mas regiones discontinuas adicionales que pueden ser imitadas por la secuencia FEDF (SEQ ID
NO: 54).

Discusién

El objeto del trabajo actual fue hacer mapas del sitio de unién para el MAb 2c en la glicoproteina B del virus del
herpes simple e identificar los restos fundamentales del epitopo. Con un conjunto de versiones truncadas en el
extremo C-terminal de la proteina gB expresada de forma recombinante, se encontré6 que los 487 restos N-
terminales son necesarios para la unién de MAb2c. La eliminaciéon adicional de 17 o mas aminoacidos del extremo
C-terminal dio lugar a una pérdida de la union del anticuerpo, aunque la sintesis de células transfectadas de forma
transitoria de todas las versiones eliminadas de gB se podria determinar facilmente. Para reducir la ubicacion del
epitopo, se construyeron dos mutantes de delecién adicionales, gB(183-488) y gB (436-642), cada uno fusionado
con la secuencia del péptido sefal (aminoacidos 1-30). Como MAb2c no se unié a ninguna de estas ultimas
proteinas gB truncadas, lo que contradice la suposicion inicial de los investigadores de que el epitopo de MAb 2c
podria estar localizado entre los restos 470 y 487, decidieron cambiar a una estrategia alternativa de formacion de
mapas de epitopos usando péptidos sintéticos.

Muchos epitopos de linfocitos B son de naturaleza discontinua [46]. La formacién de mapas de estos epitopos
discontinuos usando fragmentos de proteinas, es decir, péptidos, generados quimica o biolégicamente, adolece del
inconveniente de que los péptidos obtenidos a partir de regiones de unién Unica generalmente tienen afinidades muy
bajas para la pareja de union que generalmente no se pueden medir en ELISA o ensayos de resonancia de
plasmones de superficie. En las ultimas dos décadas, se han descrito varios ejemplos de investigaciones en estudios
de formacion de mapas de epitopos discontinuos con péptidos sintetizados en superficies continuas [47-50]. En
términos de sensibilidad, el método SPOT™ es especialmente adecuado [37] debido a la alta densidad de péptidos
en las membranas de la celulosa (aprox. 50 nmol/cm?). Esto conduce a efectos de avidez y de nueva unién vy, por lo
tanto, permite la identificacion incluso de las interacciones péptido-anticuerpo de baja afinidad. Una revision
exhaustiva que cubre mas de 600 citas hasta 2006 resume ampliamente los estudios sobre la formacién de mapas
de epitopos lineales y discontinuos usando la tecnologia SPOT™ para sintesis de péptidos [51].

Después de la localizacion del epitopo de MAb 2c dentro de los 487 restos de gB del extremo N-terminal, se
consiguié un mapeo fino de los aminoacidos fundamentales para la union del anticuerpo mediante el enfoque de
barrido de péptidos combinado con el método de sintesis SPOT™. Como se muestra en la Fig. 20, el MAb 2c
reaccion6 con mas fuerza al péptido de 15-meros, 206SPFYGYREGSHTEHT312 (SEQ ID NO: 48), localizado en el
sitio B de unioén, lo que lleva a la suposicion de que esta secuencia esta predominantemente involucrada en el
reconocimiento del MAb 2c. Posteriormente, la secuencia de reconocimiento en el sitio B se pudo refinar mediante
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una exploracion de péptidos de mayor resolucion a los aminoacidos 300 a 308. La confirmacion final de los restos
fundamentales del epitopo se logré mediante un enfoque bioldgico que estudia la union de MAb 2c a las células
transfectadas con longitud completa. Las construcciones de gB que llevan mutaciones de un solo punto, dan como
resultado la secuencia 300FYGYRE30s (SEQ ID NO: 21). Ademas se encontré que el residuo de prolina 299 era
importante in vivo a pesar de su exposicion superficial muy limitada en la estructura gB tridimensional [21]. Sin
embargo, debido a las restricciones de conformacion de la cadena lateral de prolina, como resultado de su
naturaleza ciclica, la prolina a menudo estabiliza una secuencia de proteinas en una estructura fija. También se
supone que este resto es esencial para el plegamiento local de gB en el sitio de union del anticuerpo. El impacto de
los restos fundamentales identificados se corroboré mediante experimentos de proteccién con ratones que
demostraron que el efecto protector del MAb 2c in vivo se elimina cuando los restos fundamentales se mutan. En
conjunto, estos datos demuestran que los aminoacidos 300 a 305 forman la parte esencial del epitopo de MAb 2c
energético.

