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ANTI CUERPOS CONTRA GLI COPROTEI NA F DE VI RUS HENDRA Y NI PAH

CAMPO DE LA | NVENCI ON

La presente invencién se refiere, en general, al canpo de la
i nnunol ogia y, especificanente, a anticuerpos y fragnentos de
anticuerpos que se unen a los virus Hendra y N pah y/o

i nhi ben | as actividades de | os virus Hendra y Ni pah.

ANTECEDENTES DE LA | NVENCI ON

El virus N pah (NV) vy el virus Hendra (HeV) son
par am xovi rus estrechanente relacionados que conprenden el
género Heni pavirus (Anonynous 1999 MMWR Mrb Mrtal VWIy Rep
Ward, J. W ed. 48:335-337; Chew, M H et al. 2000 J Infect
Dis 181:1760-1763; Chua, K B. et al. 2000 Ann Neurol 48:802-
805; Eaton, B. T. 2001 Mcrobes Infect 3:277-278; Goh, K J.
et al. 2000 N Engl J Med 342:1229-1235; Lee, K E. et al.
1999 Ann Neurol 46:428-432;, Lim C C et al. 2000 Am J
Neur oradi ol 21:455-461; Mrray, K et al. 1995 Science
268:94-97). Los param xovirus son ARN con sentido negativo
gue contienen virus encapsulados y abarcan wuna diversos
pat 6genos hunmanos y aninmales inportantes, incluso virus del
saranpi 6n, virus de |las paperas, virus Sendai, virus de la
enfernmedad de Newcastle, virus de la peste, virus del

nmoqui | o cani no, virus parainfluenza, virus sincitial
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respiratorio y virus de simo 5 (revisados en Lanb y Parks,
2007, Fields Virology, ed. Knippe & How ey, Lippincott,
WIllians & WIkins, pags. 1449-1496).

Conp otros param xovirus, HeV y N V poseen dos glicoproteinas
ancladas a la nenbrana principales en la envoltura de |a
particula viral. Para el reconocimento y la union del
receptor de célula hospedadora se necesita una glicoproteina
y se designa conb una proteina henagl utinina-neuram nidasa
(HN), una proteina hemaglutinina (H o, en el caso de
heni pavi r us, una glicoproteina (G, gue no tiene ni
actividades de hemaglutinina ni de neuramnidasa. La otra
glicoproteina principal es la glicoproteina de fusién (F),
gue es una a glicoproteina de envoltura fusogénica de clase |
trimérica que contiene dos regiones de héptada repetida (HR)
y un péptido de fusidén hidrofdbico (Fp). La glicoproteina F
de henipavirus se sintetiza conmb un precursor Fo que
experinment a esci si 6n post raducci onal por | a célul a
hospedadora catepsina L que se produce dentro del
conpartim ento endosonal, méas probable durante | a endocitosis
y el reciclaje de F a | as subuni dades fusi ogéni cas maduras F;
(un fragnento de extrenb carboxi ms grande) + F, (un
fragmento de extrenp am no mas pequefio) que se mantienen
uni das por enlaces disulfuro a través de residuos de cistina

conservada. Véase Pager, C. T. et al. 2006. Virology 346: 251-
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7; Pager, C.T. et al. 2005. J Virol 79: 12714-20; Meul endyke,

KA et al. 2005, J Viral, 79: 12643-9; D ederich, S M et

al . 2005, J Biol Chem 280: 29899-903. En la forma madura de
F, los Fp estan situados en el extrenp N de F; seguido de la
primera HR (HRA) y la segunda HR (HRB) esta ubicada en el

extreno C de F; anterior a su dom nio transmenbrana (revisado
en Lanb y Parks, 2007, Fields Virology, eds. Knippe & How ey,

Li ppi ncott, WIllianms & WIkins, pp. 1449-1496).

Después de la union a la efrina receptora hospedadora (EFN)

B2 o B3 nediante la glicoproteina G HeV y NV infectan |as
células a través de un proceso de fusion de nenbrana
i ndependi ente de pH. Este proceso aun es poco conocido y se
cree que inplica canbios confornmacionales en G tras |la unidn
al receptor que conduce a la activaci én y disparo de F. Lanb,

R A et al. 2006, Virology, 344:30-7; Steffen, D.L. et al.

2012, Viruses, 4:280-308. Luego del disparo, F experinenta
r eor denam ent os conformaci onal es significativos que facilitan
la inserci6on del péptido de fusion en nenbranas diana,

juntando | as dos regiones HR en I a fornaci 6n de |la estructura
de conjunto de seis hélices o trinmero de horquillas durante o
i nmedi at ament e después de la fusion del virus y | as nmenbranas
celulares. Se cree que el proceso de fusid6n de nenbrana
i mpul sado por F inplica un plegamento irreversible de una

forma netaestable seguido por canbios confornacional es
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di scretos posteriores a un estado de energia nmas baja.
Di versos detalles nol ecul ares de este replegamento de F tras
| a activaci 6n se ha revelado en |as soluciones estructurales
de las conformaciones antes y después de la fusidén de
respirovirus F. Yin, HS. et al. 2005 Proc Natl Acad Sci
USA, 102(26): 9288-93; Yin, HS et al. 2006, Nature 439: 38-
44,

Aunque en |a actualidad no existen vacunas o0 agentes
terapéuticos clinicanmente aprobados contra HeV o NV, se ha
denostrado que un anticuerpo nonocl onal neutralizante
especifico de glicoproteina G de henipavirus (mAb) nil02.4
protegia al mono verde africano contra HeV de enfernedad
| etal cuando se adm nistré tan tarde conb 72 horas después de
la infeccion. Bossart, K N et al. 2011, Sci Transl Med,
3:105ral03. Los anticuerpos o fragnentos de anticuerpos, por
ej enpl o anti cuer pos nonocl onal es (mAb) y fragnment os de estos,
pueden ser utiles para dilucidar la estructura de una
proteina y conmprender la funcidn asociada con diversos
domi ni os asi conop proporcionar un reactivo potencial para su
uso conmo profilaxis y/o agentes terapéuticos conp en el caso
del nl02.4 anti G Hasta la fecha, hay nuy pocos nmAb ant
heni pavirus F reportados y ninguno se produce a partir de
proteina reconbinante. Aguilar, HC et al. 2007, J Viral,

81:4520-32; uillaune, V.H et al. 2006, J Viral, 80:1972-8.
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Estos i nformes proporcionan informaci 6n |imtada con respecto
a | as propi edades especificas de |os anticuerpos aislados. E

desarroll o de anticuerpos y fragnentos de anticuerpos anti-F
neutralizantes puede servir conmb otro posible agente
terapéutico contra infecci6n de henipavirus quizas de manera
mas eficaz cuando se combina con nl02.4. Los anticuerpos y
fragnentos de anticuerpos anti-F tanbi én pueden proporcionar
una herramienta valiosa para facilitar la caracterizacidn
estructural y funcional de la fusion nediada por F en
heni pavi r us.

Por o tanto, el desarrollo de anticuerpos y fragnmentos de
anticuerpos neutralizantes o de inhibicion contra NIV y HeV
puede tener inportantes inplicaciones en la profilaxis y la
i nmunot erapia pasiva. Ademas, la caracterizacion de |os
epitopos de los anticuerpos y fragnentos de anticuerpos y |os
nmecani snos de neutralizacion e inhibicion de |a infeccion de
NV y HeV puede proporcionar informacidén atil para e

desarrollo de vacunas y féarnmacos candidatos. Final nmente,

dichos anticuerpos y fragnentos de anticuerpos tanbién se
pueden utilizar para el diagnéstico y conp reactivos de

i nvesti gaci 6n.

COVPENDI O DE LA | NVENCI ON

La presente invencion se refiere a anticuerpos y fragnmentos
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de anticuerpos que se unen, neutralizan y/o inhiben los virus
Hendra y/o N pah. En particular, l|a presente invencion
proporciona un anticuerpo o fragnento de este que se une
sel ectivanmente a una glicoproteina F de virus Hendra o virus
Ni pah, en donde dicho anticuerpo conprende: wuna region
vari abl e de cadena pesada que conprende al menos una region
determnante de l|a conplenentariedad (CDR) que tiene Ila
secuenci a de am noaci dos sel ecci onada del grupo que consiste
en SEQ ID NO 35, 37 y 39; y una region variable de cadena
ligera que conprende al nenos una CDR que tiene |la secuencia
de am noaci dos sel ecci onada del grupo que consiste en SEQ ID
NO 43, 45 vy 47. La invencion tanbién proporciona un
anticuerpo o fragnento de anticuerpo humani zado que se une
sel ectivamente a una glicoproteina F del virus Hendra o el
virus Ni pah, en donde dicho anticuerpo o fragnento de
anti cuerpo conprende una regi 6n vari abl e de cadena pesada que
tiene al nenos un 90 % de identidad de secuencia con SEQ ID

NO  33.

BREVE DESCRI PCl ON DE LOS DI BUJOS

Figura 1. Representaci 6n de secuencia de ami noacidos de la
construcci 6n nbB3 y ScFv. (A) Secuencia de ani noaci dos de VH
y VL de nbB3. Las regiones CDR estan etiquetadas y subrayadas

y las regiones de marco (FR) tanbi én estan marcadas. Los V4 y
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V. de nbB3, 5B3 humani zado (h5B3) y 5B3.1 humani zado (h5B3.1)
est &n separados por un enlazador flexible (p. €. un péptido
conector -(GS)3-) en insertados en un vector ADNpc potenci ado
por pronotor con un marcador de sel ecci 6n de higrom cina, una
secuencia lider (lgk lead) de <cadena |ligera (le) de
i nmunogl obulina en el extreno N de la construccioén, una
etiqueta de péptido S (Stag) y una etiqueta de hexa histidina
(Hi's) en el extrenmo C.

Figura 2. Union de 5B3 mnmurino (nbB3), 5B3 humani zado (h5B3) vy
5B3.1 hunmani zado (h5B3.1) con F. (A) Union de nbB3, h5B3 y
h5B3.1 ScFv con F soluble (sF) y de longitud conpleta (FL).
Las construcciones ScFv de nbB3, h5B3, y h5B3.1 tal conpb se
nmuestran en la figura B se transfectaron en células 293T y se
cosechd sobrenadante 48 horas después de |la transfeccion. Se
utilizo un ScFv humano de una biblioteca de ScFv humanos cono
control (ctrl). Se agregdé una cantidad igual de sobrenadante
con proteina sF o lisado celular que expresa F FL y se
precipité (IP) con perlas Ni?* o agarosa de proteina S tal
conb se indico. (B) Union de h5B3 y h5B3.1 1gG con FL F. Se
utilizo el mAb G anti HeV hunmano, ml02.4 que tiene el msno
fragnento Fe y CL conpb el mAb de control. Se agregd nmAb
purificado, cada 2 pg, a un lisado celular que expresa FL F
seguido de la precipitacion con Sepharose de proteina G En

todos | os casos, |os productos precipitados se analizaron en
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SDS PAGE  seguido de transferencia western y | as
transferencias se sondaron (I1B) con anticuerpos adecuados
para detectar |l as bandas tal conbo se indico. | P
I nmunopr eci pi tado; |B: innmunotransferencia; H cadena pesada;
L: cadena |igera.

Figura 3. Alineaci on de regiones de marco (FR) de nbB3 y h5B3
con |l a de una biblioteca de ScFv hunmanos y | a secuencia VH de
h5B3.1. (A) Las FR de V4 y V. de nbB3 se alinearon con |la de
la biblioteca de ScFv humanos y se identificaron residuos
humanos conservados segun |lo indicado por las flechas
vertical es arriba de la alineacion. Est os resi duos
conservados |uego se reenplazaron en posiciones hondlogas
nbB3 para producir FR de h5B3 conb se nuestra en la prinera
fila de la alineacion. (B) Secuencia de am noacidos de
h5B3. 1. Las regiones CDR estan etiquetadas y subrayadas. Los
residuos resaltados en CDR indican |os am noacidos que se
mut aron en h5B3 para generar h5B3. 1.

Figura 4. D agrama de vectores wutilizados para producir
h5B3.1 1gGl en ADNpc y tincién coomassie de nbB3, h5B3 vy
h5B3.1 1gG purificados. (A) Cebadores PCR con sitios Xho |
gue flanquean la cadena ligera y pesada ORF de pDR12 cono
nmuestran |l as flechas que se utilizaron para anplificar el ADN
pl &sm do de pDR12 h5B3.1, el producto PCR luego se digirio e

insertdo en el sitio Xho | en el ADNpc3.l Higro(+) potenciado
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por pronotor tal conp se nuestra. (B) Se analizaron mAb cono
se indico, 4 pg cada uno, en SDS PAGE seguido de tincion azu
de coomassie. Las flechas verticales indican |as cadenas
pesada (H) y ligera (L) de los mAb. MN nmarcador de peso
nol ecul ar .
Figura 5. Determ naci6n de union de cadena de 5B3.
Sobrenadante de célula que expresa diferentes quineras VH VL
de ScFv humano y h5B3 etiquetadas de péptido S tal conp se
indicé se agregaron a un lisado celular que expresa F no
etiquetado y se precipitd con agarosa de proteina S. Los
productos precipitados se analizaron en SDS PAGE seguido de
transferencia western y las transferencias se sondaron (IB)
con anticuerpo de péptido anti S para detectar el ScFv o
anticuerpo anti-F para detectar F.
Figura 6. Union de quinmeras F de NV y CedPV con diferentes F
mAb anti NV y actividades de fusion de las quineras. (A) Se
precipitaron lisados celulares que expresan diferentes
quinmeras CedPV F y NV etiquetadas de péptido S con
diferentes F mAb anti NV o agarosa de proteina S tal conp se
i ndicd. Los productos precipitados se analizaron en SDS PAGE
seguido de transferencia western y las transferencias se
sondaron con Ab de péptido anti S. La banda superior justo
debajo del marcador 64 kDa es Fo y la banda inferior justo

debaj o del marcador 51 kDa es F;. Los diagranas esquengti cos
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de las quineras se nuestran a Jla izquierda de Ias
transferencias donde rojo y azul indican regiones CedPVy NV
F. 1E11, 12B2 y 5B3 son mAb nurinos contra la glicoproteina
F. (B) Diferentes quinmeras NiV y CedPV F se evaluaron para
det ectar su capaci dad de pronover |a fusion celular en ensayo
de fusion celular i ndi cadores de R-@Gal medi ante |a
coexpresion con NV G en células Hela-USU negativas
receptoras utilizando células Hela-ATCC perm sivas conmo |a
pobl aci 6n diana. Se realizaron ensayos en triplicado y |os
resultados de fusion se calcularon y se expresaron conp
vel oci dades nedi as de actividad de (3-Gal (canbio en densidad
optica en 570 nmpor mnuto x 1.000). Ni: NV, Ce: CedPV, Hd:
cabeza gl obul ar de F; HRB: héptada repetida B de F.

