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DESCRIPCION
Neutralizacion de anticuerpos monoclonales humanos contra el antigeno de superficie del virus de la hepatitis B
Campo de la invencion

La invencion pertenece al campo del tratamiento médico y la prevencion. La invencidon proporciona un anticuerpo
monoclonal que es capaz de neutralizar la infeccion por hepatitis B y prevenir, tratar o mejorar las enfermedades
asociadas al VHB.

Antecedentes de la invencion

El virus de la hepatitis B (VHB) es uno de los agentes infecciosos mas comunes del mundo provocando millones de
infecciones cada afo [1] Entre 500,000 y 700,000 personas mueren cada afio por cirrosis cronica relacionada con
infeccion, carcinoma hepatocelular (CHC) o por hepatitis B fulminante [1,2]. La transmision se produce por
exposicion percutanea y mucosa a fluidos corporales infecciosos. Por lo tanto, la ruta de transmisién mas comun es
la transmisiéon sexual. Sin embargo, la infeccion por transfusiones de sangre y productos sanguineos no se ha
eliminado por completo y las inyecciones contaminadas durante los procedimientos médicos, el intercambio de
agujas, jeringas y parafernalia entre los usuarios de drogas intravenosas todavia representa un problema importante
de salud publica. La transmision vertical es comun, especialmente en Asia y los paises en desarrollo que no han
implementado la vacuna contra la hepatitis B. Ademas, el VHB representa un riesgo para los trabajadores de la
salud expuestos a lesiones accidentales por pinchazo de aguja.

Vacuna contra la hepatitis B es una vacuna desarrollada para la prevencién de la infeccién por virus de la hepatitis
B. La vacuna contiene una de las proteinas de la envoltura viral, el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg).
Puede producirse de forma recombinante en células de levadura, en las que se ha insertado el cédigo genético para
HBsAg. La vacunacion con el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) brinda proteccion contra la infeccion
por el VHB y previene complicaciones como la cirrosis hepatica y el CHC. El control y la eventual eliminacion de la
infeccion por el VHB son posibles con el uso apropiado de las vacunas contra la hepatitis B, y esto reducira
significativamente la carga de la enfermedad y los costes asociados.

Aunque la prevencion de la infeccion por VHB se puede conseguir eficazmente por la vacunacion hay ciertas
situaciones que requieren un enfoque profilactico diferente. El trasplante de higado para la enfermedad hepatica
relacionada con el VHB en etapa terminal es uno de esos ejemplos. La inmunoglobulina contra la hepatitis B (HBIG)
ha cumplido una funcién central en la profilaxis contra la hepatitis B recurrente en pacientes sometidos a trasplante
de higado.

Antes de la utilizacién rutinaria de HBIG como inmunoprofilaxis, la recurrencia de VHB en el aloinjerto de higado se
produjo en hasta un 80%, y con poca frecuencia se asocié con una variante fibrosante colestasica agresiva que
provoco disfuncion del injerto progresiva y mortalidad significativa. La disponibilidad posterior de farmacos antivirales
seguros y efectivos condujo a beneficios de supervivencia adicionales al mejorar la eficacia profilactica y prevenir la
progresion de la enfermedad en aquellos con recurrencia [3]

El HBIG es un anticuerpo policlonal contra el antigeno de superficie del VHB (HBsAg) derivado del plasma humano
agrupado. Aunque su mecanismo de accion aun no se comprende completamente, se cree que HBIG actda en la
circulacion al prevenir la infeccion de los hepatocitos, unirse y neutralizar los viriones circulantes que expresan
HBsAg y tal vez inducir la lisis de las células infectadas [4]. Dentro del higado, la HBIG también puede prevenir la
infeccion de célula a célula, asi como reducir la secrecion de HBsAg y viridn tras la endocitosis en los hepatocitos
[5].

Para proporcionar una proteccion maxima contra la reinfeccion del injerto de higado, HBIG debe darse con
frecuencia (tipicamente al dia) durante la semana después del trasplante. El ensayo europeo multicéntrico
fundamental demostré que la administracion a largo plazo de HBIG intravenosa (IV) redujo las tasas de recurrencia
de hepatitis B del 75% al 36% y se asocié con una mejor supervivencia del injerto y del paciente [6]. Los ensayos
posteriores, que utilizaron programas variables para la administracion de HBIG, confirmaron la eficacia de HBIG
como monoterapia contra la infeccién recurrente por VHB [7].

La profilaxis de HBIG es costosa. Los HBIG se administran cominmente por via intravenosa a dosis altas,
diariamente durante la primera semana y mensualmente a partir de entonces, lo que hace que los costes actuales
del tratamiento de pacientes trasplantados por cirrosis relacionada con el VHB sean prohibitivos, incluso para los
paises desarrollados. La reduccion de la dosis se ha propuesto para la reduccion de costes, ya sea en base a una
dosis fija 0 en base a una respuesta para mantener los anti-HB circulantes a un nivel protector. Sin embargo, las
dosis de HBIG son variables y deben individualizarse entre los pacientes. También se ha propuesto abandonar la
profilaxis de HBIG en favor del uso de medicamentos antivirales solos, sin embargo, este es un tema muy
controvertido [3].