Como se esperaba, los mutantes de VHS con mutaciones de un solo punto de los restos clave dentro del sitio B eran
resistentes a la union y neutralizacion de MAb 2c. Sin embargo, la mayoria de los mutantes virales se encontraron
muy discapacitados, presentando un crecimiento deficiente en el cultivo celular o las membranas mucosas.
Especialmente el resto de fenilalanina en la posicién 300 parece ser fundamental para la funcion bioldgica de gB, ya
que los intentos de generar mutantes de virus viables con un intercambio de aminoacidos en esa posicion no han
tenido éxito hasta el momento. Este hecho puede indicar un papel importante de este motivo gB en el ciclo litico del
virus. Por lo tanto, es interesante especular que el epitopo de MAb2c puede representar en cierto modo el taléon de
Aquiles de gB.

La formacion de mapas de epitopos inicial mediante barrido de péptidos indicé que el MAb 2c reconoce una region
de gB adicional, denominada sitio A. La determinacion de los restos fundamentales en ese sitio se realizé6 mediante
un analisis de sustitucion en el péptido 17sRYSQFMGIFEDRAPV19, que demuestra que los restos F186, E187 y
D188 eran altamente sensibles a la sustitucion. La relevancia de estos aminoacidos en el sistema biolégico no se
pudo demostrar porque la sustitucion de estos restos en construcciones de gB y en mutantes virales no afectaba ala
union del anticuerpo, debido probablemente a la presencia del motivo del sitio B en la molécula.

Basandose en la estructura cristalina recientemente determinada del dominio de gB externo [21], el mondémero de gB
se dividié en seis dominios estructurales distintos. EI dominio | comprende los aminoacidos 154 a 363. De acuerdo
con los resultados presentados en el presente documento, los restos del epitopo energético mas importante del MAb
2c (sitio B) residen en el dominio estructural I. Al superponer los restos fundamentales del sitio B en la estructura
cristalina de gB es evidente que estos restos estan situados en la superficie de gB dentro de un tramo en forma de
bucle de 22 aminoacidos entre dos cadenas 3 (313, B14) en el tercio superior del dominio estructural I. Los restos
del sitio A 1gsFED1gs también se localizan en el dominio estructural | pero en la base del dominio | de gB en una
pequefa cavidad apenas expuesta, lo que implica que los dos sitios no estan en una proximidad espacial. Sin
embargo, debido a las similitudes estructurales de gB con otras glicoproteinas virales y de acuerdo con resultados
de mutagénesis de insercion de conector, se sugiere que la estructura cristalina represente una forma de gB
posterior a la fusiéon [52-54]. Sin embargo, el virién contiene la forma de fusién previa de gB y se sugiere que los
anticuerpos neutralizantes deberian reconocer la conformacion de fusién previa de gB [21]. Sin embargo, estudios
recientes han indicado el reconocimiento de gB tanto antes como después de la fusion por todos los MAbs
especificos de gB sometidos a ensayo [55].

Una explicacién alternativa mas atractiva, basada en los datos experimentales en combinacién con la localizacion
del sitio A dentro de la estructura tridimensional de gB [21] y en relacién con el sitio B, podria ser que el sitio A no es
un componente del epitopo discontinuo de MAb 2c . Los resultados del barrido de péptidos y el andlisis de
sustitucion sugieren que la imitacion de una o mas regiones del epitopo discontinuo que son obviamente
indetectables por las metodologias aplicadas. Todo el epitopo funcionales decir, todos los aminoacidos que estan en
contacto con MAb 2c, a diferencia del epitopo energético que reside principalmente en los restos 300 a 305 del sitio
B, solo se pueden detectar mediante rayos X o técnicas RMN del complejo antigeno-anticuerpo [56, 57].