Figura 7. Mapeo de epitopo 5B3 nediante nutagénesis. (A
Analisis de precipitaci 6n y transferencia western de mutantes
F defectuosos de 5B3 nurino. Se gener6 un panel de mutantes
Ni V F etiquetados de péptido S y se expresOd en células 293T.
Los |isados celulares que expresan F se dividieron de la
msma forma y se precipitaron con 5B3, 12B2 y agarosa de
proteina S por separado. El conplejo mAb-F |uego se agrego
con Sepharose de proteina G Los productos precipitados se
anal i zaron en SDS PAGE segui do de transferencia western y |as
transferenci as se sondaron con Ab de péptido anti S. La banda

superior es Fo y la banda inferior es F;. (B) Actividad de
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fusion de nutantes NIV F defectuosos de 5B3 en ensayo de
fusion celular de células indicadoras R-Gal. Los nutantes de
NiV F que se nuestran en (A) se evaluaron para detectar su
capacidad de pronover la fusidén celular nediante Ila
coexpresion con NV G en células Hela-USU negativas
receptoras utilizando células Hela-ATCC perm sivas cono |a
pobl aci 6n diana. Los datos que se nuestran son el porcentaje
nmedio de niveles de fusion W nedidos para cada nmutante
cal cul ado de tres experinmentos separados nornalizados con una
expresi 6n total segun |o nedido por densitonmetria de bandas
de transferencias western. Las barras representan el
intervalo de miltiples experinentos. W: F salvaje. (CO
Ubi caci 6n de epitopo 5B3 mapeado a la estructura de trinero
NiV F visualizada conb representacion superficial. Los
diferentes tonos de gris marcan |as subunidades del F
trimérico. Los residuos coloreados nmarcan |os que fueron
mut ados en este estudio. Los residuos en naranja se eval uaron
pero no tuvieron efecto en la uni6on a 5B3. Los residuos en
rosado son defectuosos de 5B3 y 12B2. Magenta marca |os
resi duos que son defectuosos de 5B3 pero que no tuvieron
efecto sobre la union a 12B2. Péptido de fusidén de Ila
subuni dad donde el epitopo es <coloreado con azul. (D)
Anpliacion en la imgen de (C que etiqueta todos |os

resi duos eval uados en este estudio.
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Figura 8. Mecanisnp de inhibicién de 5B3. (A) Se escindi 6 sF
por tripsina para producir F; +F, nmaduras y se agrego
i nhi bi dor de proteasa para detener |a reaccid6n. Se agrego
2 pug de péptido FC2 biotinilado con diferente cantidad de mAb
segun |l o indicado. Las nuestras luego se calentaron a 50 °C
durante 15 mn para activar F. E conplejo FC2-sF se
precipitdé con agarosa de avidina. (B) Se |Ilevo a cabo un
ensayo conp se describe en (A) con nbB3 y h5B3.1, se recogi6
el material sin unir de la reaccié6n de 5 pg de mAb (4° carri
desde la izquierda) y se precipitd con Sepharose de proteina
G (5° carril desde la izquierda). (C) Se I|llevé a cabo un
ensayo cono se describe en (A) con 2 ug de mAb y aunento de
la tenmperatura segun lo indicado para el tratamento con
calor. Se recogié6 el mterial sin unir de todas |Ias
reacciones y se precipitd con Sepharose de proteina G En
todos |os casos anteriores, |os productos precipitados se
anal i zaron en SDS PACE segui do de transferencia western y |as
transferencias se sondaron con anticuerpo de conejo anti-F
para detectar F.

Tabl a A. Descripci on breve de nbB3, h5B3 y h5B3.1 SEQ I D NO

Fab/ mab SEQ I D NO de cadena pesada SEQ I D NO de cadena |igera
Vi |FR1 | CDR1 | FR2 | CDR2 | FR3 | CDR3 | FR4 | V. |[FR1|CDR1|FR2|CDR2|FR3|CDR3|FR4
nbB3 1| 2 3 4 5 6 7 8 |9|10| 11 |12| 13 |14 15 |16
h6B3 |17 18 | 19 |20 | 21 |22 | 23 |24 |25|26| 27 |28| 29 |30| 31 |32
h5B3.1 (33|34 | 35 |36 | 37 | 38| 39 |40 |41|42| 43 |44 | 45 |46 | 47 |48
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DESCRI PCl ON DETALLADA DE LA MODALI DAD PREFERI DA

Def i ni ci ones

A nmenos que se indique lo contrario, los térnm nos técnicos y
cientificos wutilizados en la presente tienen el msno
significado segun |lo entiende cominmente un experto en la
técnica a la que pertenece |la presente invencién. Vease, p.
ej., Singleton P y Sainsbury D., Dictionary of M crobiol ogy
and Ml ecular Biology 3° ed., J. Wley & Sons, Chichester
Nueva York, 2001 y Fields Virology 4° ed., Knipe DM vy
Howl ey P.M eds, Lippincott WIlliams & WIlkins, Filadelfia
2001.

Segun se utiliza en la presente, el térm no "anticuerpo" se
refiere a una nol écul a de i nmunogl obulina que puede tener la
capaci dad de unirse especificanente a un antigeno particular.
Los anticuerpos pueden tener diferentes variedades conoci das
cono isotipos o clases, por ejenplo, entre otros, |los cinco
i soti pos de anticuerpos béasicos conoci dos cono |gA, 1gD, IgE,
lgG e IgM Un fragnento de anticuerpo puede conprender una
parte de una nol écul a de i nnunogl obul i na o una conbi naci 6n de
partes de nol éculas de innmunoglobulina. Los fragnentos de
anticuerpo pueden conservar |a capacidad de unién al
ant i geno. Los fragnentos de anticuerpo pueden incluir
fragnentos activos de uni6n al antigeno conob, entre otros,

| os fragmentos activos conocidos F(ab’),, Fab, Fv, Fe y Fd,
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asi conop el péptido de fusibébn conb ScFv. Los anticuerpos y
| os fragmentos de anticuerpo son conoci dos para |os expertos
en la ciencia de la innunologia. Los anticuerpos y Ilos
fragnentos de anticuerpo se utilizan regularnente para
estudios y procesos in vitro e in vivo.
Segun se utilizan en |a presente, los térmnos "cadena
pesada" y "cadena ligera" se refieren a |as subuni dades de
i nmunogl obul i na conocidas y conp parte de un anticuerpo y |os
fragnentos de |as subunidades. En sus formas conpletas, la
cadena pesada es general mente un polipéptido mas |argo que | a
cadena ligera. La cadena pesada puede conprender una regioén
vari able de cadena pesada (V4 que es inportante para l|la
uni 6n del antigeno y la cadena |ligera puede conprender una
regi 6n variable de cadena ligera (VL) que es inportante para
l a uni 6n del antigeno.
El fragmento Fab (fragnento de unidon a antigeno) es una
regi 6n de un anticuerpo que se une a | os antigenos. Fab puede
conprender un dom nio constante y un dom nio variable de cada
una de |la cadena pesada y la cadena ligera. Estos dom nios
forman el paréatopo -el sitio de unidon al antigeno- en el
extremo amno termnal del nonénmero. Los dos domnios
variables se unen al epitopo en sus antigenos especificos
F(ab’), se refiere a un fragnmento de anticuerpo que conprende

un dinmero de Fab. Fab y F(ab’), pueden ser generados nedi ante
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tecnol ogia reconbi nante o nedi ante escision de un anticuerpo
o un fragmento de anticuerpo. Conp se conoce en |la teécnica,
solo una parte de una nol écula de anticuerpo, el parétopo
participa en la unién del anticuerpo a los epitopos del
antigeno. Las regiones pFc' y Fc (regi6n cristalizable de
fragnento), por ejenplo, son efectoras de |a cascada del
conpl emrent o, pero no participan en |la unién al antigeno.
Segun se utiliza en la presente, un ScFv (fragmento variabl e
de cadena sinple) es un péptido de fusidn de |as regiones
variables de las cadenas pesada (Vg Vy ligera (V. de |as
i nmunogl obul i nas conectado con un péptido conector o de
uni 6n. En al gunas nodalidades, el péptido conector tiene
entre aproxi madanmente dos y aproxi nadanente 50 am noaci dos.
En al gunas nodalidades, el péptido conector tiene entre
aproxi mdanmente diez y aproxi mdanente 25 am nodcidos. E
ScFv puede conservar |a capacidad de uni6n al antigeno de |a
nol écula de inmunoglobulina original. Aqui un ScFv se
consi dera un fragnmento de anti cuer po.
Segun se wutiliza en la presente, el fragnmento Fd puede
conprender la parte de |a cadena pesada de un fragnento Fab.
El fragnento Fd se puede producir nediante escision
enzimatica o tecnologias de reconbinacién. En al gunas
nodal i dades, |l os  fragnentos Fd son los principales

determinantes de especificidad de anticuerpo (un dnico
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fragnento Fd se puede asociar con hasta diez cadenas |igeras
diferentes sin alterar |la especificidad de anticuerpo) y |os
fragnentos Fd conservan |a capacidad de union al epitopo en
ai sl am ent o.

Las regiones determ nantes de conplenentariedad (CDR) son
regi ones peptidicas dentro de la parte de unidén al antigeno
de un anticuerpo. Las CDR pueden interactuar directanente con
el epitopo del antigeno y son las principales determn nantes
de especificidad de anticuerpo. Las regiones marco (FR) son
regiones peptidicas en la parte de uni6on al antigeno del
anti cuerpo que mantienen |la estructura terciara del paratopo.
En algunas nodalidades, en la regi6n variable de cadena
pesada (V) Yy la region variable de cadena ligera (V.), hay
cuatro regiones marco (FRL a FR4) separadas respectivanente
por tres regiones determ nantes de conplenentariedad (CDRL a
CDR3). Las CDR, y en particular las regiones CDR3, y nmas
particul arnente |a cadena pesada CDR3, pueden ser altanente
responsabl es de | a especificidad de anti cuerpo.

Segun se utilizan en la presente, los térm nos "enfernedad
del virus Hendra" y "enfermedad del virus N pah" se refieren
a enfermedades provocadas, directa o indirectanente, por la
infecciéon con el virus Hendra o N pah. Los tropisnos de
especies anplios y |a capacidad de provocar una enfernedad

fatal en aninmales y en seres humanos han di stinguido al virus
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Hendra (HeV) y al wvirus Npah (NV) del resto de Ilos
par am xovi rus conocidos (Eaton B.T. 2001 M crobes Infect
3:277-278). Estos virus se pueden anpliar 'y provocar
enfernedad en aninales grandes y se pueden transmtir a |os
seres humanos en donde la infeccidén se manifiesta conp una
enfernedad respiratoria grave y/o encefalitis febril

Conb se utiliza en la presente <con respecto a los
pol i péptidos, el térm no "sustancial mente puro" significa que
los polipéptidos estan esencialnente Ilibres de otras
sustancias con l|las <cuales se podrian encontrar en Ila
naturaleza o en sistemas in vivo en una nedida practica y
adecuada para su uso previsto. En particul ar, | os
polipéptidos son |o suficientenente puros y estan |o
suficientenmente |ibres de otros conponentes biol 6gi cos de sus
cél ul as hospedadoras cono para ser utiles, por ejenplo, en la
generaci 6n de anti cuerpos, el secuenciamento o | a producci én
de preparaciones farnacéuticas. Medi ante  procedi m ent os
conocidos en la técnica, los polipéptidos sustancialnente
puros se pueden producir en virtud de las secuencias de
pol i nucl e6ti dos y am noaci dos descritas en |la presente. Conp
un polipéptido sustancialnmente purificada de la invencién se
puede nezclar con un portador farmacéuticanmente aceptable en
una preparaci 6n farnmacéutica, el polipéptido puede conprender

solo determ nado porcentaje en peso de la preparacion. E
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pol i péptido es, no obstante, sustancialnente puro en el
sentido de que se ha separado sustancialnmente de |as
sustancias con las cuales se puede asociar en |os sistemas
Vi Vos.

Segun se utiliza en la presente, "identidad de secuencia" es
una nedi da de la identidad de | as secuenci as de nucl e6tidos o
| as secuenci as de am noaci dos conparadas con una secuenci a de
nucl e6ti dos o am noaci dos de referencia. Un polipéptido que
presenta una secuencia de am noacidos con al nenos, por
ej enpl o, aproxi madanente el 95 % de "identidad de secuencia"
con una secuencia de am noacidos de referencia, p. ej., SEQ
ID NO 1, se entiende que significa que |a secuencia de
am noaci dos del polipéptido es idéntica a la secuencia de
referencia, excepto que la secuencia de ani noacidos puede
incluir hasta aproximadanmente cinco nodificaci ones por cada
100 am noéaci dos de | a secuenci a de am noaci dos de referencia.
En otras pal abras, para obtener un péptido que presenta al
menos apr oxi madanente el 95 % de identidad de secuencia con
una  secuencia de am noaci dos de ref erenci a, hast a
apr oxi madanente el 5 % de |os residuos de am noacidos de |a
secuencia de referencia se pueden elimnar o sustituir con
otro amnoadcido o wuna cantidad de ami noacidos de hasta
aproxi madamente el 5 % del total de aninoacidos en Ila

secuencia de referencia se puede insertar en |a secuencia de
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referenci a. Estas nodificaciones de la secuencia de
referencia pueden ocurrir en l|las posiciones de extreno N o
extrembo C de |la secuencia de am noacidos de referencia o en
cual qui er | ugar entre di chas posi ci ones term nal es,
i nt er cal adas, ya sea en forma individual entre |os
am noacidos en la secuencia de referencia o en uno o0 mas
grupos contiguos dentro de |l a secuencia de referenci a.

En general, |as secuenci as estan alineadas de nodo de obtener
| a coincidencia de mayor orden. "ldentidad de secuencia" en
si tiene un significado reconocido en la técnica y se puede
calcular wutilizando técnicas conocidas. Aunque hay diversos
métodos para nedir la identidad entre dos secuencias de
polipéptidos o polinucleétidos, el térmno "identidad" es
conocido por los expertos (Carillo (1988) J. Applied Math.
48, 1073). Ejenplos de métodos de programas informéticos para
determinar |la identidad de secuencia y la simlitud entre dos
secuenci as incluyen, entre otros, el paquete del programa GCG
(Devereux (1984) Nucleic Acids Research 12, 387), BLASTP,
ExPASy, BLASTN, FASTA (Atschul (1990) J. Mal. Biol. 215, 403)
y FASTDB. Ejenplos de métodos para determinar |a identidad de
secuencia y la simlitud se plantean en M chaels (2011)
Current Protocols in Protein Science, tono 1, John Wley &
Sons.

En una nodalidad de la presente invencion, el algoritno
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utilizado para determnar |a identidad de secuencia entre dos
o mas polipéptidos es BLASTP. En otra nodalidad de Ia
presente invencion, el algoritnmo utilizado para determnar |la
identidad de secuencia entre dos o mAs polipéptidos es
FASTDB, que se basa en el algoritno de Brutlag (1990) Conp.
App. Biosci. 6, 237-245). En un alineam ento de secuencia
FASTDB, |as secuencias de consulta y de referencia son
secuencias amno. El resultado del alineam ento de secuencia
se encuentra en porcentaje de identidad de secuencia. En una
nodal i dad, |os paréanetros que se pueden wutilizar en un
alineam ento FASTDB de secuencias de aminoacidos para
calcular el porcentaje de identidad de secuencia incluyen

entre otros: matriz=PAM tupla k=2, penalizaciodén por nmal
enpar ej anm ent o=1, penali zaci 6n de uni 6n=20, |argo de grupo de
Al eatorizaci 6n=0, resultado de fecha limte=1, penalidad por
hueco=5, penalizacion por tamafio de hueco 0,05, tamafio de
ventana=500 o el largo de la secuencia sujeto de amno, |lo
que sea mas corto.