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2747760 T3

El coste del tratamiento y la prevencion HBIG no son las Unicas limitaciones a su uso. Las limitaciones adicionales
incluyen lo siguiente: i) el suministro es limitado y depende de que los donantes humanos vacunados exhiban anti-
HB protectores de alto titulo, ii) la purificacion lleva mucho tiempo y debe someterse a largos procedimientos de
inactivacion del virus; iii) el titulo de anti-HB es una eficacia de neutralizaciéon del virus variable y efectiva, en gran
parte desconocida, que se basa exclusivamente en titulos de suero anti-HB protectores arbitrariamente; iv) la
inmunoglobulina policlonal incluye varias especificidades de anticuerpos y puede seleccionar mutantes de VHB
resistentes a los farmacos antivirales disponibles actualmente; v) Las preparaciones de HBIG se combinan
actualmente con medicamentos antivirales para asegurar una proteccion completa, lo que aumenta los costes.

En conclusion, existe una necesidad médica no satisfecha de un reactivo sostenible a la normalizacion de la
inmunoprofilaxis de reinfeccion por el VHB en el trasplante de higado. Dicho reactivo estandarizado también podria
usarse beneficiosamente en otros entornos, como en el tratamiento agudo de pinchazos accidentales y en la
prevencion de la transmision vertical perinatal del VHB. La administracion de anticuerpos anti-HB generalmente se
realiza como una medida profilactica mientras se espera el desarrollo completo de la inmunidad adaptativa inducida
por la vacuna contra el VHB.

Se han propuesto los anticuerpos monoclonales y desarrollado a fin de abordar esta necesidad. La mayoria de los
anticuerpos monoclonales contra el VHB son de origen murino. Dichos anticuerpos murinos tienen la desventaja
inherente de que provocan una reaccién inmunitaria en un receptor humano cuando se usan en una composicion
terapéutica o profilactica.

También se han descrito Los anticuerpos monoclonales humanos capaces de neutralizar la infeccién por VHB.

El documento WO 2011/045079 describe el aislamiento y la caracterizacién de 2D028, un anticuerpo monoclonal
especifico para la proteina de envoltura de VHB pre-S1 grande. El anticuerpo reacciona con un epitopo ligeramente
en direccion descendente del extremo N-terminal de pre-S1 (aminoacidos 21-47). Se indica en el parrafo [00105] del
documento WO 2011/045079 que la infeccion por VHB era esencialmente indetectable a 10 microgramos por mililitro
del anticuerpo.

Otro conjunto de anticuerpos monoclonales denomina VHB-17 y VHB-19 se describe en Eren et al., Hepatology, 32
(2000), 588-596. Estos anticuerpos tenian una actividad especifica de 514 Ul/mg y 2,900 Ul/mg respectivamente,
como se describe en la pagina 590, parte inferior de la columna izquierda de Eren et al., Hepatology 32 (2000), 588-
596.

Sin embargo, otra serie de anticuerpos monoclonales humanos se ha descrito en Tajiri et al., Antiviral Research 87
(2010) 40-49. Estos anticuerpos no parecian proporcionar proteccion completa contra la infeccion por el VHB,
incluso no a las concentraciones mas altas probadas. La Figura 4 en Tajiri et al., Antiviral Research 87 (2010) 40-49
muestra que todavia hay actividad residual después de la neutralizacion del VHB con cada uno de los anticuerpos
probados.

Anticuerpo monoclonal humano HB-C7A se ha descrito en Shin et al, Antiviral Research 75 (2007); 113-120. Este
anticuerpo fue capaz de prevenir completamente la infeccion por VHB en dos chimpancés después de mezclar 100
CID50 de VHB y 100 microgramos de HB-C7A. Se dice que el anticuerpo tiene un titulo de 2600 unidades por mg de
anticuerpo.

A pesar de este progreso en la técnica, hay un deseo de anticuerpos monoclonales humanos mas potentes con el fin
de curar o prevenir la infeccion por VHB en los seres humanos de manera mas eficiente y efectiva.

Sumario de la invenciéon

El objeto de la presente invenciéon es proporcionar un anticuerpo monoclonal con una potente actividad
neutralizadora de HBsAg y/o un titulo mas alto que los anticuerpos de la técnica anterior.

Este objetivo se consigue proporcionando un anticuerpo monoclonal humano ADRI-2F3 especificamente reactivo
con el antigeno de superficie de hepatitis B (HBsAg). Este anticuerpo monoclonal comprende una cadena pesada
humana y una cadena ligera, cada una de las cuales comprende una regién variable y una constante. Las regiones
variables de las cadenas pesada y ligera comprenden cada una 3 regiones determinantes de complementariedad
(CDR) que juntas constituyen el sitio de unién especifico para el antigeno HBsAg.

La invencion se refiere al anticuerpo monoclonal y sus usos como se define en las reivindicaciones.

La invencion también se refiere al primer y segundo uso médico del anticuerpo, en particular en el tratamiento, la
prevencion o la profilaxis de la infeccién por hepatitis B.

Se divulga un acido nucleico que codifica las cadenas pesadas y ligeras variables del anticuerpo segun la invencion.
Estos acidos nucleicos pueden usarse ventajosamente en la produccion de anticuerpos recombinantes con las
mismas caracteristicas de unién comparables o mejoradas que el anticuerpo monoclonal humano ADRI-2F3.
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Descripcion detallada de la invenciéon

Tres clones de células B humanas se generan a partir de PBMC de un paciente (PK) convaleciente de hepatitis B
aguda y un donante vacunado sano (ADR). Los clones designados PK-3D1 y PK-10C7 secretaban IgG1x y
mostraban una unién de titulo baja a HBsAg y actividad neutralizadora nula o limitada. Se descubrié que estos
clones reconocen un epitopo lineal como lo demuestra su reactividad con el antigeno HBsAg en una transferencia
Western con la proteina de envoltura viral S principal de 24 kD.