La hipotesis de que el sitio A y especialmente el motivo FED imita otra parte del epitopo discontinuo fue claramente
respaldada por el intento de combinar los restos fundamentales del sitio B con la secuencia FEDF obtenida a partir
del sitio A a través de un resto de glicina como un elemento espaciador flexible dentro de una molécula unida con
enlace covalente (Fig. 26). Este péptido disefiado por mediante ingenieria dio como resultado un inmenso aumento
de la intensidad de la sefal cuando se compar6 con el péptido 90 del sitio B (véase la Fig. 22) que se correlaciona
con un aumento de la afinidad. La imitacion de los sitios de unién discontinua por péptidos que abarcan regiones de
union Unica reunidas en una molécula sintética se ha descrito en varias publicaciones, por ejemplo, un imitador de
interleuquina-10 para un anticuerpo que reconoce un epitopo discontinuo [49].

Varios investigadores han usado durante afios los anticuerpos monoclonales para identificar los dominios
funcionales de gB de VHS [30, 32, 58-60]. Un estudio reciente sugirié la existencia de al menos cuatro regiones
funcionales, dispersas en toda la estructura de gB tal como se define mediante el patron de unién de MAbs
neutralizantes a gB [55]. De acuerdo con estos resultados, el epitopo de MAb 2c se localiza dentro de la region
funcional (FR) 1 que esta formada por el dominio estructural | y la secuencia del resto 697 a 725 del dominio
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estructural V, este ultimo se extiende desde los restos 670 a 727. De forma interesante, tres de los MAbs
neutralizadores mas potentes generados por Bender et al. [55] también se han hecho mapas del dominio estructural
| dentro de FR1 tal como se determina mediante la reactividad con un fragmento de escision proteolitica de gB que
incluye los restos 98 a 472.

El MAb 2c, provocado por el tipo o 1 del VHS, tiene reactividad cruzada con el tipo o 2 del VHS [1, 2]. Por lo tanto,
los investigadores compararon las secuencias de aminoacidos de los sitios A y B de gB de VHS-1 con las de VHS-2.
En las 53 gB del VHS-2 de longitud completa encontradas en la base de datos de proteinas de NCBI (estado 30 de
julio de 2010), las secuencias de gB de VHS-1 47sRYSQFMGIFEDRAPVis; (SEQ ID NO:43) vy
208SPFYGYREGSHTEHT312 (SEQ ID NO: 48) estaban presentes.

Dado que el objeto principal de la terapia anti-VHS es eliminar rapidamente la replicacién viral, el MAb 2c podria
proporcionar una herramienta potencial para tratar las infecciones por VHS de tipos 1 y 2. En principio, se pueden
perseguir dos estrategias. En primer lugar, si se pudiera demostrar que los anticuerpos de la especificidad y la
bioactividad del MAb 2c se pueden inducir mediante péptidos obtenidos a partir del sitio B o el epitopo imitado
PFYGYRE-G-FEDF (SEQ ID NO: 52), la inmunizacion activa se podria concebir. Un enfoque alternativo para
explotar el potencial profilactico y terapéutico del MAb 2c podria ser convertir el anticuerpo de ratén en una molécula
humanizada para inmunizacién pasiva, ademas de quimioterapia antiviral bien establecida.
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Met Arg Lys Arg Arg Asn Thr aAsn Tyr Thr G1n val Pro Asn Lys Asp
88? 890 855