Si | a secuencia de referencia es mas corta o nas larga que |a
secuenci a de consulta debido a |as adiciones o elimnaciones
de extremb N o extremb C, pero no debido a adiciones o
el i minaciones internas, se puede realizar wuna correcciodn
manual , porque el programa FASTDB no representa truncam entos

o adiciones de extreno N y extrenb C de l|a secuencia de
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referencia al calcular el porcentaje de identidad de
secuencia. Para | as secuencias de consulta truncadas en |os
extrenos N o C, con respecto a |l a secuencia de referencia, el
porcentaje de identidad de secuencia se corrige al calcular
el nunero de residuos de |a secuencia de consulta que son
extrenbs N y C de la secuencia de referencia que no estéan
enpar ej adas/ al i neadas, conb un porcentaje del total de |as
bases de la secuencia de consulta. Los resultados del
al i neam ento de secuenci a FASTDB det er m nan | a
coi nci denci a/ al i neam ent o. El porcentaje de alineamento
luego se resta del porcentaje de identidad de secuencia,
cal cul ado por el programa FASTDB antenencionado utilizando
| os paranetros especificados para |legar un resultado final
de porcentaje de identidad de secuencia. Este puntaje
corregido se puede utilizar para determinar co6nmo |os
al i neam entos se "corresponden' entre si, asi conm el
porcentaje de identidad de secuencia. Los residuos de I|la
secuencia de referencia que se extienden nmas all&d de |os
extrenrbps N o C de la secuencia de consulta se pueden
consi derar para fines de ajustar nanual mente el puntaje del
porcentaje de identidad de secuencia. Es decir, |os residuos
gue no coinciden/se alinean con |los extrenbs N o C de la
secuencia de conparacién se pueden contar al ajustar

manual nente el puntaje del porcentaje de identidad de
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secuencia o | a nuneraci 6n del alineam ento.

Por ejenplo, una secuencia de consulta de 90 am noéaci dos se
alinea con una secuencia de referencia de 100 residuos para
determ nar el porcentaje de identidad. La elimnacién ocurre
en el extreno N de |la secuencia de consulta y, por |lo tanto,

el al i neam ento FASTDB no nmuestra un
enparej am ento/ ali neam ento de | os prineros 10 residuos en el

extremb N. Los 10 residuos no apareados representan un 10% de
la secuencia de referencia (nunero de residuos en |os
extrenos Ny C no enparejadas/nunmero total de residuos en |a
secuencia de referencia) entonces 10% se sustrae del

resul tado del porcentaje de identidad de secuencia cal cul ado
por el programa FASTDB. Si los 90 residuos restantes
coincidieran perfectanente (100 % de alineamento), el

porcentaje de identidad de secuencia final seria 90 % (100 %
de alineamiento - 10 % de excedente sin enparejar). En otro
ej enpl o, una secuencia de consulta de 90 residuos se conpara
con una secuencia de referencia de 100, con la diferencia de
que las elimnaciones son elimnaciones internas. En este
caso, el porcentaje de identidad de secuencia cal cul ado por

FASTDB no se corrige nmanualnente de manera que no hay
residuos en los extrenos N o C de |la secuencia sujeto que no
se encuentren enparejadas/alineadas con |la problema. En otro

ej enpl o, una secuencia de 110 am noaci dos se alinea con una
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secuencia de referencia de 100 residuos para determ nar el
porcentaje de identidad de secuencia. La adicion en la
consulta ocurre en el extrenmo N de |la secuencia de consulta
y, por lo tanto, el alineam ento FASTDB puede no nostrar un
enpar ej am ent o/ al i neam ento de | os prinmeros 10 residuos en el
extremo N. Si |los 100 residuos de am noaci dos restantes de |a
secuencia de consulta tienen el 95 % de identidad de
secuencia con la longitud conpleta de la secuencia de
referencia, la adicion de extremb N de la consulta se
ignoraria y el porcentaje de identidad de |a secuencia de
consulta con la de referencia seria del 95 %

Segun se wutiliza en la presente, el térmno "sustitucidn
conservadora"” denota el reenplazo de un residuo de am noaci do
por otro residuo bioldgicanente simlar. La sustitucidn
conservadora para este fin se puede definir conbp se establ ece
en |as tablas abajo. Los am noaci dos pueden clasificarse de
acuerdo con propiedades fisicas y la contribucion a Ila
estructura de proteinas secundarias y terciarias. Una
sustituci 6n conservadora se reconoce en la técnica conmb una
sustituci 6n de un am noacido por otro am noacido que tiene
pr opi edades siml ares. Los ej enpl os de sustituci ones
conservadoras se establ ecen abajo en la tabla |

Tabl a |: sustituci ones conservador as
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Caracteristica de cadena Am noéci do
| at er al
Alifatico
No pol ar Gy, Ala, Pro, Iso, Leu, Va
Pol ar no cargado Cys, Ser, Thr, Met, Asn, dn
Pol ar cargado Asp, GQu, Lys, Arg
Aromati co Hi s, Phe, Trp, Tyr
aro Asn, Gn, Asp, Qu
Al ternativanente, |os am noacidos conservadores se pueden

agrupar cono se describe en Lehninger (1975) Biochem stry,
segunda edicién; Wrth Publishers, pags. 71-77, conp se

establ ece abajo en la tabla I1I.

Tabla Il: sustituci ones conservador as
Caracteristica de cadena Am noaci do
| at er al

No pol ar (hi drof 6bi ca)

Alifatico: Ala, Leu, Iso, Val, Pro
Aronmati co: Phe, Trp

Con azufre: Met

Limte: Ay

Pol ar no cargado

Hi dr oxi | o: Ser, Thr, Tyr

Am das: Asn, dn
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Sul fhidrilo: Cys

Limte: Ay

Car gado positivanmente Lys, Arg, His
(bési co):

Cargado negativanente (&4cido) Asp, Qu

Y otras sustituciones conservadoras ejenplares alternativas

se presentan abajo en la tabla II1.

Tabla Il1l: sustituciones conservadoras

Resi duo ori gi nal Sustituci 6n ej enpl ar
Ala (A Val, Leu, lle

Arg (R Lys, G n, Asn

Asn (N) @n, H's, Lys, Arg

Asp (D) Qu

Cys (O Ser

dn (Q Asn

Au (B Asp

Hs (H) Asn, dn, Lys, Arg

ITe (1) Leu, Vval, Met, Ala, Phe
Leu (L) Ile, Val, Met, Ala, Phe
Lys (K) Arg, Gn, Asn

Met (M Leu, Phe, Ile
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Phe (F) Leu, Vval, lle, Aa

Pro (P) Ay

Ser (S Thr

Thr (T) Ser

Trp (W Tyr

Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser

Val (V) Ile, Leu, Met, Phe, Al a

Segun se utiliza en la presente con respecto a |os
pol i péptidos y  polinucleo6tidos, el térmno "aislado"
significa: (i) anplificado in wvitro, por ejenplo, por
reacci 6n en cadena de polinmerasa (PCR); (ii) producido de
forma reconbinante por <clonacién; (iii) purificado, por
ejenplo nediante escision y separacién en gel; o (iv)
sintetizado, por ej enpl o, por sintesis qui m ca. Un
polinucleétido aislado es uno que se puede nmanipular
facilmente nediante procedinmentos de ADN reconbinante
conocidos en la técnica. Por ende, una secuencia de
nucl eéti dos presente en un vector en el cual los sitios de
restricciéon 5 'y 3 son conocidos o para la cual Ias
secuenci as cebadoras de reaccion en cadena de polinmerasa
(PCR) se han divulgado se considera aislada, pero una

secuencia de polinucleétidos que se encuentra en su estado
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natural en su hospedador natural no. Un polinucleétido y un
pol i pépti do ai sl ado pueden estar sustancial mente purificados,
pero esto no es necesarianmente asi. Por ej enpl o, un
polinucledétido que esta aislado dentro de un vector de
expresi 6n o de clonaci é6n no es puro en el hecho de que puede
conprender solo un pequefio porcentaje del material en la
célula en la que se aloja. Dicho polinucleétido esta aisl ado,
sin enbargo, segun se utiliza el térmno en |la presente,
porque se puede nmanipular facilnmente nediante técnicas
est &ndar conoci das por | os expertos en |la técnica.

Segun se utiliza en la presente, se dice que una secuencia de
codificacion 'y una secuencia reguladora estan "unidas
operati vanente"” cuando estan unidas coval entenente de nodo
tal de colocar la expresion o transcripcion de |la secuencia
de codificacion bajo la influencia o el control de Ilas
secuencias reguladoras. Si se desea que las secuencias
codi ficantes se traduzcan a una proteina funcional, se dice
que dos secuencias de ADN estan unidas operativanmente si la
i nducci 6n de un pronotor en |as secuencias reguladoras 5'
produce |l a transcripci 6n de | a secuencia de codificacion y si
la naturaleza de la unidn entre |las dos secuencias de ADN no
(1) produce la introducci é6n de una mutaci 6n marco-canbi o, (2)
interfieren con la capacidad de la region pronotora de

dirigir la transcripcion de |as secuencias de codificacioén o
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(3) interfieren con la capacidad de la transcripcion de ARN
correspondi ente de traducirse en una proteina. Por ende, una
regi 6n pronotora se uniria operativanmente a una secuencia de
codificacion si la regién pronotora fuera capaz de efectuar
| a transcripci on de esa secuencia de ADN de forma tal que la
transcripcion resultante se pudiera traducir en la proteina o
el polipéptido deseado.

La natural eza exacta de |as secuencias regul adoras necesaria
para |la expresion génica puede variar entre |las especies o
los tipos de células, pero, en general, incluye segiun sea
necesari o, secuencias 5 de no transcripcién y 5 de no
traducci 6n que participan en el inicio de la transcripcion y
| a traducci 6n respectivanmente, por ejenplo, una caja TATA
secuencia de casquet e, secuencia CAAT vy siml ares.
Especifi canent e, di chas  secuenci as regul adoras de no
transcripciéon 5 incluiran una regi 6n pronotora que incluye
una secuencia pronptora para un control transcripcional del
gen uni do operativanente. Las secuenci as regul adoras tanbién
pueden incluir secuenci as pot enci ador as O secuenci as
activadoras corriente arri ba segun se desea.

Segun se utiliza en la presente, un "vector" puede ser
cual quiera de diversos polinucleétidos en |os cuales una
secuenci a deseada se puede insertar nediante restriccidén y

| igado para el transporte entre diferentes entornos genéticos



10

15

20

29
o para la expresio6n en una célula hospedadora. Los vectores
estan conpuestos tipicanente de ADN, aunque tanbién hay
vectores de ARN disponibles. Los vectores incluyen, entre
otros, plasmdos y fagém dos. Un vector de clonaciodn es un
vector que puede replicarse en una célula hospedadora y que
adenmas se caracteriza por uno o nmas sitios de restriccion de
endonucl easa en donde el vector se puede cortar de una forma
determ nable y en donde una secuencia de ADN deseada se puede
ligar, de nbdo que el nuevo vector reconbinante conserve su
capaci dad de replicarse en |la célula hospedadora. En el caso
de los plasnmidos, la replicacion de |a secuencia deseada
puede ocurrir muchas veces a nedida que el pléasmdo aunenta
en el nunero de copias dentro de la bacteria hospedadora o
sol o una Unica vez por hospedador antes de que el hospedador
se reproduzca por mtosis. En el caso del fago, Ila
replicaci 6n puede ocurrir activanente durante una fase litica
o pasivanente durante una fase |isogénica. Un vector de
expresion es un vector en el cual wuna secuencia de ADN
deseada se puede insertar nediante restriccién y ligado de
nodo que se una operativanmente a | as secuenci as regul adoras y
se pueda expresar conp una transcripci 6n de ARN. Los vectores
ademds pueden contener una 0 mMAS secuencias marcadoras
adecuadas para utilizar en la identificacidn y seleccion de

las células que se han transfornmado o transfectado con el
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vect or. Los rmarcadores incluyen, por ej enpl o, genes
codi fi cantes de proteinas que aunentan o di sm nuyen o bien |a
resistencia o la sensibilidad a los antibidéticos u otros
compuest 0s, genes que codifican enzims cuyas activi dades se
pueden detectar nediante ensayos estandar conocidos en la
técnica (p. €., RB-galactosidasa o fosfatasa alcalina) vy
genes que afectan visiblemente el fenotipo de las células
transformadas o transfectadas, hospedadores, <colonias o
pl acas. En al gunas nodal i dades, |0s vectores son capaces de
replicaci 6n autonona y expresion de |os productos génicos
estructural es presentes en |os segnentos de ADN a | os cual es
est an uni dos operati vanente.

Anticuerpos de glicoproteina F anti-HeV y NV novedosos o
fragnmento de anti cuerpos

La presente invencio6n deriva, en parte, del desarrollo,
aislamento y caracterizacion de anticuerpos novedosos o
fragnentos de anticuerpo que se unen sel ectivanente e inhiben
los virus Hendra y Nipah. Conp se describe nmas conpl etanmente
abaj o, se ha denpstrado que estos anticuerpos o fragnentos de
anticuerpo se unen a la glicoproteina F y reducen o bl oguean
la infeccion de los virus Hendra y Nipah. El paratopo de |os
fragmentos Fab NIV y anti-HeV asociado con |os epitopos de
neutralizacion en la glicoproteina F de HeV y NV estéa

definido por las secuencias de am noacidos (aa) de |as
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regiones de cadena pesada y ligera de innunoglobulina
descritas en la tabla Ay de la SEQID NO 1 a SEQ ID NO 48.
O ros anticuerpos, fragnmentos de anticuerpos y secuencias
rel aci onadas se describen en SEQ ID NGO 49 - 80.

En al gunas nodal i dades, | a presente invenci 6n proporciona | os
anti cuerpos de longitud conpleta o fragnentos de anticuerpos
de estos que se unen selectivanente a las glicoproteinas F
Hendra y N pah de forma aislada y en preparaciones
farmacéuticas. De forma simlar, conp se describe abajo, la
presente i nvenci 6n pr opor ci ona pol i pépti dos ai sl ados,
vect ores, cél ul as hospedadoras transformdas con | os
pol i nucl eéti dos y conposi ciones y preparaci ones farnmacéuticas
gque incluyen ©polipéptidos aislados, que codifican |os
anticuerpos de glicoproteina F Hendra y N pah de |ongitud
conpleta y/o los fragnmentos de anticuerpos. Por ultino, la
presente i nvenci 6n proporci ona métodos, conp se describen nas
det al | adanente abaj o, gue enplean estos anticuerpos Yy
pol i nucl eétidos en el diagnéstico in vitro e in vivo, la
prevencion y la terapia de la enfernedad del virus Hendra o
Ni pah.

Las secuenci as de am noaci dos conpletas de las partes Fab de
uni 6n al antigeno de |os anticuerpos nonoclonales Hendra y
Ni pah nbB3 (5B3 nurino), h5B3 (5B3 humanizado) y h5B3.1

(5B3.1 humani zado), asi conp las regiones CDR, FR, Vqjy V. se
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enuneran en la tabla Ay se describen en la presente. SEQ ID
NO 1, 17 y 33 describen las secuencias de am noéaci dos del
fragnento Fd de | os anticuerpos nonocl onal es Hendra y Ni pah.
Las secuenci as de am noaci dos de | as regiones FRL, CDRl, FR2,
CDR2, FR3, CDR3 y FR4 de cadena pesada se describen cono
(FRL, SEQID NO 2, 18 y 34); (CDRL, SEQ ID NO 3, 19 y 35);
(FR2, SEQID NO 4, 20y 36); (CDR2, SEQ ID NO 5, 21 y 37);
(FR3, SEQID NO 6, 22 y 38); (CDR3, SEQID NO 7, 23 y 39);
y (FR4, SEQ ID NO 8, 24 y 40). SEQ ID NO 9, 25 y 41
describen |as secuencias de am noacidos de |os fragnmentos
vari abl es de cadena |igera de |os anticuerpos Hendra y N pah.
Las secuenci as de am noaci dos de | as regiones FR1, CDRl, FR2,
CDR2, FR3, CDR3 y FR4 de cadena ligera se describen cono
(FRL, SEQ ID NO 10, 26 y 42); (CDRL, SEQ ID NO 11, 27 vy
43); (FR2, SEQ ID NO 12, 28 y 44); (CDR2, SEQ ID NO 13, 29
y 45); (FR3, SEQ ID NO 14, 30 y 46); (CDR3, SEQ ID NO 15,
31y 47); (FR4, SEQID NO 16, 32 y 48).