Sorprendentemente, un clon, obtenido del ADR del donante sano vacunado, reconocié un epitopo conformacional,
como se evidencia por la ausencia de reactividad en la transferencia Western.

Este clon, designado ADRI-2F3, secretada IgG1A (IgG1 lambda) y mostraron union a HBsAg en un ELISA HBsAg de
alto titulo. Para nuestra sorpresa, el anticuerpo exhibié una actividad neutralizante muy potente. Se descubrié que
menos de 2,7 nanogramos del anticuerpo era capaz de neutralizar 100 millones (1078) de particulas de VHB.

Human mAb ADRI-2F3 reconoce un epitopo conformacional en HBsAg, y que es probable que el epitopo reside en
el primer dominio de bucle extracelular de la proteina principal de S (llamado de otra manera la comun determinante

“n

a”) como mas del 70% de los anticuerpos circulantes en personas vacunadas lo hacen.

Se encontré que la capacidad de neutralizacion de ADRI-2F3 es muy alta. Mientras que los anticuerpos de la técnica
anterior (documento WO 2011/045079) fueron efectivos para neutralizar el VHB a concentraciones entre 18 y 88
nanogramos por mililitro (documento WO 2011/045079, pagina 37, tabla 2), el anticuerpo monoclonal de acuerdo
con la invencién fue capaz de neutralizar VHB eficiente a 2,7 nanogramos por mililitro.

La potencia extrema del anticuerpo ADRI-2F3 de acuerdo con la invencion fue corroborado ademas por la
determinacion de su titulo protector en un kit de titulacion anti-HB estandar (Abbott Architect anti-HBs). Se descubrié
que el mAb ADRI-2F3 tenia un titulo protector de mas de 43,000 Ul/mg de anticuerpo. En comparacion, los
anticuerpos VHB-17 y VHB-19 de la técnica anterior (Eren et al., Hepatology 32 (2000), 588-596) tenian titulos de
514 Ul/mg y 2,900 Ul/mg de anticuerpo en este mismo ensayo. El anticuerpo de la técnica anterior HB-C7A tenia un
titulo protector de 2600 Ul/mg de anticuerpo en este ensayo (Antivir. Res. (2007) 75: 113-120 y Antivir. Res. (2008)
79: 188-191) En comparacion, el titulo de proteccion convencional de anti-HB en personas vacunadas se establece
arbitrariamente en 10-12 Ul/ml [18].

Titulos protectores de anticuerpos de VHB se expresan en unidades internacionales (Ul) que permite la
estandarizacion en diferentes ensayos. En 1977, se establecié una Preparacion de referencia internacional para la
inmunoglobulina anti-HB (W1042). El plasma utilizado en la preparacion de este estandar se obtuvo de individuos
que habian sido infectados naturalmente con el virus de la hepatitis B [15, 16].

Debido a que solo 250 viales se prepararon a partir del plasma original, una Segunda Norma Internacional de la
OMS para el antigeno de superficie B anti-hepatitis se prepard posteriormente de un grueso de 5% (p/v) de
inmunoglobulina hepatitis concentracion de proteina B que habia sido formulado para una concentracién objetivo de
100 Ul/ml de acuerdo con la primera preparacion de referencia IS [17].

El anticuerpo humano ADRI-2F3 se caracterizé por determinacion de la secuencia de nucledtidos de sus regiones
variables (tabla 1) y las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) en la misma (tabla 2). Por lo tanto,
la invencidn se refiere a un anticuerpo o parte del mismo como se define en las reivindicaciones.

Como se utiliza aqui, el término “anticuerpo” se refiere a anticuerpos de cadena sencilla, regiones de unién a
antigeno de fragmentos, anticuerpos producidos de forma recombinante, anticuerpos monoclonales, anticuerpos de
dominio Unico, y similares.

El término “o parte del mismo” o “o fragmento del mismo” en el contexto de un anticuerpo u otra molécula de union
especifica significa que se refiere a la parte del anticuerpo o molécula de unién especifica que forma el sitio de unién
especifico de la anticuerpo o molécula de unidn especifica y puede interpretarse como la parte de un anticuerpo o
molécula de unién especifica que todavia es capaz de reaccionar con el mismo epitopo que el anticuerpo completo o
la molécula de unién especifica.

El término “unién especifica de antigeno de superficie de Hepatitis B (HBsAg)” se usa aqui para indicar que el
anticuerpo debe ser reactivo con HBsAg y no, o sélo en una medida limitada con un antigeno no relacionado. El
término HBsAg es conocido en la técnica y se refiere a una proteina de superficie de VHB. HBsAg esta codificado
por un Gene S, que consiste en un marco de lectura abierto largo, pero contiene tres codones de “inicio” (ATG) en el
marco que dividen el gen en tres secciones, pre-S1, pre-S2 y S. Debido a la Se producen codones de inicio multiple,
polipéptidos de tres tamafos diferentes llamados grande, medio y pequefio (pre S1 + pre-S2 + S, pre-S2 + S 0 S)
(Beck et al., World J. Gastroenterol. (2007) 13; 48-64. Debido a que el donante del que se derivo el anticuerpo era
un individuo vacunado y las vacunas disponibles actualmente comercialmente estan hechas de proteina S, solo se
puede inferir que la especificidad era exclusivamente para la proteina S, no antes S1 o pre-S2.
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Como se usa en el presente documento, el término “regiones determinantes de complementariedad (CDR)” se
refiere a regiones dentro de los anticuerpos (también conocidos como inmunoglobulinas), receptores de células B y
receptores de células T, donde estas proteinas complementan la forma de un antigeno. Por lo tanto, las CDR
determinan la avidez de la proteina (aproximadamente, la fuerza de unién) y la especificidad para antigenos
especificos. Las CDR son la parte mas variable de la molécula y contribuyen a la diversidad de estas moléculas,
permitiendo que el anticuerpo y el receptor de células T reconozcan un vasto repertorio de antigenos.