Gly Asp Ala Asp Glu Asp Asp Leu
900

<210> 14

<211> 904

<212> PRT

<213> cepa HG52 de VHS2

<400> 14

Met Arg Gly Gly Gly Leu Ile Cys Ala Leu val val Gly Ala Leu val
1 5 10 15

Ala Ala val Ala ser ala Ala Pro Ala ala Pro Ala Ala Pro Arg Ala
20 25 30

Ser Gly g}y val ala ala Thr Xg] Ala ala Asn Gly g}y Pro Ala Ser

Arg Ego Pro Pro val Pro ggr Pro Ala Thr Thr Egs Ala Arg Lys Arg

Lys Thr Lys Lys Pro Pro Lys Arg Pro Glu Ala Thr Pro Pro Pro Asp
65 70 75 80

Ala Asn Ala Thr val aAla Ala Gly His Ala Thr Leu Arg Ala His Leu
85 90 a5

Arg Glu Ile Lys val Glu Asn Ala Asp Ala G1n Phe Tyr val Cys Pro
100 105 110

Pro Pro Thr Gly Ala Thr val val Gln Phe Glu GIn Pro Arg Arg Cys
115 120 125

Pro Thr Arg Pro Glu Gly GIn Asn Tyr Thr Glu Gly Ile Ala val val
130 135 14

Phe Lys Glu Asn Ile Ala Pro Tyr Lys Phe Lys Ala Thr Met Tyr Tyr
145 150 155 160

Lys asp val Thr val Ser GIn val Trp Phe Gly His Arg Tyr Ser Gln
165 170 175

Phe Met Gly Ile Phe Glu Asp Arg Ala Pro val Pro Phe Glu Glu val
180 185 190

Ile Asp Lys Ile Asn Thr Lys Gly val Cys Arg Ser Thr Ala Lys Tyr
195 200 205
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Ala