Actual mente, esta establecido en la técnica que |as regiones
no CDR de un anticuerpo nmamifero se pueden reenplazar por
regi ones simlares de anti cuer pos coespecificos o]
het er oespecificos, pero mantienen |a especificidad epitodpica
del anticuerpo original. Esto se manifiesta nas claranente en
el desarrollo y uso de anticuerpos "humani zados"” en donde | as

CDR no humanas se unen de forma covalente a regiones FR
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humanas y/o Fc/pFc' para producir un anticuerpo funcional.
Por ende, por ejenplo, Ila publicacidén internacional PCT
nanero WD 92/04381 describe la produccién y el uso de
anticuerpos RSV nmurinos humani zados en donde al nenos una
parte de las regiones FR nurinas se han reenplazado por
regi ones FR de humano.

Por ende, cono resultard evidente para el experto en la
técnica, |la presente invencién tanbi én proporciona fragnmentos
F(ab’),, Fab, Fv, Fd y ScFv de anticuerpos de glicoproteina F
Hendra y Nipah; anticuerpos quinéricos en donde |as regiones
Fc y/o FRL y/o FR2 y/o FR3 y/o FR4 y/o CDRl1 y/o CDR2 y/ o CDR3
de los anticuerpos Hendra y N pah se han reenplazado por
secuenci as humanas o no humanas honodl ogas; fragnmentos F(ab’)
qui méri cos en donde las regiones FR1L y/o FR2 y/o FR3 y/o FR4
y/lo CDRL y/o CDR2 y/o CDR3 de Ilos anticuerpos de
glicoproteina F Hendra y N pah se han reenplazado por
secuenci as humanas o no hunmanas honol ogas; fragnentos Fab
qui méricos en donde las regiones FR y/o CDRl1 y/o CDR2 y/o
CDR3 se han reenplazado por secuencias hunanas o no humanas
honmdl ogas; anticuerpos de fragnento Fd qui mérico en donde | as
regiones FRL y/o FR2 y/o FR3 y/o FR4A y/o CDR1 y/o CDR2 y/o
CDR3 se han reenpl azado por secuencias hunmanas o no humanas
hondl ogas; y ScFv en donde las regiones FRL y/o FR2 y/o FR3

ylo FR4A y/o CDRL y/o CDR2 y/o CDR3 se han reenplazado por
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secuenci as hunmanas o no humanas hon®l ogas. Por |lo tanto, |os
expertos en |la técnica pueden alterar |os anticuerpos Hendra
y Nipah nediante |a construcci 6n de anticuerpos qui méricos o
injertados en CDR o fragnentos de anticuerpos que contienen
la totalidad o parte de |as secuencias de am noaci dos de CDR
de la region V de cadena ligera y pesada descritas (Jones,
P.T. et al. 1986 Nature 321:522-525; Verhoeyen, M et al
1988 Science 39:1534-1536; y Tenpest, P.R et al. 1991
Bi ot echnol ogy 9:266-271), sin destruir |a especificidad de
| os anticuerpos por el epitopo de glicoproteina F. Dichos
anticuerpos quiméricos o injertados en CDR o FR o fragnentos
de anticuerpos pueden ser eficaces para prevenir y tratar |a
i nfecci én del virus Hendra o Nipah en los aninmales (p. e€j.
cabal los) y el honbre.

En al gunas nodal i dades, se pueden producir anticuerpos y/o
fragnentos de anticuerpos en donde parte o la totalidad de
| as regiones FR de los anticuerpos de glicoproteina F Hendra
y N pah se han reenplazado por otras regiones FR hunmanas
hondl ogas. Ademés, se pueden reenpl azar | as porciones Fc para
producir anticuerpos IgA o IgM asi cono 1gG que contengan
parte o la totalidad de las CDR de I|os anticuerpos de
glicoproteina F Hendra y N pah. Resulta de particular
importancia la inclusion de las CDR de cadena pesada del

anticuerpo de glicoproteina F Hendra y N pah, en nenor
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nedida, las otras CDR de |os anticuerpos de glicoproteina F
Hendra y N pah. D chos anticuerpos humani zados y/ o fragnentos
de anticuerpos tienen una utilidad particular en el hecho de
que no producen una respuesta inmunitaria contra el

anti cuer po m sno.

La presente invencion describe un anticuerpo o fragnmento de
anticuerpo de este que se une selectivanente a una
glicoproteina F de virus Hendra o virus N pah, en donde dicho
anticuerpo conprende: una region variable de cadena pesada
gue conprende al nmenos una regi6n determnante de Ila
conpl enent ari edad (CDR) que tiene | a secuencia de anm noci dos
sel ecci onada del grupo que consiste en SEQ ID NO 3, 5, 7

19, 21, 23, 35, 37 y 39; y una regio6n variable de cadena
ligera que conprende al nenos una CDR que tiene |la secuencia
de am noaci dos sel ecci onada del grupo que consiste en SEQ ID
NO 11, 13, 15, 27, 29, 31,43, 45 y 47. En particular, la
presente invencién describe un anticuerpo o fragmento de
anticuerpo de este que se une selectivanente a una
glicoproteina F de virus Hendra o virus N pah, en donde dicho
anticuerpo conprende: una region variable de cadena pesada
gue conprende al nmenos una regi6n determnante de Ila
conpl enent ari edad (CDR) que tiene |a secuencia de an noé4ci dos
sel ecci onada del grupo que consiste en SEQ ID NO 35, 37 vy

39; y una regio6n variable de cadena |igera que conprende al
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menos una CDR que tiene l|a secuencia de am noéacidos
sel ecci onada del grupo que consiste en SEQ ID NO 43, 45 vy
47.

La presente invenci én describe un anticuerpo o fragnmento de
anti cuerpo que puede conprender una CDRL de cadena pesada que
conprende l|la secuencia de amnoacido de SEQ ID NO 35, un
anticuerpo o fragnento de anticuerpo que puede conprender una
CDR2 de cadena pesada que conprende |a secuencia de
am noacido de SEQ ID NO 37; y/o un anticuerpo o fragmento de
anti cuerpo que puede conprender una CDR3 de cadena pesada que
conprende la secuencia de amnoacido de SEQ ID NO 39.
Ademés, la presente invencién describe wun anticuerpo o
fragnento de anticuerpo que puede conprender una CDRL de
cadena ligera que conprende | a secuencia de am noaci do de SEQ
ID NO 43, un anticuerpo o fragnento de anticuerpo que puede
conprender una CDR2 de cadena ligera que conprende |a
secuenci a de am noacido de SEQ ID NO 45; y/o un anticuerpo o
fragnento de anticuerpo que puede conprender una CDR3 de
cadena ligera que conprende | a secuencia de am noaci do de SEQ
ID NO 47.

La presente invencion describe un anticuerpo o fragnmento de
anti cuerpo que conprende una regi 6n vari abl e de cadena pesada
con al nmenos el 80 % el 85 % el 90 % el 91 % el 92 % el

93 % el 94 % el 95 % el 96 % el 97 % el 98 %o el 99 %
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de identidad de secuencia con SEQ ID NO 1, 17 o 33. La
presente invencién describe un anticuerpo o fragmento de
anti cuerpo que conprende una regi 6n vari abl e de cadena pesada
con |la secuencia de aminoacido de SEQ ID NGO 1, 17 o 33. En
al gunas nodal i dades, el fragnmento de anticuerpo es un ScFv,
Fab, F(ab’), o Fd.
La presente invencion describe un anticuerpo o fragnento de
anti cuerpo que conprende una regi 6n vari able de cadena |igera
con al nenos el 90 %o el 99 % de identidad de secuencia con
SEQ ID NO 19, 25 o 41. La presente invenci6n describe un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que conprende una regién
variabl e de cadena ligera con |a secuencia de am noacido de
SEQ ID NO 9, 25 o 41. En al gunas nodal i dades, el fragnmento
de anticuerpo es un ScFv, Fab o F(ab’)..
La presente invenci én describe un anticuerpo o fragnmento de
anti cuerpo que conprende una regi 6n vari abl e de cadena pesada
con |l a secuencia de am noacido de SEQID NO 1, 17 o 33 y unha
region variable de cadena ligera con l|a secuencia de
am noacidos de la SEQ ID NO 9, 25 o 41.
La presente invencion describe un anticuerpo o fragnmento de
anticuerpo que se une selectivanente a la glicoproteina F de
virus Hendra o el virus Ni pah, en donde dicho anticuerpo o
fragnento de anticuerpo conprende una cadena pesada que

conprende una o mAs secuenci as de am noaci dos sel ecci onadas
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del grupo que consiste en: |la regi6n FRL que conprende SEQ I D
NO 2, 18 o 34, la region FR2 que conprende SEQ ID NO 4, 20
o 36, la region FR3 que conprende SEQ ID NO 6, 22 o 38 vy |la
regi on FR4 que conprende SEQ ID NO 8, 24 o 40. Adenaés, la
presente invencién describe un anticuerpo o fragnento de
anticuerpo que se une selectivanente a la glicoproteina F de
virus Hendra o el virus N pah, en donde dicho anticuerpo o
fragnento de anticuerpo conprende una cadena |igera que
conprende una o mas secuenci as de am noaci dos sel ecci onadas
del grupo que consiste en: la regi 6n FRL que conprende SEQ ID
NO 10, 26 o 42, la region FR2 que conprende SEQ ID NO 12
28 0 44, la regi 6n FR3 que conprende SEQ ID NO 14, 30 o 46 y
| a regi 6n FR4 que conprende SEQ ID NO 16, 32 o 48.
En al gunas nodalidades, |a presente invencioén describe un
fragnento de anticuerpo ScFv que conprende Vy y V. que tienen
una secuenci a sel ecci onada del grupo que consiste en: SEQ ID
NO 1, 17, 33, 9, 25 vy 41. Vyy VL pueden estar conectados por
un péptido conector con una longitud de 2-50 am noaci dos. En
al gunas nodal i dades, el fragnmento ScFv puede conprender un Vy
de SEQ ID NO 33 y un V. de SEQ ID NG 41, en donde el
pépti do conector puede conprender 10-25 ami noacidos. En
al gunas nodal i dades, el péptido conector puede conprender SEQ
I D NO 52.

En algunas nodalidades, l|a invenciéon se refiere a un
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anti cuer po o] fragnento de anti cuer po gue se une
selectivamente a la glicoproteina F del virus Hendra o el
virus Ni pah, en donde dicho anticuerpo o fragnento de
anticuerpo conprende una cadena pesada que conprende una o
mas secuenci as de am noaci dos sel eccionadas del grupo que
consiste en: la region FRL que conprende SEQ ID NO 34, la
region FR2 que conprende SEQ ID NGO 36, la region FR3 que
conprende SEQ ID NO 38 y la regi 6n FR4 que conprende SEQ ID
NO 40 y una cadena |ligera que conprende una o Mmas secuenci as
de am noaci dos sel ecci onadas del grupo que consiste en: la
region FRL que conprende SEQ ID NO 42, la region FR2 que
conprende SEQ ID NO 44, l|la region FR3 que conprende SEQ ID
NO 46 y la regi on FR4 que conprende SEQ I D NO 48.

La presente invencion describe un anticuerpo o fragnmento de
anticuerpo humani zado que se une selectivanente a una
glicoproteina F del virus Hendra o el virus N pah, en donde
dicho anticuerpo o fragnento de anticuerpo conprende una
regi 6n vari able de cadena pesada que tiene al nenos un 80 %
85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % o
99 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO 17 o 33. En
al gunas nodal i dades, el anticuerpo o fragnento de anticuerpo
conprende una regi 6n variable de cadena pesada que tiene |la
secuenci a de aminoécidos de SEQ ID NGO 17 o 33. La presente

i nvenci 6n describe un anticuerpo o fragnmento de anticuerpo
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humani zado que se une selectivanente a una glicoproteina F
del virus Hendra o el virus Ni pah, en donde dicho anticuerpo
o fragmento de anticuerpo conprende una regi 6n variable de
cadena ligera que tiene al nenos un 80 % 85 % 90 % 91 %
92 % 93 % 94 % 95 % 96 % 97 % 98 % o 99 % de identidad
de secuencia con SEQ ID NO 25 o 41. En al gunas nodal i dades,
el anticuerpo o fragnmento de anticuerpo conprende una regioén
variable de cadena ligera que tiene la secuencia de
am noaci dos de SEQ ID NO 25 o 41.

En al gunas nodalidades, |a presente invencioén describe un
anti cuerpo que conprende regiones variables de cadena pesada
y/o ligera con un 80 % 85 % 90 % 91 % 92 % 93 % 94 %
95 % 96 % 97 % 98 % o 99 % de identidad de secuencia con
regi ones vari abl es de cadena pesada y/o ligera del anticuerpo
codi fi cado en |os plasm dos contenidos en células Freestyle™
293 depositadas conp deposito PTA-120575 de la Col eccidn
Anmericana de Cultivos Tipo (ATCC). En al gunas nodal i dades, |a
presente invencién describe un anticuerpo que conprende
regi ones variables de cadena pesada y ligera con secuencias
idénticas con regiones variables de cadena pesada y ligera
del anticuerpo codificado en |os plasm dos contenidos en
célul as Freestyle™ 293 depositadas cono depésito PTA-120575
de I a Col ecci 6n Americana de Cultivos Tipo (ATCC).

La presente invencion describe un anticuerpo o fragnmento de
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anti cuerpo humani zado que se une sel ectivanente a un epitopo
de glicoproteina F de virus Hendra o virus N pah, en donde
dicho anticuerpo o fragnento de anticuerpo inhibe Ila
infeccion del virus Hendra o Nipah. La presente invencién
descri be un anticuerpo o fragnento de anticuerpo humani zado
gue se une selectivanente a un epitopo de glicoproteina F de
virus Hendra o virus N pah, en donde dicho anticuerpo o
fragnento de anticuerpo altera la fusidon de nenbrana
hospedadora del virus. La presente invencion describe un
anticuerpo o fragnmento de anticuerpo humani zado que se une
sel ectivanente a wun epitopo de glicoproteina F de virus
Hendra o virus N pah, en donde dicho anticuerpo o fragnento
de anticuerpo bloquea el plegamento de |la glicoproteina F.
En al gunas nodal i dades, el anticuerpo o fragnento de
anticuerpo inhibe la infeccion del virus Hendra o Nipah
nmediante |la alteracién de |a fusién de nenbrana hospedadora
del virus. En algunas nodal i dades, el anticuerpo o fragnento
de anticuerpo altera la fusidén de nenbrana hospedadora del
virus nedi ante el bloqueo del plegam ento de la glicoproteina
F.

Tanmbi én es posible, de acuerdo con |la presente invenciédn,
producir anticuerpos o fragnmentos de anticuerpos quiméricos
que incluyen secuencias no humanas. Por ende, se puede

utilizar, por ejenplo, secuencias de Fe o FR nurinos, ovinos,
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equi nos, bovinos u otros maniferos para reenplazar al gunas o
todas las regiones Fe o FR de los anticuerpos de
glicoproteina F de Hendra y N pah. Tanbién se pueden
reenpl azar algunas de Ilas CDR D chos anticuerpos vy
fragnmentos de anticuerpos quinéricos contienen secuencias de
i nmunogl obulina no humana nezcladas con las CDR de |os
anticuerpos de glicoproteina F de Hendra y N pah humanos.
Estos anticuerpos o fragnentos de anticuerpo se pueden
utilizar, entre otros, durante periodos breves o0 en
i ndi vi duos i nmunodepri m dos. Los virus Hendra y Ni pah tanbién
infectan animales y se pueden wutilizar dichos anticuerpos
durante periodos breves o0 en sujetos innunodeprim dos.