En la secuencia de aminoacidos de un dominio variable de un receptor de antigeno hay tres CDR (CDR1, CDR2 y
CDR3), dispuestos de forma no consecutiva. Dado que los receptores de antigeno estan compuestos tipicamente
por dos dominios variables (en dos cadenas de polipéptidos diferentes, cadena pesada y ligera), hay seis CDR para
cada receptor de antigeno que pueden entrar en contacto colectivamente con el antigeno. Una sola molécula de
anticuerpo tiene dos receptores de antigeno en su mayoria idénticos y, por lo tanto, contiene dos pares de seis CDR,
en total doce CDR. Se pueden encontrar sesenta CDR en una molécula de IgM pentamérica.

Dentro del dominio variable, CDR1 y CDR2 se encuentran en la regién variable (V) de una cadena de polipéptido, y
CDR3 incluye algunos de V, todas las regiones de diversidad (D, cadenas pesadas solamente) y de union (J). CDR3
es la mas variable.

Puesto que la mayor variacion de la secuencia asociada con inmunoglobulinas y receptores de células T se
encuentran en los CDR, estas regiones también se denominan como regiones hipervariables. Entre estos, CDR3
muestra la mayor variabilidad ya que esta codificada por una recombinacion de VJ en el caso de una region de
cadena ligera 'y VDJ en el caso de regiones de cadena pesada.

La invencion se refiere a un anticuerpo que comprende la totalidad de las regiones de cadena pesada y ligera
variable del anticuerpo ADRI-2F3. Por lo tanto, la invencion también se refiere a un anticuerpo como se describid
anteriormente que comprende la secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 2 y la SEQ ID NO: 4. En
una realizacion preferida adicional, el anticuerpo es un anticuerpo completamente humano.

En una realizacion alternativa, el anticuerpo puede ser un anticuerpo recombinante.

La produccion de anticuerpos monoclonales recombinantes se conoce bien en la técnica e implica tecnologias,
denominados como clonacion de repertorio o de presentacion en fago/presentacion en levadura. La ingenieria de
anticuerpos recombinantes implica el uso de virus o levaduras para crear anticuerpos, en lugar de ratones. Estas
técnicas se basan en la clonacion rapida de segmentos de genes de inmunoglobulina para crear bibliotecas de
anticuerpos con secuencias de aminoacidos ligeramente diferentes a partir de las cuales se pueden seleccionar
anticuerpos con especificidades deseadas (Siegel et al., Transfusion clinique et biologique: (2002) Journal de la
Société frangaise de transfusion sanguinea 9: 15-22.

Las bibliotecas de anticuerpos de fagos son una variante de las bibliotecas de antigeno fago primera inventados por
George Pieczenik (Pieczenik, MRC Laboratory of Molecular Biology (LMB) 2009). Estas técnicas se pueden utilizar
para mejorar la especificidad con la que los anticuerpos reconocen los antigenos, su estabilidad en diversas
condiciones ambientales, su eficacia terapéutica y su detectabilidad en aplicaciones de diagndstico (Schmitz et al.,
(2000). “Phage display: a molecular tool for the generation of antibodies-a review”. Placenta 21 (Suppl A): S106-
S112). Las camaras de fermentacion se han utilizado para producir estos anticuerpos a gran escala.

Los anticuerpos como se presentan en este documento pueden ventajosamente ser utilizados para tratar, prevenir o
mejorar una infeccién por el VHB o una enfermedad provocada por el mismo. En un aspecto, la invencion se refiere
asi a un anticuerpo como se describié anteriormente para uso como medicamento, mas en particular para uso en el
tratamiento o prevencién de infeccion por hepatitis B. El anticuerpo de acuerdo con la invencién es particularmente
adecuado para ese proposito ya que neutraliza el virus de la hepatitis B de manera muy eficiente y efectiva.

Como se utiliza aqui, el término “prevencién” hace a un proceso imposible por una disposicién avanzada. La
profilaxis es el proceso de proteccién contra el desarrollo de una enfermedad especifica mediante una accién o
tratamiento que afecta la patogénesis.

Debido a su potencia extrema, el anticuerpo puede administrarse en cantidades muy bajas, contribuyendo asi a un
tratamiento rentable. En general, el anticuerpo puede administrarse preferiblemente a un mamifero para mantener
un nivel en suero de entre 12 y 5000 Ul por ml de suero. El nivel minimo es preferiblemente de 12 Ul por ml, ya que
el titulo protector convencional de anti-HB en personas vacunadas se establece arbitrariamente en 12 Ul/ml. En
algunos casos, el nivel minimo puede ser mayor, como 15, 20, 25, 50, 100 o incluso 200 Ul por mililitro de suero o
superior. No existe un limite superior para el nivel de anticuerpos, sin embargo, para fines practicos, se puede
establecer un nivel superior en 5000 Ul/ml de suero. Los niveles de entre 100 y 500 Ul, mas preferiblemente entre
150 y 300 Ul, tales como aproximadamente 200 Ul, se definen arbitrariamente como deseables para evitar la
reinfeccion del injerto hepatico. Un limite superior también puede expresarse como 10 mg de anticuerpo por kg de
peso corporal del sujeto vacunado por dosis.