Gly

val

ASn

770

val

Pro

ASp

Gly

Met

850

LysS

Arg

Ala

Ala

Leu

675

Ile

GIn

Asp

Met

Gly

Pro

Ala

Met

Pro

Phe

835

Ala

Gly

Lys

Gly

Lys

Leu

Ala

Gly

Gly

Phe

Ala

Lys

Asp

Leu

Thr

Arg

val

Asp

ASp

His

Asn

725

ASD

val

Gly

Phe

Ala

805

Gly

Glu

val

Ser

Asn

885

Glu
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Thr

His

S5er

Asp

710

Ala

Leu

val

Ala

Phe

790

Leu

val

Ala

Ser

Ala

870

Lys

Asp

Thr

Glu

Gly

Leu

Ala

Gly

Ser

Leu

775

Ala

Ty

Gly

Lys

Ala

855

Leu

Ala

Glu

val

Phe

680

Leu

Arg

Met

Arg

Ala

760

Ala

Phe

Pro

Gly

Leu

840

Met

Leu

Arg

Leu

62

Ser

665

val

Leu

Phe

Phe

Ala

745

val

val

Arg

Leu

Glu

825

Ala

Glu

ser

Tyr

Thr

Pro

Asp

Ala

Ala

730

val

Ser

Gly

Tyr

Thr

810

Gly

Glu

Arg

Ser

ser
890

Phe

Leu

Tyr

ASp

715

Gly

Gly

Gly

Leu

val

795

Thr

Glu

Ala

Thr

LysS

875

Pro

Ile

Gly

Thr

700

Ile

Leu

Lys

val

Leu

780

Leu

Lys

Glu

Arg

Glu

860

val

Leu

Asp

val

685

Glu

Asp

Cys

val

ser

765

val

GlIn

Glu

Gly

Glu

845

His

Thr

His

Leu

670

Tyr

val

Thr

Ala

val

750

Ser

Leu

Leu

Leu

Ala

830

Met

Lys

Asn

AsSn

AsSn

Thr

Gln

val

Phe

735

Met

Phe

Ala

Gln

Ile

Ala

Met

Ile
Arg
Arg
Ile
720
Phe
Gly
Met
Gly
Ar

80

Thr
Gly
Arg
Arg
val

880

Asp



Met

Ala

val

Pro

Fro

ASN

145

Thr

Ile

Ile

ASD

Tyr

Arg

Ala

Ala

val

50

Pro

val

val

Ala

Glu

130

val

Phe

Asn

Met

210

Leu

Thr

Gly

Gly

val

Ala

35

Pro

Pro

Ala

Glu

Thr

115

Gly

Ala

ser

Glu

Ala

195

Glu

LyS

Asp

Thr

Gly

Ala

20

Thr

ser

Glu

Ala

Asn

100

val

Gln

Pro

GIn

Lys

Thr

Pro

Leu

Thr

Gly
5
Ser
val
Pro
Arg
Gly
85
Ala
val
Asn
Tyr
val
165
Arg
Gly
Thr
Ala

Lys

val
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Leu

Ala

Ala

Ala

Pro

70

His

Asp

Gln

Tyr

LYyS

150

Trp

Ala

val

Ala

Lys

230

Tyr

Asn

Ite

ala

Ala

Thr

55

Glu

Ala

Ala

Phe

Thr

135

Phe

Phe

Pro

Cys

Phe

215

val

ASD

Cys

Cys
Pro
ASD
40

Thr
Ala
Thr
Gln
Glu
120
Glu
LYys
Gly
val
Ar

20

His
Ala

Pro

63

ala

Ala

25

Gly

Arg

Thr

Leu

Phe

105

Gln

Gly

ala

His

Pro

185

Ser

Arg

Thr

Ser

val

Leu

10

Ala

Gly

Ala

Pro

Arg

90

Tyr

Pro

Ile

Thr

Thr

Asp

Arg

Arg

250

Glu

val

Pro

Pro

Arg

Pro

75

Ala

val

Arg

Ala

Met

155

Tyr

Glu

Ala

Asp

Thr

235

val

Glu

val

Arg

Ala

His

Cys

Arg

val

140

Tyr

Ser

Glu

Lys

His

220

Ser

val

Gly
ala
S5er
45

Arg
AsSp
Leu
Pro
Cys
125
val
Tyr
Gln
val
Tyr
255
Glu
Arg

Ala

ASp

Ala

ser

30

Arg

Lys

Ala

aArg

Pro

110

Pro

phe

Lys

Phe

Ile

190

val

Thr

Gly

Fhe

Ala

Leu

15

Gly

Pro

Thr

Asn

Glu

95

Pro

Thr

Lys

Asp

Met

175

ASp

Arg

Asp

Trp

His

Arg

val

Gly

Pro

LYS

Ala

80

Ile

Thr

Arg

Glu

val

160

Gly

Lys

Asn

Met

His

240

Arg

Ser



val

MeT

ser

305

Asp

Leu

Pro

Arg

Thr

385

Leu

Phe

Tyr

ser

ser

Phe

ASD

Glu

TYr

ser

290

Tyr

Leu

Thr

Ala

Ala

370

Thr

Gly

Ala

Tyr

Asn

450

Arg

Ala

Ala

Met

Leu
530

Pro

275

Pro

Ala

Thr

Thr

val

355

Glu

Phe

Asp

Arg

Leu

435

Thr

Lys

ASn

Arg

Leu

515

Thr

260

TYr
Phe
Ala
Thr
Pro
340
Cys
Tyr
Thr

Cys

Leu
Pro
Ala
Leu
500

Gly

Leu

Asp

TYFP

Asp

LyS

325

Lys

Thr

Gly

Thr

Ile

405

Tyr

Thr

Ala

Arg

Ser

485

Gln

Arg

Trp
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Glu

Gly

Arg

Ala

Phe

Met

Gly

ASn

390

Gly

Asn

Gly

Glu

ASn

470

val

Phe

Ile

Asn

Phe

TYyr

Phe

Gln

Thr

Thr

Ser

375

Leu