Par a i nocul aci 6n o] usos profil acti cos, en al gunas
nodal i dades, |os anticuerpos de l|la presente invencion son
nol écul as de anticuerpo de longitud conpleta que incluyen la
region Fc. Dichos anticuerpos de longitud conpleta pueden
tener vidas nedias ms largas que los fragnentos de
anti cuerpos méas pequefios (p. j., Fab) y son nas adecuados
par a | a adm ni straci on i ntravenosa, i ntraperitoneal

i ntramuscul ar, intracavi dad, subcuténea o transdeérm ca.

En al gunas nodal i dades, se pueden utilizar fragnentos Fab y
otros fragnentos de anticuerpos, incluso, entre otros,
fragnentos Fab quinméricos. Los Fab ofrecen varias ventajas

sobre F(ab’), y nol éculas de innmunoglobulina conpletas para
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esta nodalidad terapéutica. Prinmero, debido a que los Fab
solo tienen un sitio de union para su antigeno cognado, |a
formaci 6n de conpl ejos inmunes queda excluida considerando
que di chos conpl ej os pueden ser generados cuando |os F(ab’).
bi valentes y las noléculas de innunoglobulina conpletas
encuentran su antigeno diana. Esto tiene cierta inportancia
ya que la deposicién de conplejos inmunes en tejidos puede
producir reacciones inflamtorias adversas. Segundo, debido a
gue | os fragmentos Fab carecen de una regi 6n Fc, general nente
no pueden activar reacciones inflamtorias adversas que son
activadas por Fe, por ejenplo |la activacion de | a cascada del
conpl enento. Tercero, es probable que la penetracién de
tejidos de la nol écula de Fab pequefia sea nejor que |a del
anticuerpo conpleto grande. Cuarto, |os fragnentos Fab se
pueden producir fécilnente y de forma econdni ca en bacteri as,
por ejenplo E. coli, considerando que las noléculas de
anti cuer pos de i nmunogl obul i na conpl etas requi eren cél ul as de
mam fero para su producci 6n en canti dades Utiles. Esto ultino
conlleva la transfecci 6n de secuencias de inmunoglobulina en
células de manifero con una transformacion resultante. La
anplificaci 6n de estas secuenci as se puede lograr a través de
procedi m entos selectivos rigurosos y se deben identificar y
mant ener t ransf or mant es est abl es. Las nol écul as de

i nmunogl obul ina conpletas se pueden producir a través de
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células de manmifero de alta expresi 6n transformdas de nanera
estable en cultivo con |os problenas concomtantes de nedio
de «cultivo que contiene suero. Por el contrari o, | a
producci 6n de Fab en E. coli elimna estas dificultades vy
hace posible producir estos fragnmentos de anticuerpos en
grandes fernentadores que son nmenos costosos que |os
product os derivados de cultivo celul ar.
Para unirse o inhibir el virus, ademas de |os fragnmentos Fab,
tanbi én se pueden wutilizar fragnentos de anticuerpos nas
pequefios y péptidos de union al epitopo que tienen
especificidad de union para |os epitopos definidos por |os
anticuerpos contra Hendra y Ni pah. Por ejenplo, se pueden
construir anticuerpos de cadena sinple de acuerdo con e
mét odo de | a patente estadounidense N.° 4.946.778, de Ladner
et al. Los fragnmentos de anticuerpos de cadena sinple (p. e€j.
ScFv) conprenden las regiones variables de |as cadenas
|igeras y pesadas unidas por un resto enlazador flexible. Sin
enbargo, nas pequefio es el fragnento de anticuerpo conocido
cono el anticuerpo de domnio sinple o Fd, que conprende un
dom nio sinple V4 aislado. En la técnica se conocen teécnicas
para obtener un anticuerpo de domnio sinple con al nenos
parte de | a especificidad de union del anticuerpo de |ongitud
conpl eta del cual deriva.

Es posible determinar, sin experinmentacion indebida, si un
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anticuerpo o fragnmento de anticuerpo quinmérico o alterado
tiene la msnma especificidad que los anticuerpos contra
Hendra y N pah averiguando si el prinero bloquea al daltino de
la union a la glicoproteina F. Si el anticuerpo o fragnento
del msnb que se evalula conpite con un anticuerpo contra
Hendra o N pah conocido segun |o denbstrado por una
di sm nuci 6n en | a uni 6n del anticuerpo contra Hendra o N pah,
entonces es posible que | os dos anticuerpos y/o fragnentos de
anticuerpos se unan al m sno  epitopo, O un epitopo
estrechanente separado. Aun otra manera de determ nar si un
anticuerpo tiene l|la especificidad de |los anticuerpos o
fragnentos de anticuerpos contra Hendra y N pah conoci dos es
prei ncubar el anticuerpo de Hendra o Nipah conocido con la
glicoproteina F con la cual normalnente es reactivo, y |luego
agregar el anticuerpo o fragnmento de anticuerpo que se eval Ua
para determinar si se inhibe |a capacidad del anticuerpo o
fragnento de anticuerpo que se evalua de wunirse a la
glicoproteina F. Si se inhibe el anticuerpo o fragnento de
anticuerpo que se evalla, con toda probabilidad, es posible
gue tenga el msno epitopo, o uno funcional mente equival ente,
y especificidad que los anticuerpos o fragnentos de
anticuerpos contra Hendra y Ni pah conocidos de la invencion

El analisis de los anticuerpos o fragnentos de anticuerpos

contra Hendra y N pah tanbién se puede Ilevar a cabo
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utilizando virus Hendra o N pah y determinando si el mAb
neutraliza el virus.

Al utilizar los anticuerpos o fragnentos de anticuerpos de |la
i nvenci 6n, es posible producir anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos anti-idiotipicos que se pueden utilizar para
anal i zar otros anticuerpos o fragnmentos de anticuerpos para
identificar si el anticuerpo o fragnento de anticuerpo tiene
la msma especificidad de unién que un anticuerpo de la
i nvenci 6n. Ademas, dichos anticuerpos o fragnentos de
anticuerpos antiidiotipicos se pueden utilizar ara una
i nmuni zaci 6n activa (Herlyn, D. et al. 1986 Science 232:100-
102). Dichos anticuerpos y fragnentos de anticuerpos anti-
idiotipicos se pueden producir utilizando técnicas de
hi bri doma conocidas (Kohler, G y Mlstein, C 1975 Nature
256: 495-497). Un anticuerpo o fragnento de anticuerpo anti-
idiotipico es un anticuerpo o fragnmento de anticuerpo que
reconoce determ nantes U(nicos presentes en el anticuerpo
produci do  por la linea celular de interés. Est os
determ nantes estan ubicados en |la regi6n hipervariable del
anticuerpo. Es esta regi6on |la que se une a un epitopo
determ nado v, por lo tanto, es responsable de Ila
especi ficidad del anticuerpo. Un anticuerpo anti-idiotipico
se puede preparar nediante |a innmunizaci6n de un aninml con

el anticuerpo o fragnento de anticuerpo de interés. El aninm
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i nmuni zado reconoce y responde a |os det er m nant es
idiotipicos del anticuerpo de inmunizacién y produce un
anticuerpo para estos determnantes idiotipicos. A wutilizar
| os anticuerpos o fragnentos de anticuerpos anti-idiotipicos
del ani mal i nmuni zado, gue son especificos para |os
anticuerpos o fragnentos de anticuerpos de |la invenciobn, es
posi ble identificar otros clones con el msno idiotipo que el
anticuerpo o fragnento de anticuerpo del hibridoma utilizado
para la inmunizacién. La identidad idiotipica entre |os
anticuerpos o fragnentos de anticuerpos de dos Ilineas de
célul as demuestra que |os dos anticuerpos y/o fragnentos de
anticuerpos son |os nmsnps con respecto a su reconocimento
del msno determ nado epitoépico. Por ende, al utilizar |os
anticuerpos o fragnentos de anticuerpos anti-idiotipicos, es
posi bl e identificar otros hibridomas que expresan anticuerpos
o fragnentos de anticuerpos que tienen |la nmsm especificidad
epi t 6pi ca.

Tanmbi én es posible utilizar la tecnologia antiidiotipo para
producir anticuerpos o fragnentos de anticuerpos que inmtan
un epitopo. Por ejenplo, wun anticuerpo o fragnento de
anticuerpo anti-idiotipico hecho para un prinmer anticuerpo
tiene un dominio de unid6n en la regi én hipervariable que es
la imgen del epitopo unido por el primer anticuerpo. Por

ende, el anticuerpo anti-idiotipico puede ser utilizado para
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l'a innmunizacion, ya que el domnio de union del anticuerpo
anti-idiotipo actua eficaznmente conop un antigeno.
En al gunas nodal i dades, |la presente invencidon se refiere a
anticuerpos y/o fragnmentos de anticuerpos de glicoproteina F
que conprenden regiones variables de cadena pesada y/o
regiones variables de cadena ligera 'y sustituciones
conservadoras de l|las msnas. Las secuencias especificas de
los anticuerpos o fragnentos de anticuerpos se describen
anteriornmente. En un aspecto, | as  sustituciones son
conservadoras por naturaleza; sin enbargo, la invenciodn
abarca sustituci ones que tanbi én son no conservadoras.
Se entenderd que la definicion de péptidos o polipéptidos de
la invencidén pretende incluir polipéptidos que poseen
nodi fi caci ones di stintas de inserciodn, elimnacion o
sustituci on de residuos de am noacidos. A nodo de ejenplo
| as nodificaci ones pueden ser covalentes por naturaleza e
incluir, por ejenplo, union quimca con polineros, |ipidos
otros restos organicos e inorganicos. Dichos derivados se
pueden preparar para aunentar |a vida nedia en circul aci 6n de
un polipéptido, o se pueden di sefiar para nejorar |a capaci dad
de focalizacion del polipéptido para células, tejidos u
organos deseados. De forma simlar, la invencion adenés
abarca FG-FBP3 o variantes del msnb que se han nodificado

coval entenente para incluir una o mas uniones a polinero
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sol ubl e en agua tal es cono polietilenglicol,
polioxietilenglicol o polipropilenglicol.

Pol i nucl eéti dos que codifican anticuerpos o fragnentos de
anticuerpos de glicoproteina F anti-HeV y NV

Dada la descripcion en l|la presente de |as secuencias de
am noéaci dos del Fd de cadena pesada y |os dom nios variabl es
de <cadena ligera de los anticuerpos o fragnentos de
anticuerpos de Hendra o N pah contra la glicoproteina F, el
experto en la técnica puede producir polinucle6tidos que
codifican este anticuerpo o que codifican 1los diversos
fragmentos de anticuerpos o anticuerpos quiméricos descritos
en presente. Se contenpla que dichos polinuclebtidos se unen
operativanmente a otros polinucleodtidos que forman un vector
reconbi nante para <clonar o para |la expresién de Ilos
anticuerpos de l|la invencion. La presente invencion incluye
cual qui er vector reconbinante que contiene |as secuencias
codi fi cantes, 0O partes de las msnas, ya sea para
transformaci 6n, transfeccion o terapia génica procariota o
eucariota. Dichos vectores se pueden preparar utilizando
t écni cas de bi ol ogia nol ecul ar convenci onal es, conoci das para
los expertos en la técnica, y conprenden secuencias
codi ficantes de ADN para | as regiones V de innmunogl obulina de
los anticuerpos de Hendra y Nipah, incluso marco y CDR o

partes de las msnas, y un pronbtor ya sea con una secuencia
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sefial (Whittle, N et al. 1987 Protein Eng 1:499-505 vy
Burton, D.R et al. 1994 Science 266:1024-1027) o sin una
secuenci a seflal (Marasco, WA. et al. 1993 Proc Natl Acad Sc

EUA 90:7889-7893 y Duan, L. et al. 1994 Proc Natl Acad Sc

EUA 91:5075-5079) para exportacion o secrecion. Dichos
vectores se pueden transformar o transfectar en células
procariotas (Huse, WD. et al. 1989 Science 246:1275-1281,
Ward, S. et al. 1989 Nature 341:544-546; WMarks, J.D. et al.
1991 J Mol Biol 222:581-597; y Barbas, C F. et al. 1991 Proc
Nat| Acad Sci EUA 88:7978-7982) o eucariotas (Wittle, N et
al. 1987 Protein Eng 1:499-505 y Burton, D.R et al. 1994
Sci ence 266: 1024-1027) o se pueden wutilizar para terapia
génica (Marasco, WA. et al. 1993 Proc Natl Acad Sci EUA
90:7889-7893 y Duan, L. et al. 1994 Proc Natl Acad Sci EUA
91: 5075-5079) a través de teécnicas convencional es, conocidas
para | os expertos en |la técnica.

Los vectores de expresion de la presente invencion incluyen
secuenci as regul adoras unidas operativanente a una secuenci a
de nucledtidos que codifican uno de l|los anticuerpos de la
invenci 6n. Tal conmob se utiliza en la presente, l|la frase
"secuenci as regul adoras" significa secuencias de nucleétidos
gque son necesarias o conductoras para |a transcripcion de una
secuenci a de nucl e6tidos que codifica un polipéptido deseado

y/ 0 que son necesarias o conductoras para |la traduccién de |la
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transcripcion resultante en el polipéptido deseado. Las
secuenci as regul adoras incluyen, entre otros, secuencias 5
tales conp operadores, pronptores y secuencias de unién al
ri bosong, y secuenci as 3 tal es cono sefial es de
pol i adeni | aci 6n. Los vectores de |la invenci 6n pueden incluir,
opci onal nente, secuencias de sefial o lideres 5, secuencias
5" o 3" que codifican productos de fusion para ayudar en |a
purificacion de proteinas, y diversos narcadores que ayudan
en la identificacion o seleccion de transformantes. La
el eccion y disefio de un vector adecuado se encuentra dentro
de la capacidad y discrecion del experto en la técnica. La
purificaci 6n posterior de |los anticuerpos se puede lograr a
través de diversos nedi os estandar conocidos en | a técnica.

En al gunas nodal i dades, el vector para analizar anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos puede ser una nolécula de ADN
reconbi nante que contiene una secuencia de nucleoétidos que
codifica y es capaz de expresar un polipéptido de fusidén gque
contiene, en la direccion del extremp amno al extreno
carboxi, (1) un dom nio de seflal de secreci 6n procariota, (2)
un polipéptido de la invencion y, opcionalnmente, (3) un
dom nio de proteina de fusion. El vector puede incluir o no
secuenci as regul adoras de ADN para expresar el polipéptido de
fusion, p. ej., secuencias reguladoras procariotas. Dichos

vectores pueden ser construidos por |los expertos en la
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técnica y se han descrito por Smith, GP. et al. (1985,
Sci ence 228: 13151317); dackson, T. et al. (1991, Nature
352:624-628); Kang et al. (1991, Methods: A Conpanion to
Met hods i n Enzynol ogy, vol. 2, RA Lerner y DDR Burton, ed.
Academ c Press, NY, pp 111-118); Barbas, C. F. et al. (1991

Proc Natl Acad Sci EUA 88:7978-7982); Roberts, B.L. et al.
(1992, Proc Natl Acad Sci EUA 89: 2429-2433).