En otras palabras, se da a conocer un procedimiento para prevenir o tratar la infeccién por VHB o una enfermedad
provocada de ese modo en un mamifero, que comprende la etapa de administrar al mamifero un anticuerpo humano
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comprende una region variable de cadena pesada que consiste en una secuencia de aminoacidos de acuerdo a la
SEQ ID NO: 2 y una region variable de la cadena ligera que consiste en una secuencia de aminoacidos de acuerdo
con la SEQ ID NO: 4 en una cantidad efectiva.

Los acidos nucleicos descritos en el presente documento se pueden usar ventajosamente para producir otros
anticuerpos tales como anticuerpos recombinantes u otras moléculas de unién eficaces en el tratamiento de la
infeccion por VHB. También pueden usarse como herramientas de investigacion, por ejemplo, para crear bibliotecas
para la investigacion de anticuerpos y reactivos de unién ain mas mejorados.

Leyenda de las figuras

Figura 1: curva de titulacion del anticuerpo monoclonal de unién a HBsAg en un ELISA. Diamantes: ADRI-2F3,
Cuadrados: PK-3D1, Triangulos PK-10C7.

Figura 2: Transferencia Western que muestra la reactividad de los anticuerpos ADRI-2F3 (carriles 1 y 2), PK-
10C7 (carril 3) y PK-3D1 (carril 4). Carril 5; suero de control positivo, carril 6; control negativo. MW indica un
marcador de peso molecular. Tenga en cuenta que en los carriles 3, 4 y 5 se reconoce una banda de 24 kDa,
que indica la unién al polipéptido HBsAg.

Figura 3: Actividad neutralizante de tres anticuerpos monoclonales humanos PK-3D1, PK-10C7 y ADRI-2F3 en
comparacién con el anticuerpo monoclonal de ratén MA18/7. Se muestra aqui que una dilucion de 1:10.000 del
sobrenadante de anticuerpo monoclonal ADRI-2F3 neutraliza completamente la actividad del VHB, mientras que
la EC50 se alcanza a una dilucion de 1:100.000.

Figura 4: reactividad del anticuerpo recombinante ADRI-2F3 frente a ADRI-2F3 monoclonal humano. La curva de
titulacion muestra que el anticuerpo recombinante es aproximadamente 10 veces mas reactivo que el anticuerpo
monoclonal humano original.

Ejemplos
Ejemplo 1: Aislamiento de clones de células B especificas de HBsAg.

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se obtuvieron de un donante sano vacunados (ADR) y de
una persona convaleciente de hepatitis B aguda (PK). Ambos sujetos mostraron altos titulos séricos de anti-HBsAg.
Las PBMC se aislaron por centrifugacion en gradiente de densidad estandar y las células B se purificaron
negativamente utilizando un kit de aislamiento de células B (kit de aislamiento de células B II, cédigo No. 130-042-
201 MACS-Miltenyi Biotec). Las células B (10*6/ml, pureza >95%) fueron incubadas con sobrenadante no diluido de
la estirpe celular de mono titi B95-8 productiva de EBV durante 24 h a 37 grados Celsius, lavadas e incubadas en
medios completos consistentes en RPMI-1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino (cédigo SH30071.03
HyClone), 2,5 pg/ml CpG-2006 (Microsynt) y 10 ng/ml IL-2 (cédigo No. 202-IL R&D Systems) como se describe [8],
con la modificaciéon de que se omitié el enriquecimiento de las células B de memoria CD27+. Aproximadamente 3 x
1073 células B en medio completo se sembraron en cada pocillo de una placa de fondo redondo de 96 pocillos en
presencia de células alimentadoras irradiadas y se incubaron durante 5 dias, después de lo cual se afadio IL-6 a
una concentracion final de 20 ng/ml. Después del evidente crecimiento visual de las células linfoblastoides, los
sobrenadantes se analizaron mediante ELISA para detectar la presencia de anticuerpos anti-envoltura del VHB
utilizando una preparacion de HBsAg recombinante. Los cultivos que exhibian una densidad optica de 492 nm >1 se
clonaron y subclonaron mediante dilucion limitante en medio completo + IL-6 para obtener clones estables de células
B especificas de Ag. Un procedimiento general para la clonacion de células B mediante dilucion limitante se
encuentra en las referencias 9-12.

Después de la excrecencia visual evidente de células linfoblastoides, los sobrenadantes se ensayaron mediante
ELISA para detectar la presencia de anticuerpos de envoltura sobre anti-VHB utilizando una preparacion de HBsAg
recombinante. Los cultivos que exhibian una densidad éptica de 492 nm >1 se clonaron y subclonaron mediante
dilucion limitante en medio completo + 20 ng/ml de IL-6 en presencia de células alimentadoras irradiadas para
obtener clones estables de células B especificas de Ag.