Arg

Ala

Gly

Leu

455

Ala

Glu

Thr

Ala

Glu
535

val

280

Arg

Lys

ala

val

Thr

ASp

Thr

Phe

440

Tyr

Thr

Arg

TYr

val

520

Ala

64

265

Leu

Glu

GlIn

Thr

Ala

345

Trp

Arg

Ala

Leu

val

Pro

AsSn
505

Ala

Arg

ala

Gly

val

ser

330

Trp

Gn

Phe

TYyr

Ar

41

Ile

Ile

Arg

Ala

Trp

Lys

Thr

Ser

Asp

315

Pro

Asp

Glu

ser

ser

395

Glu

Lys

Ala

Glu

Pro

475

Thr

Ile

Cys

Leu

Gly

His

300

Gly

Thr

Trp

val

Ser

380

Leu

Ala

val

Tyr

Tyr

460

Leu

Thr

Gln

Glu

Asn
540

Asp

Thr

Phe

Thr

val

AS

36

Asp

Ser

Ile

Gly

Gln

445

Met

Arg

ser

Arg

Leu

525

Pro

270

Phe

Glu

Tyr

Arg

Pro

350

Glu

Ala

Arg

ASD

Gln

430

Pro

Arg

Glu

Ser

His

510

Gln

Asn

val

His

Asn

LysS

Met

Ile

val

Arg

Pro

Leu

Glu

Ala

Ile

495

val

Asn

Ala

Tyr

Thr

Arg

Leu

ser

400

Met

Gin

Leu

Gln

Pro

480

Asn

His

Ile



Ala

545

val

val

ATQ

Gly

Glu

625

TYr

ASD

Glu

Lys

Leu

705

Ala

Gly

Gly

Phe

Ala

785

Lys

Ser

Met

GIn

Pro

Gln

610

Pro

val

val

ASp

Asn

ASp

val

Gly

Phe

Ala

Ala

Ala

AsSN

Leu

595

Leu

Cys

Tyr

Thr

His

675

Ser

ASpP

Ala

Leu

val

755

Ala

Phe

Leu

Thr

val

Ser

580

val

Gly

Thr

Phe

Thr

660

Glu

Gly

Leu

Ala

Gly

Ser

Leu

Ala

Tyr

val

ser

565

Met

ser

Glu

val

Fhe

Leu

Arg

Met

725

Arg

Ala

Ala

Phe

Pro
805
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Gly

550

Thr

Arg

Phe

Asn

Gly

Glu

Ser

val

Leu

Phe

710

Phe

Ala

val

val

AT

79

Leu

Arg

Cys

val

Arg

Asn

615

Tyr

Thr

Pro

Ala

val

Ser

Gl

77

Tyr

Thr

Arg

val

ser

Tyr

Glu

Arg

Ala

Phe

Leu

680

Tyr

Asp

Gly

Gly

Gly

Leu

val

Thr

65

val

Pro

ser

585

Glu

Leu

Arg

Tyr

Ile

665

Glu

Thr

Ile

Leu

Leu

Leu

Lys

Ser

val

570

Arg

Asp

Arg

Tyr

Ser

650

ASp

val

Glu

Asp

Cys

val

Ser

val

GlIn

Glu
810

Ala

555

Ala

Fro

Gln

Leu

Phe

635

His

Leu

Tyr

val

Thr

715

aAla

val

Ser

Leuy

Leu

795

Leu

Arg

Pro

Gly

Gly

Thr

620

Ile

Gln

Asn

Thr

Gln

700

val

Phe

Met

Fhe

Ala

780

Gln

Lys

Met

Asp

Thr

Pro

605

Arg

Phe

Leu

Ile

685

Arg

Ile

Phe

Gly

Met

765

Gly

Arg

Thr

Leu

AsSn

Cys

Leu

Asp

Gly

Ser

Thr

670

His

Arg

Arg

Glu

val

750

Ser

Leu

Asn

Ser

Gly

val

575

Tyr

Ile

Ala

Gly

Ar

65

Met

Glu

Asn

ala

ASn

val

Pro

Asp

560

Ser

Glu

Leu

Leu

Ite

ASp
720
Met
Gly
Pro
Ala
Met
800

Pro
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Gly Gly

Asp Glu

Leu val

850

Thr Ser
865

Arg Asn

Asp Glu

<210> 17
<211>15
<212> PRT

<213> artificial

<220>

val

ala

ser

Ala

LyS

Asp

Gly

Lys

Ala

Leu

Ala

Glu
900

Gly

Leu

Met

Leu

Arg

885

Leu

<223> epitopo de unién a Mab 2c

<400> 17

<210> 18
<211>13
<212> PRT
<213>VHS

<400> 18

<210>19
<211>7
<212> PRT
<213>VHS

<400> 19

<210> 20
<211>6
<212> PRT
<213>VHS

<400> 20
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Glu

Ala

Glu

ser

870

Tyr

Gly Glu

Glu Ala
840

Arg Thr

85?

Ser Lys

Ser Pro

Glu

825

Arg

Glu

val

Leu

Gly

Glu

His

Thr

His
890

Ala

Met

Lys

ASn

875

Asn

Glu

Ile

Ala

860

Met

Glu

Gly Gly
8

Arg Tyr

845

Arg Lys

val Leu

Asp Glu

Gly phe
met Ala
Lys Gly
Arg kys

Ala Gly
895

ser Pro Phe Tyr Gly Tyr Arg Glu Gly Ser His Thr Glu His Thr
1 5 10 15

1

val Trp Phe Gly His Arg Tyr
1 5
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GIn val Trp Phe Gly His Arg Tyr Ser GIn Phe Met Gly
5 10
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Tyr Ser Gln Phe met Gly