Un polipéptido de fusidn puede ser util para la purificacién
de los anticuerpos o fragnentos de anticuerpos de Ila
i nvenci 6n. El dominio de fusioén, por ejenplo, puede incluir
una cola poli-H s que pernmita la purificacién en columas N *
o la proteina de unidn a naltosa del vector pMAL disponible
conerci al rente (New Engl and Bi ol abs, Beverly, MA). En al gunas
nodal i dades, el domi nio de fusion es un anclaje a | a nenbrana
del fago filanentoso. Este donminio es particularnmente atil
para analizar |las bibliotecas de visualizacion de fagos de
anti cuer pos nonocl onales pero pueden ser de nenos utilidad
para la produccion en mmsa de anticuerpos. En algunas
nodal i dades, el anclaje a | a nenbrana del fago fil anentoso es
un dominio de la proteina de recubrimento cplll o cpVill
capaz de asociarse con la matriz de una particula del fago
filamentoso, incorporando asi el polipéptido de fusion en |a
superficie del fago, para permitir la unidon de fase solida a

antigenos o0 epitopos especificos 'y permtir asi el
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enriquecimento y seleccion de |os anticuerpos o fragnmentos
especificos codificados por el vector fagém do.
La seflal de secrecién, en general, es un dom nio de péptido
| ider de una proteina que dirige la proteina a |a nmenbrana de
| a célul a hospedadora, por ejenplo | a nenbrana periplasmtica
de bacterias grammegativas. En al gunas nodal i dades, |a sefia
de secreci6n para E. coli es una sefial de secreci 6on pelB. La
secuencia lider de la proteina pelB se ha utilizado
anteriornmente conb una seflal de secreci 6n para proteinas de
fusion (Better, M et al. 1988 Science 240:1041-1043; Sastry,
L. et al. 1989 Proc Natl Acad Sci EUA 86:5728-5732; vy
Mul linax, R L. et al., 1990 Proc Natl Acad Sci EUA 87:8095-
8099). En Neidhard, F.C. (ed.), 1987 en Escherichia coli and
Sal nmonel la Typhimurium Typhimurium Cellular and Mol ecular
Bi ol ogy, Anerican Society for M crobiology, Wshington, D C
se pueden encontrar secuencias de residuos de am noéacidos
para otros dom ni os de polipéptidos de sefial de secreci 6n de
E. coli uatiles en |la presente invencion.
Para | ograr niveles altos de expresi 6n génica en E. coli, es
posi bl e que sea necesario utilizar no solo pronotores fuertes
para generar grandes cantidades de ARNm sino tanbién sitios
de uni6n al ribosoma para asegurar que el ARNm se traduce
eficaznente. En E. coli, el sitios de union al ribosonma

incluye un codén de inicio (AUG y una secuencia de 3-9
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nucl eétidos de largo wubicada 3-11 nucleétidos corriente
arriba del codon de inicio (Shine J. y Dalgarno L. 1975
Nat ure 254:34-38). La secuencia, denom nada secuencia Shine-
Dal garno (SD), es conplenentaria al extreno 3' del ARNr 165
de E. coli. La unién del ribosoma al ARNmy |a secuencia en
el extreno 3 del ARNm se puede ver afectada por varios
factores: el grado de conplenentariedad entre | a secuencia SD
y el extremo 3' del ARNr 165; el espacio que se extiende
entre la secuencia SDy el AUG y |a secuencia de nucl eo6tidos
después del AUG que afecta |la union al ribosona. Las
secuenci as reguladoras 3 definen al nenos un coddén de
term naci 6n (finalizacién) en el marco y unido operativanmente
al polipéptido de fusion heterdl ogo.

En al gunas nodalidades, con un hospedador de expresion
procariota, el vector utilizado incluye un origen procariota
de replicacion o replicén, es decir, una secuencia de ADN gue
tiene la capacidad de dirigir una replicaci6n auténoma y un
manteninmento de la nol écula de ADN reconbinante de forma
extracronosénica en una célula hospedadora procariota, por
ej enpl o una célula hospedadora bacteriana, transfornmada con
ella. Dichos origenes de replicacion son conocidos en la
técni ca. En al gunas nodal i dades, |os origenes de replicacion
son los que son eficientes en el organisno hospedador. En

al gunas nodal i dades, l|a célula hospedadora es E. coli. En
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al gunas nodal i dades, para el uso de un vector en E. coli, el
origen de replicacion es Col El encontrado en pBR322 y una
variedad de plésnmidos conmunes diferentes. En al gunas
nodal i dades, el origen es un origen de replicacion pl5A
encontrado en pACYC y sus derivados. Los replicones Col El vy
pl5A han sido utilizados extensanente en biol ogia nolecular,
se encuentran disponibles en diversos plasmdos y son
descritos por Sanbrook et al., 1989, en Mol ecular Coning: A
Laboratory Manual, 2° edicion, Cold Spring Harbor Laboratory
Press.

Ademas, |as nodal i dades que incluyen un replicon procariota
tanmbi én pueden incluir un gen cuya expresioén confiere una
ventaja selectiva, por ejenplo resistencia a farmacos, a un
hospedador bacteriano transformado con él. Los genes de
resistencia a féarmacos bacterianos tipicos son |los que
confieren resi stenci a a anpi ci li na, tetraciclina,
neom ci na/ kananmicina o cloranfenicol. Los vectores tanbién
contienen tipicanente sitios de restriccion conveni entes para
la insercion de secuencias de ADN traducibles. Al gunos
vectores ejenplares son los plasmdos pUCI8 y pUCL9 vy
vectores derivados tales cono |os disponibles conercial nente
en proveedores cono Invitrogen (San D ego, CA).

Cuando los anticuerpos o fragnentos de anticuerpos de Ila

i nvenci 6n incluyen secuencias de cadena pesada y de cadena
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|igera, estas secuencias pueden ser codificadas en vectores
separados o, de forma nas conveni ente, pueden ser expresadas
por un vector Unico. La cadena pesada y ligera, después de la
traduccion o después de la secrecidén, puede formar |a
estructura heterodinérica de las noléculas de anticuerpos
nat ur al es. Di cho anti cuer po het er odi méri co se puede
estabilizar o no a través de enlaces disulfuro entre |as
cadenas pesada y |igera.

Un vector para la expresion de anticuerpos o fragnmentos de
anti cuerpos heterodi néricos, por ejenplo |os anticuerpos de
longitud conpleta de la invencion o los fragnentos de
anti cuerpos ScFv, F(ab’),, Fab o Fv de la invencién, es una
nol écul a de ADN reconbi nante adaptada para recibir y expresar
secuencias de ADN primarias y secundarias traducibles. Es
decir, un vector de expresi6on de ADN para |la expresi 6n de un
anti cuerpo heterodi mérico proporciona un sistema para clonar
i ndependi entenente (insertar) las dos secuencias de ADN
traduci bl es en dos casetes separados presentes en el vector,
para formar dos «cistrones separados para expresar |os
polipéptidos primarios y secundarios de un anticuerpo
het er odi mérico. El vector de expresion de ADN para expresar
dos ci strones se denom na vector de expresion dicistronico.

En al gunas nodal i dades, el vector conprende un priner casete

gue incluye secuencias reguladoras de ADN ascendentes vy
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descendent es uni das operativanente nedi ante una secuencia de
nucl eéti dos adaptados para la ligacion direccional a un ADN
del I nserto. La secuencia traducible ascendente puede
codificar la sefal de secrecidon segun se describio
anteriornmente. El casete incluye secuencias reguladoras de
ADN para expresar el prinmer polipéptido de anticuerpo que se
produce cuando una secuencia de ADN traducible del inserto
(ADN del inserto) se inserta de forma direccional en el
casete nediante | a secuencia de nucl e6ti dos adaptados para | a
| i gaci 6n direccional.

El vector de expresion dicistronico tanbién contiene un
segundo casete para expresar el segundo polipéptido del
anticuerpo. El segundo casete incluye una segunda secuencia
de ADN traduci bl e que puede codificar una sefial de secreci on,
conb se describid anteriornente, unida operativanente en su
extreno 3' nediante una secuencia de nucl eétidos adaptados
para la ligacién direccional a una secuencia de ADN
descendente del vector que define tipicanente al nenos un
codon de finalizacion en el marco de lectura del casete. La
segunda secuencia de ADN traducible se une operativanente en
su extreno 5 a |as secuencias regul adoras de ADN que fornman
los elenentos 5. El segundo casete es capaz, tras la
insercion de wuna secuencia de ADN traducible (ADN del

inserto), de expresar el segundo polipéptido de fusidn que
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conprende una sefial de secrecion con un polipéptido
codi fi cado por el ADN del inserto.
Los anticuerpos o fragnentos de anticuerpos de |a presente
invenci 6n se pueden producir adicionalnente a través de
célul as eucariotas tales conmp células CHO hibridoms hunanos
o de raton, células B linfoblastoides innortalizadas vy
simlares. En este caso, se construye un vector en el cual
| as secuenci as regul adoras eucariotas se unen operativanmente
a |las secuencias de nucleotidos que codifican el polipéptido
o polipéptidos del anticuerpo. El disefio y eleccidon de un
vector eucariota adecuado se encuentra dentro de | a capaci dad
y discrecion del experto en la técnica. La purificacion
posterior de |os anticuerpos se puede lograr a través de
di versos nedi os estandar conoci dos en | a técnica.
Los anticuerpos o fragnmentos de anticuerpos de |la presente
i nvenci 6n se pueden producir adicionalnmente en plantas. En
1989, H att A et al. 1989 Nature 342:76-78 prinero se
denostr6 que |os anticuerpos funcionales se podian producir
en plantas transgéni cas. Desde entonces, se ha invertido una
cantidad considerable de esfuerzo para desarrollar plantas
para |a produccidon de anticuerpos (o "planticuerpo") (para
reseflas veéase Gddings, G et al. 2000 Nat Biotechno
18: 1151-1155; Fischer, R y Emans, N 2000 Transgenic Res

9:279-299). Los anticuerpos reconbinantes pueden estar
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dirigidos a senillas, tubérculos o frutos, haciendo ventajosa
| a admi ni straci 6n de anticuerpos en dichos tejidos de plantas
para programas de inmunizaci 6n en paises en desarrollo y a
ni vel mundi al .
En otra nodalidad, |la presente invencion proporciona células
hospedador as, tanto procari ot as cono eucari ot as,
transformadas o transfectadas con, y por |o tanto que
i ncluyen, | os vectores de |a presente invencidn.
Preparaci ones de anticuerpos de glicoproteina F anti-HeV vy
Ni V farmacéuti cos y de diagndstico
La invencion tanbién se refiere a netodos para preparar
conposi ci ones de diagnéstico o farnacéuticas que conprenden
| os anticuerpos o fragnentos de anticuerpos de la invencion o
secuenci as de polinucl eétidos que codifican | os anti cuerpos o
fragnentos de anticuerpos de la invencion, donde |as
conposi ci ones farnmacéuticas se utilizan para inmunoprofilaxis
o innmunoterapia de enfernedad del virus Hendra o enfernedad
del virus N pah. La preparacion farnmacéutica incluye un
portador farmacéuticamente aceptable. D cho portador, tal
cono se utiliza en el presente, se refiere a un material no
toxico que no interfiere con la efectividad de |a actividad
bi ol 6gi ca de | os I ngredi entes activos. La frase
“"fisiol 6gicanente aceptable" se refiere a un material no

toxico que es conpatible con un sistema bioldgico tal cono



10

15

20

60

una célula, cultivo celular, tejido u organisnp. Las
caracteristicas del port ador dependen de I|a via de
adm ni straci é6n. Los port ador es fisiol 6gica y

farmacéuti canente aceptables incluyen diluyentes, rellenos,
sal es, anortiguadores, estabilizantes, solubilizantes y otros
mat eri al es que son conoci dos en | a técnica.

Los anticuerpos y fragnentos de anticuerpos de glicoproteina
F anti-Hendra y anti-Ni pah de | a invenci én se puede eti quetar
a través de diversos nedios para su uso en aplicaciones de
di agnostico y/o farmacéuticas. Hay nuchas etiquetas y nmétodos
diferentes de etiquetado conocidos para |os expertos en |a
técnica. Los ejenplos de tipos de etiquetas que se pueden
utilizar en |la presente invencion incluyen enzinmas,
radi oi sé6t opos, conpuestos fluorescentes, netales col oidales,
conmpuest os qui m ol um ni scentes y conpuestos bi ol um ni scentes.
El experto en la técnica conoce otras etiquetas adecuadas
para la unidn a los anticuerpos o fragnentos de anticuerpos
de la invencion, o es capaz de determ narlas, utilizando
experinentacion de rutina. Ademads, la union de estas
etiquetas a | os anticuerpos o fragnentos de anticuerpos de |a
invenci 6n se puede realizar wutilizando técnicas estandar
conunes para | os expertos en |la técnica.

Ora técnica de etiquetado que puede producir una nmayor

sensi bilidad consiste en acoplar |os anticuerpos a haptenos
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de peso nolecular bajo. Estos haptenos se pueden alterar
especificanente por nedio de una segunda reaccion. Por
ej enplo, es comin utilizar haptenos tales conp biotina, que
reacciona con avidina, o dinitrofenol, pi ridoxal , o]
fluoresceina, que puede reaccionar con anticuerpos anti-
hapt enos especifi cos.
Los materiales para su uso en el ensayo de |a invencién son
i deal nent e adecuados para | a preparaci 6n de un kit. Dicho kit
puede conprender un medi o portador que se conpartinmenta para
recibir en encierro cercano uno o nas nedios recipientes
tales cono viales, tubos y simlares, donde cada uno de |os
nmedi os recipientes conprende uno de |os el enentos separados
qgue se utilizaran en el nétodo. Por ejenplo, uno de |os
medi os recipientes puede conprender un anticuerpo y/o
fragmento de anticuerpo de la invencidén que es, o puede ser,
eti quetado de nmanera detectable. El kit tanbi én puede tener
reci pientes que contienen anortiguadores y/o un recipiente
que conprende un nedi o indi cador, por ejenplo una proteina de
unién a biotina, tal cono avidina o estreptavidina, unido a
una nol écul a indicadora, tal conb una etiqueta enzimtica o
fl uorescente.
Det ecci 6n y diagnéstico in vitro
Los anticuerpos o fragnentos de anticuerpos de la invencioén

son adecuados para su uso in vitro, por ejenplo, en
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i nmunoensayos en | 0os que se pueden utilizar en fase liquida o
uni dos a un portador de fase soOlida. Adenas, |os anticuerpos
o fragnmentos de anticuerpos en estos i nnunoensayos pueden ser
eti quetados de manera detectable de diversas maneras. Los
ej enpl os de tipos de innunoensayos que pueden utilizar |os
anticuerpos o fragnentos de anticuerpos de la invencién son
I nmunoensayos conpetitivos y no conpetitivos ya sea en
formato directo o indirecto. Los ejenplos de dichos
i nmunoensayos son el radioi nmunoensayo (RIA) y el ensayo
sandwi ch (1 nmunonétri co). La det ecci 6n de ant i genos
utilizando | os anticuerpos o fragnentos de anticuerpos de |la
i nvenci 6n se puede realizar utilizando inmunoensayos que se
ejecutan en cualquiera de los nodos directo, inverso o
simultaneo, incluso ensayos innunohistoquim cos en nuestras
fisiol 6gicas. Los expertos en la técnica conocen, o pueden
di scernir facilmente, otros formatos de innmunoensayo sin
experi ment aci 6n i ndebi da.