Se derivaron tres clones de células B humanas (ADRI-2F3, PK-10C7 y PK-3D1) de los dos sujetos ADR y PK.
Ejemplo 2: Determinacion de la especificidad del clon de células B

La especificidad de los clones de células B ADRI-2F3, PK-10C7 y PK-3D1 se determiné probando los sobrenadantes
mediante ELISA estandar utilizando una preparacion de HBsAg recombinante que contiene proteinas pre-S1, pre-S2
y S. ADRI-2F3 monoclonal secretaba IgG1lambda, mientras que PK-10C7 y PK-3D1 secretaban IgG1kappa. Los tres
mAbs mostraron una fuerte union a HBsAg en ELISA (Fig. 1). La uniéon de PK-10C7 y PK-3D1 fue comparable,
mostraron una unién clara a una dilucion de 1/625. EI MAb ADRI-2F3 mostré una unién claramente detectable a
HBsAg a una dilucién de 1/15625.
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“n

La unién al determinante comun “a” en el polipéptido S se determiné mediante un ELISA de competicién utilizando
un mAb murino Hyb-824 (Cosmo Bio Co., LTD. Cédigo No. 2ZHB11 Cosmo Bio Co. LTD.) Especifico para la misma
region Brevemente, las placas de microtitulacion se revistieron con HBsAg a una concentracion de 1 mg de tampdn
de bicarbonato 0,05 M (pH 9,6) por ml a 4°C durante la noche. Después de la saturacién con PBS 0,1 M que
contiene albumina de suero bovino al 2% (BSA). El anticuerpo monoclonal murino Hyb-824 se diluyé a una
concentracion de 200 ng/pocillo y se incubé a concentraciones crecientes (0 ng/w - 400 ng/w) de anticuerpos
monoclonales humanos ADRI-2F3, PK3D1 y PK10C7 durante 1 ha 37°C. Las placas se lavaron con PBS + Tween
20 al 0,05%, luego se agregaron 100 ml de HRP-AffiniPure-IgG antimouse (H+L) de cabra diluida (cédigo 115-035-
062 Jackson-ImmunoResearch) en BSA-PBS al 2% y se incubaron durante 1 ha 37°C. Después de lavar
nuevamente con PBS + Tween20 al 0,05%, se afiadieron 100 ml de solucion OPD (codigo S2045 DAKO) y se midio
la DO a 492 nm. Humab anti-HCV CM3-B6 y anti-HBV preS1 MA18/7 se usaron como control negativo, mientras que
Hyb824 solo se us6é como control positivo.

El analisis de transferencia de Western utilizando HBsAg desnaturalizado recombinante como antigeno mostré que
PK-10C7 y PK-3D1 reconocen un epitopo insensible de desnaturalizacién secuencial, situado dentro de una banda
correspondiente al peso molecular esperado (24 kDa) de la proteina de envoltura principal S [14], mientras que
ADRI-2F3 no se unié a ninguna banda de proteinas, lo que indica que reconocié un epitopo conformacional sensible
a la desnaturalizacion (Fig. 2).

Ejemplo 3: ensayo de neutralizacion del VHB y actividad neutralizadora de mAb.

Un ensayo de neutralizacion se realiz6 como se ha descrito previamente [13]. Brevemente, se inocularon cultivos
primarios de hepatocitos de Tupaia belangeri con VHB de suero humano purificado en una proporcion de 100
genoma de VHB/hepatocito. Para determinar si la absorcion del VHB por los hepatocitos primarios de Tupaia podria
prevenirse mediante mAbs anti-HB humanos, el VHB se preincubd con tres mAbs humanos diferentes ADRI-2F3,
PK-10C7, PK-3D1, a diluciones que varian de 1:10 a 1:10"6.

La capacidad de neutralizacion de los mAbs anti-HB humanos se comparé directamente con el anticuerpo MA18/7
especifico de preS1 que previamente mostré una actividad neutralizante significativa en el ensayo de infeccion in
vitro de hepatocitos de Tupaia [13]. La lectura de la infeccion por VHB exitosa de estos cultivos fue HBsAg recién
producida en un punto temporal entre 11 y 15 dias después de la infeccion. La neutralizacion se consideré efectiva si
no se detectaba produccién de proteina viral en el sobrenadante del cultivo [13].

Se encontro que ADRI-2F3 sobrenadante mostré actividad de neutralizacion fuerte y eficaz hasta una dilucion
1:10,000. Como la concentracion especifica de IgG1 en el sobrenadante fue de 27 microgramos por ml (ug/ml), se
puede calcular que el anticuerpo monoclonal ADRI-2F3 neutralizé eficientemente el VHB a concentraciones de al
menos 2,7 nanogramos/ml (ng/ml, Fig. 3).

Puesto que la producciéon del virion HB por los hepatocitos Tupaia infectados fue de 10*8/ml también se puede
derivar de que no mas de 2,7 ng/ml fueron suficientes para neutralizar 108 particulas de VHB.

El sobrenadante de PK mAb mostré comportamientos contrastantes. Por lo tanto, PK-10C7 no neutralizé la infeccion
de los hepatocitos de Tupaia en absoluto, mientras que PK-3D1 mostré actividad neutralizante hasta una dilucion de
1:10"2 (aproximadamente 200 ng/ml). Esta actividad neutralizante aun demostr6 ser mejor que el mAb murino
MA18/7 anti-pre-S1 estandar utilizado como estandar de neutralizacion positiva (1:10, correspondiente a una
concentracion de 100 pg/ml) (Fig. 3).