1 5

<210> 21
<211>6
<212> PRT
<213>VHS

<400> 21

Phe Tyr Gly Tyr Arg Glu
1 5

<210> 22
<211>13
<212> PRT
<213>VHS

<220>

<221> VARIANTE
<222> (7)..(7)

<400> 22

Tyr Ser Gln Phe Met Gly Asx Phe Tyr Gly Tyr Arg Glu
1 5 10

<210> 23
<211> 11
<212> PRT
<213>VHS

<220>
<221> VARIANTE
<222> (4)..(5)
<400> 23

Phe Glu asp Asx Asx Phe Tyr Gly Tyr Agg Glu
1 5 1

<210> 24
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Y296N

<400> 24
gggacatgtt cacaaagtc 19
<210> 25

<211>19
<212> ADN
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<213> artificial

<220>
<223> M296F

<400> 25

gggacatgaa cacaaagtc

<210> 26
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> M297L

<400> 26
acggggacag gtacacaaa
<210> 27
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> M297T

<400> 27

aacggggacg tgtacacaa

<210> 28
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> M297v

<400> 28
acggggacac gtacacaaa
<210> 29
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> S268A

<400> 29
daaacgggge catgtacac

<210> 30
<211>19
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<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> P299S

<400> 30

cgtaaaacga ggacatgta

<210> 31
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> F300Y

<400> 31
tagccgtaat acggggaca
<210> 32
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> F300I

<400> 32
tagccgtaaa tcggggaca

<210> 33
<211> 17
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Y30IN

<400> 33
gtagccgtta aacggygy

<210> 34
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> G302R

<400> 34
cccggtageg gtaaaacgg

<210> 35
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<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> G302V

<400> 35

tcecggtaga cgtaaaacg

<210> 36
<211>24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> Y303N

<400> 36
accccteccyg gttgecgtaa aacg

<210> 37
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> R304G

<400> 37
acccctcece gtageegta
<210> 38
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> R304L

<400> 38

gacccctcca ggtagecgt

<210> 39
<211>23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> E305K

<400> 39

gtgcgacccc ttccggtage <ot
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<210> 40
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> G306A

<400> 40

gtotgcgacyg ccteceggt 19

<210> 41
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> G306V

<400> 41

gtgtgcgaca cctcceggt 19

<210> 42
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> S307A

<400> 42
cggigtgcgc cccctoccyg 19
<210> 43
<211> 15
<212> PRT
<213> VHS
<400> 43

Arg Tyr Ser Gln Phe Met Gly Ile Phe Glu Asp Arg Ala Pro val
1 5 10 15

<210> 44
<211> 21
<212> PRT
<213>VHS
<400> 44

phe Gly His Arg Tyr Ser GIn Phe Met Gly Ile pPhe Glu Asp arg Ala
1 5 10 15

Pro val Pro Phe Glu
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<210>45
<211>9
<212> PRT
<213>VHS

<400> 45

<210> 46
<211>18
<212> PRT
<213>VHS

<400> 46

1

Tyr Ala

<210> 47
<211>12
<212> PRT
<213>VHS

<400> 47

<210>48
<211>15
<212> PRT
<213>VHS

<400> 48

<210> 49
<211>9
<212> PRT
<213>VHS

<400> 49

<210> 50
<211>6
<212> PRT
<213>VHS

<400> 50
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GIn Phe Met Gly Ile Phe Glu Asp Arg
1 5

Tyr Gly Tyr Arg Glu Gly Ser His Thr Ggu His Thr
1 5 1

Ser Pro Phe Tyr Gly Tyr Arg Glu Gly Ser His Thr Glu His Thr Ser
5 10 15

ser Pro Phe Tyr Gly Tyr Arg Glu Gly Ser His Thr Glu His Thr

1

3 10

Phe Tyr Gly Tyr Arg Glu Gly Ser His
1 5
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<211>7
<212> PRT
<213>VHS