Los anticuerpos o fragnentos de anticuerpos de |le invencion
se pueden unir a nuchos portadores diferentes y se pueden
utilizar para detectar |la presencia de virus Hendra o N pah

Los ejenplos de portadores conocidos incluyen wvidrio,
polietileno, polipropileno, polietileno, dextrano, nylon,
am|asa, celulosa natural y nodificada, poliacrilamda,

agarosa y magnetita. La natural eza del portador puede ser
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soluble o insoluble para los fines de la invenciodn. Los
expertos en l|la técnica conocen otros portadores adecuados
para wunir anticuerpos, o0 son capaces de determ narlos,
utilizando experinmentaci 6n de rutina.
Para los fines de la invencion, los virus Hendra o N pah
pueden ser detectados a través de los anticuerpos o
fragnentos de anticuerpos de la invencibén cuando se
encuentran presentes en tejidos o fluidos bioldgicos. Se
puede wutilizar cualquier nuestra que contenga una cantidad
detectable de virus Hendra o N pah. Una nuestra puede ser un
liquido tal conp orina, saliva, fluido cerebroespinal
sangre, suero o simlar; un solido o senmsolido tal cono
tejidos, heces o simlares; o, alternativa, un tejido sélido
t al cono | os utilizados comiunnent e en di agnosti co
hi st ol gi co.
Det ecci 6n in vivo de virus Hendra o N pah
Al utilizar los anticuerpos o fragnmentos de anticuerpos de la
invencion para la deteccion in vivo de antigeno, el
anticuerpo o fragnento de anticuerpo etiquetado de nanera
det ect abl e se proporciona en una dosis que es eficaz desde el
punto de vista del diagnéstico. La frase "eficaz desde el
punto de vista del diagnostico" significa que la cantidad de
anticuerpo etiquetado de forna detectable se administra en

una cantidad suficiente para permtir la deteccion del sitio
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que tiene el antigeno del virus Hendra o N pah para el cua
| os anti cuer pos son especificos.

La concentracion de anticuerpo o fragnento de anticuerpo
etiquetado de fornma detectable que se adnministra serd lo
suficiente para que la unién a virus Hendra o Ni pah sea
det ect abl e en conparaci 6n con el fondo. Ademas, se desea que
el anticuerpo o fragnento de anticuerpo etiquetado de forma
detectable se linpie réapidanente del sistema circulatorio
para proporcionar |a mejor proporcion diana a seflal de fondo.
Conmo norma, la dosificacion de anticuerpo o fragnmento de
anticuerpo etiquetado de forna detectable para diagnéstico in
vivo varia dependi endo de factores tales conp | a edad, sexo y
extensi on de |a enfernmedad del individuo. La dosificacion de
anticuerpo o fragnento de anticuerpo puede variar entre
apr oxi mdanente 0,01 ng/ kg y aproxi madanente 50 ng/ kg, p. ej.
entre 0,1 ng/kg 'y aproxi madanente 20 ny/ kg, o entre
aproxi madanente 0,1 ng/kg y aproxi madanente 2 ng/kg. Dichas
dosi fi caci ones pueden variar, por ejenplo, dependi endo de si
se proporcionan miltiples inyecciones, en el tejido que se
eval la, y otros factores conocidos para |os expertos en |a
t écni ca.

Para inmagenologia para diagnostico in vivo, el tipo de
instrumento de detecci 6n disponible es un factor principal

para seleccionar un radioi sétopo adecuado. El radioiso6topo
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el egido debe tener un tipo de deterioro detectable para el
tipo de instrunento determ nado. Aun otro factor inportante
para sel eccionar un radioiso6topo para el diagnéstico in vivo
es que la vida nmedia del radiois6topo tiene que ser |lo
suficientenente larga para seguir siendo detectable en el
nonent o de absorci 6n maxi ma por parte de |la diana, pero l|lo
suficientenente corta para que |la radiacién perjudicial con
respecto al hospedador sea aceptable. | deal nent e, un
radi oi sétopo utilizado para imagenologia in vivo carece de
una em si6n de particulas pero produce una gran cantidad de
fotones en el intervalo 140-250 keV, que se puede detectar
facilnmente a través de camaras gammma convenci onal es.

Para el diagnostico in vivo, |os radioisotopos se pueden unir
a anticuerpos o fragnentos de anticuerpos ya sea directa o
indirectanente nediante el uso de un grupo funciona
i nternmedi o. Los grupos funcionales internedios que se suelen
utilizar para unir radioisotopos que existen cono iones
net ali cos son | os agentes quel antes bifuncionales tales conp
aci do dietilentriam nopentacético ( DTPA) y aci do
etilendiam notetra-acético (EDTA) y noléculas simlares.
Ej enpl os tipicos de iones netalicos que se pueden unir a |os
anticuerpos de la invencion son 'n, °Ru, ®Ga, %G, "?As,
897, y 201

Los anticuerpos o fragnentos de anticuerpos de la invencion
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tambi én pueden ser etiquetados con un isétopo paranmagnético
para los fines de diagndstico in vivo, cono en inmagenol ogia
por resonancia nmagnética (M) o resonancia de espin
electrénico (ESR). En general, se puede utilizar cual quier
mét odo convenci onal para visualizar imgenes de diagnosti co.
Usual nent e, se utilizan radioiso6topos de enmsion de
positrones y gamma para inmagenologia por camara e iso6topos
par amagnét i cos par a MRI . Los el enent os que son
particul armente Utiles en dichas técnicas incluyen *®'Gd, °°Mn,
162Dy’ 520y y 56F@.
Los anticuerpos o fragnentos de anticuerpos de la invencion
se pueden utilizar in vitro e in vivo para nonitorizar el
curso de la terapia contra |la enfernedad del virus Hendra o
la enfernmedad del virus N pah. Por ende, por ejenplo, al
medir el aunento o disminucidén en la cantidad de células
infectadas con virus Hendra o N pah o los canbios en la
concentraci 6n de virus Hendra o Ni pah presente en el cuerpo o
en diversos fluidos corporales, es posible determnar si un
régimen terapéutico particular que apunta a nejorar la
enfernedad del virus Hendra o la enfernmedad del virus N pah
es eficaz.
Profilaxis y terapia de la enfernedad del virus Hendra y la
enf ermedad del virus Ni pah

Los anticuerpos o fragnmentos de anticuerpos tanbi én se pueden
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utilizar en profilaxis y cono terapia para |a enfernedad del
virus Hendra y la enfernmedad del virus Nipah tanto en seres
humanos conmo en otros animales. Los térnminos "profilaxis" y
"terapia" tal conpb se utilizan en la presente junto con |os
anticuerpos de la invencion denotan tanto adm nistracidn
profilactica conmp administracion terapéutica y tanto
i nmuni zaci 6n pasi va con pr oduct os de pol i pépti dos
sustanci al mente purificados conb terapia génica nediante
transferencia de secuencias de polipéptidos que codifican el
producto o parte del msnb. Por ende, |os anticuerpos o
fragnentos de anticuerpos pueden ser adm nistrados a sujetos
de alto riesgo para reducir la probabilidad y/o |Ia gravedad
de la enfernmedad del virus Hendra y la enfernmedad del virus
Ni pah, o pueden ser adm nistrados a sujetos que ya nuestran
infeccidon activa de virus Hendra p N pah. En la presente
i nvenci 6n, los fragnentos ScFv o Fab tanbién se unen o
neutralizan el virus Hendra o N pah y, por lo tanto, se
pueden utilizar para tratar infecciones.

Tal cono se utiliza en la presente, una "cantidad
profil acticamente eficaz" de |os anticuerpos o fragnentos de
anticuerpos de la invencién es una dosificacion lo
suficientenente grande para producir el efecto deseado en |a
protecci 6n de individuos contra |la infeccién del virus Hendra

o Ni pah durante un periodo razonable, por ejenplo entre uno y
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dos neses o mas después de |la adm nistracion. Sin enbargo

una cantidad profilacticanente eficaz no es una dosis tan
|arga conop para ocasionar efectos adversos, tales cono
sindrones de hiperviscosidad, edema pulnmonar, insuficiencia
cardiaca congestiva y simlares. GCeneral nente, una cantidad
profil acti canente eficaz puede variar con |a edad, afeccion vy
sexo del sujeto, asi conb |la extension de | a enfernedad en e

sujeto y puede ser determ nada por el experto en la técnica.
El médico o veterinario del individuo puede ajustar la
dosificaci 6n de la cantidad profil &cticanente eficaz en caso
de contraindi caciones. Una cantidad profil &cticanente eficaz
puede vari ar entre apr oxi madanent e 0, 01 ng/ kg y
apr oxi mmdanente 50 ng/kg, p. e€j., entre aproxi nadanente
0,1 ng/ kg y aproxi madanente 20 ng/ kg, o entre aproxi nadanente
0,2 ng/kg y aproximadanente 2 ng/Kkg, en una 0 nBas
adm ni straci ones (cebado y estinul aci 6n).

Tal conb se utiliza en la presente, una "cantidad
terapéuticamente eficaz" de los anticuerpos o fragnentos de
anticuerpos de la invencion es una dosificacion |o
suficientenente grande para producir el efecto deseado en el
cual se nejoran los sintomas de la enfernmedad del virus
Hendra o la enfernmedad del virus N pah o se dismnuye la
probabilidad de infecciodn. Sin enbargo, una cantidad

terapéuti canente eficaz no es una dosis tan larga conp para
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ocasi onar efectos adversos, tales conp sindrones de
hi pervi scosi dad, edema  pul nonar, insuficiencia cardiaca
congestiva y siml ares. Cener al nent e, una canti dad

terapéuti camente eficaz puede variar con |la edad, afeccion y
sexo del sujeto, asi conb |la extension de |a enfernedad en el
sujeto y puede ser determ nada por el experto en la técnica.
El médico o veterinario del individuo puede ajustar la
dosificaci6on de la cantidad terapéuticanente eficaz en caso
de contrai ndicaciones. Una cantidad terapéuticanmente eficaz
puede vari ar entre apr oxi madanent e 0, 01 ny/ kg y
apr oxi madanente 50 ng/kg, p. ej., entre aproxi madanmente
0,1 ng/ kg y aproxi mmdanente 20 ng/ kg, o entre aproxi madanmente
0,2 ng/kg y aproxi madanente 2 ng/kg, en una 0 nas
adm ni straciones diarias, durante uno o varios dias. En
al gunas nodalidades, I|a admnistracion del anticuerpo se
Ileva a cabo de 2 a 5 o nas dias consecutivos para evitar que
se produzca un "rebote" de replicaci 6n del virus.

Los anticuerpos o fragnentos de anticuerpos de la invencion

nf usi 6n

pueden ser admi nistrados nediante inyeccion o por
gradual a través del tienpo. La admnistracion de |os
anticuerpos o fragnmentos de anticuerpos de la invencidn, por
ej enpl o, puede ser I ntravenosa, i ntraperitoneal

intramuscul ar, intracavidad, subcutdnea o transdérmica. Las

técnicas para preparar sistemas de adnministracioén de
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inyeccion o infusi6on que contienen |os anticuerpos son
conoci das para | os expertos en |la técnica. En general, dichos
sistemas utilizan conponentes que no dafa significativanmente
| as propi edades biol 6gi cas de | os anticuerpos, por ejenplo la
capaci dad de unié6n al paratopo (véase, por ejenplo,
Rem ngton's Pharnaceutical Sciences, 18° edicién, 1990, Mack
Publishing). Los expertos en l|la técnica pueden determ nar
facil nmente | os diversos paranetros y afecciones para producir
inyectados o infusiones de anticuerpos sin recurrir a
experi ment aci 6n i ndebi da.

Las preparaciones para |a adm nistraci 6n parenteral incluyen
sol uci ones, suspensiones Yy enulsiones acuosas 0 no acuosas
estériles. Los ejenplos de solventes no acuosos son
propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales
conb el aceite de oliva y ésteres organicos inyectables,
tales conb oleato de etilo. Los portadores acuosos incluyen
agua, sol uci ones, enul si ones o] suspensi ones
al cohdl i cas/ acuosas, i ncl ui dos | os medi os sal i nos y
anortiguados. Los vehicul os parenteral es i ncluyen sol uci 6n de
cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, cloruro de sodio y
dextrosa, solucioén |4ctica de Ringer |actado o aceites fijos.
Los vehicul os intravenosos incluyen regeneradores de fluidos
y nutrientes, regeneradores de electrolitos (tales cono

aquel | os basados en | a dextrosa de Ringer), y simlares. Los
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conservantes y otros aditivos tanbi én pueden estar presentes
cono, por ejenplo, antimnmcrobianos, antioxidantes, agentes
guel antes y sim|l ares.

Gener aci 6n de nbB3 ScFv, h5B3 y h5B3.1

Se nodificaron genéticanmente varias formas solubles de NV o
HeV F (sF) y se produjeron construcciones sF reconbi nantes.
El sobrenadante del cultivo de células 293T estables que
expresaban las diferentes formas de NIV y HeV sF se recogi 6 y
se clarifico antes de la purificacion de cromatografia por
afinidad con perlas de agarosa de proteina S (Novagen Corp).
El material purificado con agarosa de S se aplicé a una
columa de filtracién en gel de grado preparativo H Load
16/ 60 Superdex 200 para aislar trimero puro. Se inocularon
ratones Balb/cJ (Jackson Laboratory) con antigeno viral
sol ubl e purificado diferente conb se nuestra en la tabla 1, 4
veces en intervalos de 30 dias. Cuando se indico, la sF
escindida con etiqueta S enzimatica se utilizdé para
i nmuni zaci 6n. Se extrajo nuestra de sangre de cada ratodn
antes de la innunizacion para obtener suero (antes de la
extracci 6n de sangre) cono control negativo. En una sola
i nmuni zaci én, se proporcioné 12 ug de sF nezcl ado con sistema
adyuvante Sigma TM (Sigma) a cada aninmal. Cada inmunizacién
se proporcioné en una dosis de 0,1 ml administrada a través

de inyecciones subcutaneas e intraperitoneales de 0,05 m en
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cada uno de los 2 sitios con una aguja calibre 25. Se
real i zaron fornul aci ones adyuvantes y de antigeno en funcién
de las instrucciones del fabricante. Se extrajo nuestra de
sangre de | os ratones 7-10 dias después de la 3° inmunizacidn
y se cosecharon nuestras de suero. Cuatro dias antes de
sacrificar los ratones para la dltima recol ecci 6n de sangre,
se realizé otra innunizacion sin adyuvante. Todas |as
construcciones de glicoproteina sF provocan una respuesta al
anticuerpo fuerte entre |l os ratones innmuni zados. El titulo de
punto de destino ELISA de cada raton fue mayor que 1:320.000
en todos los casos y se pudo precipitar F de |ongitud
conpleta natural F expresada en células HeLa. En la mayoria
de | os casos, el suero recol ectado de | os ratones innunizados
i nhi be las infecciones del virus NIV y HeV.

Se produjo wuna forma de sF elimnando [|os dom nios
transmenbrana (TM y de cola citoplasmatica (CT) y agregando
un dominio de hélice superenrollada trinmérico (GCNt). Las
construcci ones agregadas a GCNt (sFeow) produj eron anticuerpo
neutralizante de henipavirus de reactividad cruzada en
r at ones. Adengs, las construcciones sFecox podian  ser
accionadas in vitro por escision de proteasa seguido de
tratamento con calor. Se derivd una serie de anticuerpos
nonocl onal es (mAb) de | os ratones que habian sido inmuni zados

con diferentes sF, p. ej. las NV sFgp ¥ NV SFeonw nO



10

15

20

73

agregadas a GCNt.