Ejemplo 4: secuenciacion de dominios variables mAb ADRI-2F3

La secuencia del anticuerpo monoclonal ADRI-2F3 se determiné mediante 5' amplificacién rapida de extremos de
ADNCc (RACE). El ARN total se extrajo de cultivos de clones de células B viables tratados con tampoén que contiene
Trizol. Las secuencias de codificacion para los dominios variables pesado y ligero se determinaron mediante
procedimientos estandar.

La secuenciacion (en sentido y en direccion antisentido) de n=20 VH y n=20 VL clones de ADNc de la reaccion
RACE 5' sobre ARN aislado del clon de células B humanas ADRI-2F3 produjo secuencias claras tanto para VH
como para los dominios VL (n=38 y 36 secuencias idénticas, respectivamente).

El acido nucleico y las secuencias de aminoacidos de las cadenas variables ligera (VL) y las cadenas pesadas
variables (VH) se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1: secuencias de aminoacidos de variables cadenas pesada y ligera de anticuerpo ADRI-2F3

Clon Secuencias de acidos SEQID Secuencia de aminoacidos SEQID
ADRI2F3 nucleicos NO: NO:
Cadena gaggtgcagg tgttggagtc 1 EVQVLESGGG LVQPGGSLRL 2
pesada tgggggaggc ttggtacagc SCAASGFRFS SYAMSWVROQA

cgggggggtc cctgagactc PGKGLEWVSG ISGTGENTYY
tcctgtgcag cctctggatt ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY
caggtttagc agctatgcca VOMNSLRAED TAVYYCAKDA
tgagttgggt ccgccaggct ILGSGHPWYF HVWGRGTLVT
ccagggaagg ggctggagtg VSS
ggtctcaggt attagtggta
ctggtgaaaa cacatactac
gcagactccg tgaagggccg
gttcaccatc tccagagaca
attccaagaa cacgctgtac
gtgcaaatga acagcctgag
agccgaagac acggccgtat
attactgtgc gaaagatgcg
atcttgggca gtggccaccc
ctggtacttc catgtctggg
gccgtggcac cctggtcact
gtctcctca
Cadena tcctatgtge tgactcagcc 3 SYVLTQPPSV SVAPGQTARM 4
ligera tccectecggtg tcagtggcecce TCGGNNIGSE SVHWEFQQKPG
caggacagac ggccaggatg QAPVLVVYDD SDRPSGIPER
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(Continuacion)

Clon
ADRI2F3

Secuencia de acidos nucleicos

SEQID
NO:

Secuencia de aminoacidos

SEQID
NO:

acctgtgggg
tggaagtgaa
ggttccagca
caggcecectyg
ctatgatgat
cctcagggat
ttctctggcet
gaacacggcc
tcagtagggt
gatgaggccg
tcaggtgtgg
gtgatcatgce

ggaggcaccc

gaaacaacat
agtgtgcact
gaagccaggc
tgctggtcgt
agcgaccggc
ccctgagcga
ccaactctgg
accctgacca
cgaagccggg
actattactg
gatagtagta
tgtgttcgga
agctgaccgt

FSGSNSGNTA TLTISRVEAG
DEADYYCQVW DSSSDHAVEG
GGTQLTVL

ccte

La alineacion de la linea germinal dentro del marco IMGT permitio la identificacién de regiones determinantes de
complementariedad (CDR) que determinan la especificidad para la unién del anticuerpo al HBsAg. En la tabla 2 se
proporcionan detalles de la posicion y secuencias de CDR1, CDR2 y CDR3.

Tabla 2: identificacion de CDR del anticuerpo ADRI-2F3

CDR Cadena Posicion en marco IMGT 1 Secuencia de aminoacidos SEQID NO:
CDR1 Ligera 27 - 38 NIGSES 5
CDR2 Ligera 56 - 65 DDS 6
CDR3 Ligera 105 - 117 QVWDSSSDH 7
CDR1 Pesada 27 - 38 GFRFSSYAM 8
CDR2 Pesada 56 - 65 ISGTGENT 9
CDR3 Pesada 105 - 117 AKDAILGSGHPWYFHV 10

Ejemplo 5 Clonacién y produccion eucariota de ADRI-2F3 recombinante higG1 lambda.

Las secuencias de dominio ligeras y pesadas variables obtenidas como se describié anteriormente, fueron clonados
en vectores de expresion eucariota pMQR-hlgG1 y lambda pMQR-GAN (ModiQuest Research). Se produjeron
anticuerpos recombinantes en células Hek293 transfectadas transitoriamente (ModiQuest Research). El anticuerpo
recombinante derivado del anticuerpo monoclonal ADRI-2F3 se designd como ADRI-2F3-130925NS. El anticuerpo
recombinante ADRI-2F3-130925NS fue verificado para contener las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo
monoclonal humano ADRI-2F3.

Ejemplo 6 Reactividad del anticuerpo recombinante.

La reactividad de los anticuerpos recombinantes contra HBsAg se determind en un ELISA, utilizando un
sobrenadante del clon de células B original ADRI-2F3_ para comparacion. Con este fin, HBsAg se revistio en
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tampon de carbonato en una placa ELISA a 4°C, o/n. Después del bloqueo, se permitié que las diluciones en serie
de las preparaciones de anticuerpos se unieran a temperatura ambiente por duplicado. Se lavaron las placas y se
visualizd Ab utilizando IgG-HRP de cabra antihumano y TMB (se ley6 la extincion a 450 nm).