<400> 51

<210> 52
<211>12
<212> PRT

<213> artificial

<220>

ES 2715787 T3

Tyr Gly Tyr Arg Glu Gly
1 5

;he TYr Gly Tyr ;S\rg Glu Gly

<223> péptido de unién disefiado por via informatica

<400> 52

<210> 53
<211>7
<212> PRT
<213>VHS

<400> 53

<210> 54
<211>4
<212> PRT
<213>VHS

<400> 54

1

Pro Phe Tyr Gly Tyr Arg Glu Gly Phe ?gju Asp Phe
5

Pro phe Tyr Gly Tyr Arg Glu
1 5

Phe Glu Asp Phe
1
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REIVINDICACIONES

1. Anticuerpo que se une a la glicoproteina gB de VHS1 y VHS2 que comprende las regiones determinantes de la
complementariedad que se muestran en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5, y SEQ ID NO: 6, en las que el anticuerpo tiene una constante de disociacion Kp como maximo de 40 nM,
preferentemente como maximo de 30nM, mas preferentemente como maximo de 20 nM, incluso mas
preferentemente como maximo de 15 nM, como maximo de 13 nM y como maximo de 10 nM.

2. El anticuerpo de la reivindicaciéon 1, en la que el anticuerpo en una concentracion como maximo de 20 nM,
preferentemente como maximo de 16 nM, mas preferentemente como maximo de 12 nM, como maximo de 10 nM, y
lo mas preferentemente como maximo de 8 nM, es capaz de neutralizar una cantidad definida de VHS de
100 TCIDsga un 100 %.

3. El anticuerpo de la reivindicacion 1 o 2, en las que el anticuerpo comprende una secuencia de aminoacidos con
una identidad de secuencias de al menos un 70 % con respecto a los restos de aminoacido que se muestran en las
posiciones 1 a 30,38 a 51,68 299,y 112 a 122 de SEQ ID NO: 9y en las posiciones 1 a 23, 40 a 54, 62 a 93, y 103
a 113 de SEQ ID NO: 10.

4. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en las que el anticuerpo comprende una secuencia de
aminoacidos con una identidad de secuencias de al menos un 80 %, preferentemente un 100 % con respecto a los
restos de aminoacido que se muestran en las posiciones 1 a 30, 38 a 51,68 299,y 112a 122 de SEQ ID NO: 7y en
las posiciones 1 a 23,41 a 55,63 a94,y 104 a 114 de SEQ ID NO: 8.

5. El anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en las que el anticuerpo es un anticuerpo divalente o
multivalente.

6. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en las que el anticuerpo esta conjugado con un resto
efector, un resto terapéutico, o una etiqueta detectable.

7. Composicion farmacéutica, que comprende una cantidad eficaz del anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1-6 y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

8. Vector de expresion, que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica el anticuerpo de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

9. Célula hospedadora, que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el anticuerpo de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

10. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para uso como un farmaco.

11. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para uso en un método para el
tratamiento profilactico o terapéutico de una enfermedad asociada con el VHS en un sujeto.

12. El anticuerpo para uso de acuerdo con la reivindicacién 11, en la que la enfermedad asociada con el VHS esta
acompafada por una o mas de las siguientes caracteristicas:

(a) presencia de una recidiva oral,

(b) presencia de una recidiva genital,

(c) eccema herpético,

(d) herpes neonatal,

(e) deficiencia inmunoldgica, pacientes inmunocomprometidos,
(f) resistencia contra un agente virustatico,
(9) encefalitis,

(h) meningitis,

(i) meningoencefalitis,

(j) infecciones oculares, y/o

(k) infecciones por VHS generalizadas.
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Fig 2B
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Fig. 5
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig. 13B
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Fig. 15
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Fig. 16
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Fig. 18A

30+

20+

MAb 2¢ (nM)

10+

100% 50%
Neutralizacion

[ antesde uniéon @ después de unién

Fig. 18B

—~ 5000-
4000+
3000-

2000-

1000+

lgG humana policlonal (nM

100% 50%
Neutralizacion

93



Fig.

ES 2715787 T3

4,096+ ] VHS-1F
20484 m VHS-2 G

Concentracion de anticuerpo (nM)
b
1

IgG F(ab'), Fab

bivalente monovalente

—
w
o

2¢c-Fab
3.000+

2.000- 2c-Fab +
anti-Fab IgG

1.000-

2¢c-1gG

Concentracién de anticuerpo (nM)

0

Neutralizacion completa de VHS-1 (100 TCIDsg)

94



Fig.
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Fig. 23
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