Anticuerpo recombinante ADRI-2F3-130925NS y el anticuerpo monoclonal humano ADRI-2F3 se ensayaron para
determinar la reactividad hacia HBsAg y medio completo se utiliz6 como control negativo.

Anticuerpo recombinante ADRI-2F3-130925NS mostré una especificidad idéntica a la del anticuerpo monoclonal
original de ADRI-2F3. ElI ADRI-2F3-130925NS recombinante demostrd ser reactivo frente a HBsAg, mientras que
incluso se descubrié que el ADRI-2F3-130925NS recombinante mostraba una reactividad de aproximadamente una
escala log10 por encima de la reactividad del clon de células B de origen humano. Esto se muestra en la Figura 4.

Este experimento demuestra concluyentemente que un anticuerpo recombinante con la misma especificidad se
puede producir a partir del anticuerpo monoclonal humano ADRI-2F3 en el que el anticuerpo recombinante
comprende las cadenas variables pesada y ligera de anticuerpo ADRI-2F3. De este modo, se demostrdé que el
anticuerpo monoclonal humano podia clonarse, producirse in vitro y retener su actividad hacia su antigeno objetivo
(HBsAQ).
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<210>1
<211> 369
<212> ADN

<213> homo sapiens

<400> 1

gaggtgcagg tgttggagtc tgggggaggc ttggtacagc cgggggggtc cctgagactce 60
tcctgtgcag cctectggatt caggtttagec agctatgcca tgagttgggt ccgeccagget 120
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcaggt attagtggta ctggtgaaaa cacatactac 180
gcagactceg tgaagggcceg gttcaccate tccagagaca attccaagaa cacgetgtac 240
gtgcaaatga acagcctgag agccgaagac acggccgtat attactgtgce gaaagatgeg 300
atcttgggca gtggccaccce ctggtacttc catgtcectggg gceccgtggcac cctggtcact 360
gtctcctca 369
<210> 2

<211> 123

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 2
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Glu

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Val

Ala

Trp

Val

Leu

Met

Gly

50

Gly

Gln

Lys

Gly

<210> 3

<211> 324

<212> ADN

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

Arg
115

<213> homo sapiens

<400> 3

Vval

Leu
20

Trp

Ser

Phe

Asn

Ala
100

Gly

Leu

Ser

val

Thr

Ser

85

Ile

Thr

tecctatgtge
acctgtgggg
caggcccctg
ttetetgget
gatgaggccg

ggaggcacec
<210>4
<211>108

tgactcagcece
gaaacaacat
tgetggtegt
ccaactctgg
actattactg

agctgacegt

ES 2747760 T3

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

Thr Gly

55

Ile
70

Ser

Leu Arg

Leu

Leu Val

tcecteggtyg
tggaagtgaa
ctatgatgat
gaacacggcec
tcaggtgtgg

ccte

Gly

Ala

Ala

40

Glu

Arg

Ala

Ser

Thr
120

Ser
25

Pro

Asn

Asp

Glu

Gly
105

Val

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

His

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Pro

Ser

Val

Arg

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Trp

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

vVal

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Phe
110

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

His

tcagtggece
agtgtgcact
agcgaccgge
accctgacca

gatagtagta

12

caggacagac
ggttccagea
cctcagggat
tcagtagggt

gtgatcatgce

ggccaggatg
gaagccaggce
ccctgagega
cgaagceggy

tgtgttegga

Gly

Tyr
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Val

Tyr
80

Cys

val
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120
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240
300
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<213> homo sapiens

<400> 4

Ser

1

Thr

His

Asp

Asn
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Asp

Ala

Tyr

Ala

Trp

Asp
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Ser

Glu
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<212> PRT
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<213> homo sapiens

<400> 5
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Tyr
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Val
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1

5

Asp Asp Ser

1
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Ser
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45
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Ser
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Val
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Ser
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<211>9
<212> PRT

<213> homo sapiens

<400>7
Gln Val Trp Asp Ser Ser Ser Asp His
1 5

<210>8

<211>9

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 8
Gly Phe Arg Phe Ser Ser Tyr Ala Met
1 5

<210>9

<211>8

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 9
Ile Ser Gly Thr Gly Glu Asn Thr
1 5

<210> 10

<211> 16

<212> PRT

<213> homo sapiens
<400> 10

Ala Lys Asp Ala Ile Leu Gly Ser Gly His Pro Trp Tyr Phe His Val
1 5 10 15
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo o parte del mismo capaz de unirse especificamente al determinante “a” del polipéptido S del
antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) y que tiene actividad neutralizante del virus de la hepatitis B (VHB),
en el que dicho anticuerpo o fragmento del mismo comprende un fuerte dominio variable de cadena (VH) que

5 comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2 y un dominio variable de cadena ligera (VL) que comprende
la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4; y en el que el anticuerpo o parte del mismo comprende mas de 43,000
Ul/mg con respecto a la Preparacion de Referencia Internacional para inmunoglobulina anti-HBs.

2. Anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, que es un anticuerpo humano.
3. Anticuerpo de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2, en el que el anticuerpo es un anticuerpo recombinante.

10 4. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-3 para su uso en el tratamiento, prevencién o
profilaxis de la infeccién por hepatitis B.

5. Anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que el anticuerpo se administra a un mamifero en
una cantidad suficiente para mantener un nivel minimo de 12 Ul/ml de suero.
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Figura 2
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