Se fusionaron linfocitos de los ratones inmunizados con |a
linea celular Sp2/0 disponible conercialnmente (células de
melom mnurino) wutilizando polietilenglicol de alto peso
nol ecular (PEG y se seleccionaron células de hibridoma de
acuerdo con practicas estandar. Se seleccionaron |infocitos
fusi onados con células de meloma nurino nediante el pasaje
de cultivos en nedio con conplenento de hipoxantina,
am nopterina y timdina (HAT, Invitrogen). Se identificaron
lineas celulares de hibridoma que secretaban anticuerpo
reactivo con el antigeno viral a través de ensayo por
i nmunoabsor ci 6n | i gado a enzi mas (ELI SA) utilizando
sobrenadante recolectado de cada pocillo. Se aislaron
col oni as que secretaban mAb que se une a sF y se sonetieron a
dilucién Ilimtante al nmenos dos veces para asegurar |a
capaci dad de cl onaci 6n. Se prepar6é mAb purificado a partir de
células de hibridoma cultivadas a alta densidad en nedio
SFMAMAbL (Hycl one) conpl enentado con hipoxantina y tinmadina
(HT, Invitrogen) y 100 Um de interleucina de ratédn
reconbinante 6 (rl L-6, Roche Applied Biosciences). Se
purificdé anticuerpo en el sobrenadante de cultivos gastado
utilizando una cromatografia por afinidad de perlas de
sefarosa de proteina G (CGE Healthsciences). Se determnd |a

concentraci 6n de cada preparaci 6n utilizando ensayo Bradford.
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En base a | a eval uaci 6n ELI SA del sobrenadante del cultivo de
la placa de fusion, se identificaron mas de 60 coles de
hi bri doma que secretan anticuerpos que reaccionan con sF. Se
sel eccionaron 24 <clones para wuna purificacion adiciona

medi ante dilucién limtante para generar |ineas de hibridom
estables para aislamento de nmAb y 19 de estos mMAb se
utilizaron para caracterizacion. 18 mAb tienen reactividad
cruzada para NiVy HeV F y 1 es especifico de NNV. Entre la
bi blioteca de nmAb, 13 pudieron precipitar F de longitud
conpleta y sFeovw (F antes de la fusién) y los precipitados
restantes solo SFge (después de la fusion F). De los trece
mAb especificos de la prefusién, 12 precipitaron Fo y F1 y 1
mMAb solo precipitd F,. Esta observaci 6n sugiere que se puede
adquirir una conformaci 6n diferente nediante F escindida y no
escindida. Seis de |los mAb que solanente precipitaron F
después de la fusion se evaluaron en transferencia western y
se encontrd que reconocian epitopos lineales. Diez mAb se
eval uaron en inhibicién de ingreso de virus pseudoti pado NV
y HeV, se nostré6 que inhibian la entrada y otros dos
adi ci onal es se inhibian en nayor concentracién. Uno de |os
mAb (5B3 o nbB3 nurino) se evalud en infeccion de NV y HeV
vivos y se nostro que se neutralizaba en una concentraci 6n de
12,5 pg/m para HeVy 1,5 pg/ml para N V.

nbB3 era uno de los mAb especificos de F. Adenas, se
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determi né que nbB3 reconoci 6 un epitopo dependiente de l|a
conformaci 6n y ademas pudo neutralizar conpl etanente 200TCl Dso
Ni V' y HeV infecci osos en concentraciones de 1,5y 12,5 ug/n,
respectivamente. Utilizando una innmunoprecipitaci 6n seguida
de analisis de transferencia Wstern, se determ ndé que nbB3
se une solo a NNV y HeV sk ¥ las fornas de glicoproteina F
NiV y HeV de tipo salvaje, de longitud conpleta de sF y F
natural que existe evidentenente en el estado confornmaci onal
pre-fusion.

Se sintetizd el ADNc del clon de hibridoma de ratdon 5B3 y | as
regi ones variables de |as secuencias de cadena pesada (V4 VY
ligera (V) se anpliaron wutilizando varios conjuntos de
cebadores uni versal es, clonados y secuenci ados (figura A). El
péptido y | as secuencias fragnento en la figura A se nuestran
por SEQ ID NO 1-16, conp se enunera en |la tabla A Un ScFv
de 5B3 nmurino (nmbB3), SEQ ID NO 49, se construy6 con Vy (SEQ
ID NG 1) vy VL (SEQ ID NO 9) conectados por un péptido
conector de (&S)3, SEQ ID NO 52, seguido por el péptido Sy
la etiqueta His en un pronotor nodificado disponible a nivel
comercial vector de expresion mamifero ADNpc 3.1 Higro (+)
(Invitrogen Corp) (7) (figura B). Se expresé ScFv soluble de
nbB3 en célula de suspensién 293 Freestyle™ y se purifico
utilizando columa de afinidad de S agarosa seguido por

cromatografia de exclusion por tamafio. La figura 2A mnuestra
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gque ScFv de nbB3 expresado transitorio fue capaz de unirse a
F soluble (sF) y de longitud conpleta (FL).

Basandose en | a secuencia FR conservada de nbB3, se construyd
una biblioteca de ScFv humano. Los clones de esta biblioteca
se sel eccionaron basandose en el alto nivel de expresién en
E. coli. Las secuencias FR de los clones de ScFv humanos
sel eccionados se alinearon con l|la de ScFv de nbB3. Los
resi duos humanos conservados se identificaron y nutaron en
| as posiciones hondlogas FR de nbB3 produciendo un 5B3
humani zado (h5B3) conb se nuestra en la figura 3A. La figura
3A, panel superior, SEQ ID NO 53 - regiones FR de Wy
conbi nadas de h5B3; SEQ ID NO 54 - regiones FR de Vy
conbi nadas de nbB3; SEQ ID NO 55-66 - clones de biblioteca
de ScFv humano que contienen regiones FR de Vy conbi nadas
cono se nuestra en la figura 3A La figura 3A, panel
inferior, SEQ ID NO 67 - regiones FR de V_ conbi nadas de
h5B3; SEQ ID NO 68 - regiones FR de V. conbi nadas de nbBS3;
SEQ ID NO 69-80 - clones de biblioteca de ScFv humano que
conti enen regiones FR de V. conbi nadas conb se nuestra en |la
figura 3A

El ScFv de h5B3 se sintetizd, se clond, se expresé y se
purificd del misnp nodo que ScFv de nbB3. El péptido y I|as
secuenci as fragnmento de h5B3 se nuestran en SEQ ID NO 17-32,

conb se enunera en la tabla A El ScFv de h5B3 tiene una
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secuenci a de péptidos de SEQ ID NO 50, en donde el Vy (SEQ
ID NGO 17) vy VL (SEQ ID NO 25) de h5B3 estan conectados por
un péptido conector (SEQ ID NO 52). Después, se generd otra
versi on de h5B3, que se denom ndé h5B3.1 en donde un residuo
en cada una de | as regi ones det er m nant es de
conplenmentariedad (CDR) CDR1L y 2, y dos residuos en CDR3
mutaron a residuos humanos conservados basandose en la
secuencia de la biblioteca de ScFv humano conp se menciono
arriba (figura 3B). EIl h5B3.1 se expresé y se purificoé cono
ScFv de h5B3. El péptido y | as secuencias fragnento de h5B3.1
se nmuestran en SEQ ID NO 33-48, conp se enunera en |a tabla
A. El ScFv de h5B3.1 tiene una secuencia de péptidos de SEQ
ID NO 51, en donde el V4 (SEQID NO 33) y V. (SEQ ID NO 41)
de h5B3.1 estan conectados por un péptido conector (SEQ ID
NO 52).
Conb se nuestra en la figura 2A, h5B3 y h5B3.1 pudieron
unirse a FL F.
Generaci 6n de 1gGlL de h5B3 y h5B3.1
Vuy VL de h5B3 y h5B3.1 se clonaron en el vector pDRl2 para
generar 1 gGlL conpleta. Se denpbstrd que h5B3- y h5B3.1-1gGl se
unian a FL F (figura 2B). Los narcos de |lectura abierta (ORF)
de | a cadena pesada y ligera de 1gGL de h5B3.1 se clonaron en
un vector de expresién potenciado por un pronotor conb se

nmuestra en la figura 4A y se utilizo la construcci6on para
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desarrollar una linea celular de suspension 293 Freestyle™
estable que produjo alto rendimento (aproxi nadanente 8
ng/ mtraz de agitacién) de 1gGlL de h5B3.1 en natraces de
agitacion en nmedio libre de suero (figura 4B).
Las células 293 de la linea celular Freestyle™ que contenian
un plasm do codificante del anticuerpo h5B3.1 se depositaron
cono depdsito de la Coleccid6n Anmericana de Cultivos Tipo
(ATCC) PTA-120575.
Las afinidades de nbB3, h5B3- y h5B3.1-1gGl se determ naron
cono se muestra en la tabla 1, que denuestra la cinética de
uni 6n de nbB3, h5B3 y h5B3.1 contra sF.
Tabla 1: analisis de cinética de uni6n de nbB3, h5B3 y h5B3.1

contra F sol ubl e

mAb ka (1/Ms) |kd (I/s) |Rmax |Concentraci 6n|KA (I/M KD (M X°
(RU) de sF

nbB3 3, 4x10* 9, 2x10°° [36,1 [0-200 nM 3, 7x10° 2, 7x10° |0, 04

h5B3 2, 5x10* 3,3x10°% 22,9 [0-379 nM 7,5x10" [1,3x10°® |0, 03

h5B3.1 [2, 7x10% 1, 7x10° 24,1 [0-279 nM 1, 6x10" |6, 2x10°8 0, 04

La tabla 1 nmuestra el analisis de cinética de uni én de nbB3,
h6B3 y h5B3.1 contra F soluble. Se realizé el analisis
Bi acore nediante A&G Precision Antibody™ (Colunbia, M)
utilizando Biacore 3000. Se recubrieron CMS chips de grado
certificado con anticuerpo de captura (Fe de 1gG anti-ratédn

de cabra para mAb de ratén y Fe de 1gG anti-humano de cabra
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para mAb humani zado). Los mAb de prueba se capturaron en el
chipy se mdio la cinética de unién en 5 concentraci ones sF
diferentes (de O a saturacion). Se mdieron | os paranetros de
cinética de union en cada concentracion sF y se realizd el
analisis x2 para evaluar |a precision de | os datos.

Ademas, se denobstro que h5B3 y hSB3.1-1gGl i nhibian NNV y HeV
vivos con titulaciones simlares en conparaci 6n con nbB3
(tabla 2).

Tabla 2: Neutralizaci 6n de virus por nbB3, h5B3 y h5B3.1

b Titulo (pg/m) 200 TGID50  [Titulo (pg/m) 100 TCI D50
NV HeV NV HeV

bB3 1,56 12,5 0, 78 1,56

h5B3 3, 125 12,5 1,56 0, 78

h5B3. 1 > 100 > 100 > 100 > 100

La tabla 2 nuestra la neutralizaci én de virus por nbB3, h5B3
y h5B3.1. Se diluyeron en serie mAb purificados por duplicado
por dilucidon de duplicacién partiendo de 100 pg/m y se
i ncubaron con NV o HeV por separado a 37 °C durante 30 mn

Se utilizé la mezcla virus-mAb para infectar 2x10* célul as
Vero por pocillo de una placa de cultivo de tejido de 96
pocillos. Se observo el efecto citopatico viral (cpe) 3 dias
después de la infeccion. El titulo se determ ndé cono |a nayor
di l uci 6n en donde cpe viral todavia se inhibia conpletanente

(ausente) en dos pocillos. El ensayo se realiz6 por separado
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para conparar entre nbB3 y h5B3; y nbB3 y h5B3. 1.
Caracterizaci 6n de uni 6n de 5B3 y napeo del epitopo 5B3
Para determnar si |a cadena pesada (H) y ligera (L) de 5B3
participan en la unién a F, quineras de Vyy V. de h5B3 y una
del clon de la biblioteca de ScFv humana (figura 3A) se
construyeron conb en la figura 18. Conbp se nuestra en |a
figura 5, ninguna de |las quineras pudo unirse a FL F, |0 que
indica que Hy L de 5B3 participan en la unién a F.
Después, para determ nar |a ubicacién del epitopo 5B3 en F,
se generaron quineras de NNV Fy la proteina F de virus Cedar
(CedPV), un henipavirus recientenente descubierto (Marsh, G
A. et al. 2012, PLoS Pathog, 8:e1002836) con |as cual es 5B3
no reacciona. Solo |la construcci 6n que posee el dom nio de
cabeza globular de NIV F y el tallo helicoidal HRB, TMy CT
de CedPV F pudieron unirse a 5B3 (figura 6), |o que indica
gue el epitopo esta ubicado en el dom nio de cabeza gl obul ar
Las quineras de <cabeza y HRB tanbién resultaron ser
funci onal es en un ensayo de fusion cél ul a-cél ul a.
Un mutante NIV F, L53D resulté ser defectuoso en |la unién con
5B3. Basandose en l|a estructura cristalina resuelta de sF,
| os residuos que rodean L53 se nutaron a alanina para |os
resi duos hidrofilicos y/o hidrofdbicos y/o serina para |os
resi duos hidrofdbicos (tabla 3) de una construcci 6n de WI F

gue tiene una etiqueta peptidica S de extreno C.
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Tabl a 3: conpendio de |la reactividad de | os nmutantes de F con

5B3 y 12B2.
Resi duo Canbi o porUni 6n a mAb
5B3 |12B2
N51 A ++ ++
L53 D - - ++
S - - ++
P52 A ++ ++
T54 A ++ ++
K55 A - - ++
E - - ++
D56 A - - - -
E166 A ++ [+t
K167 A ++ ++
R244 y T245A y S ++ [+
L246 A ++ [+
D - - - -
S + - -
47 A ++ ++
S ++ [+
L246 y Q47D y A - |-
47 y Y248S y S ++ [+
Y248 A ++ [+
S ++ [+
Y248 y A249D y A - - ++
A249 D +/ -+
S ++ [+
T250 A - - ++
E251 A ++ [+
Y281 A ++ [+
F282 A + ++
S ++ [+
pP283 A ++ [+
S + +
F282 y P283A y A - - - -
| 284 S ++ [+
E251 y 1284A y S - - ++

La tabla 3 proporciona un conpendio de |las reactivi dades de
los nmutantes de F con 5B3 y 12B2, otro mAb neutralizante
dependi ente conformacional. Los residuos que rodean L53 cono
se nuestra en la figura 7C se nmutaron a alanina para |os

resi duos hidrofilicos y/ o serina para | os resi duos
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hi dr of 6bi cos. Se eval uaron |l os nmutantes F sinples y dobles en
cuanto a su unién a 5B3 nediante precipitacion del 1isado
celular que expresa F por separado con 5B3 y 12B2 por
Sepharose de proteina G y agarosa de proteina S Se
anal i zaron | os productos precipitados en SDS PAGE, segui do de
transferencia western. Se detectaron |las bandas F utilizando
anticuerpo de péptido anti S conjugado con HRP. ++: uniodn
fuerte; +: nenos unién; +/-: unién débil; --: sin union.

Los nutantes de F se evaluaron en cuanto a su uni 6n con 5B3
nmedi ante precipitacion de |isados celulares que expresan F
con 5B3 y otro mAb neutralizante dependi ente conformnaci onal
12B2 para determnar Si el nmutante F es intacto
conformacional. Se precipitd una cantidad igual de I|isado
celular que expresa F con agarosa de proteina S para
nonitorizar |la expresioén total. Un conpendi o del resultado se
muestra en la tabla 3 y la transferencia western de mnutantes
sel ecci onados se nuestra en la figura 7A. El experinento
identificd varios mutantes de F sinples (L53D/S, KSSA/E,
T250A) y dos nutantes dobles (YA248-249AD y E1251-284AS) que
son defectuosos en la union a 5B3, pero no tiene efecto sobre
la unidén a 12B2, |o que indica que |la ubicacion del epitopo
5B3 es al lado de |la cabeza globular (figura 7). Aunque el
mutante Y248A solo no afecté la unién a 5B3, cuando se

combiné con el nutante A249D que es casi defectuoso (banda
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débil cuando se precipitd por 5B3), el nutante doble fue
conpl etanmente defectuoso en |la unién de 5B3, |0 que muestra
gue anbos residuos son inportantes en el sitio de unién. De
nodo simlar, los nmutantes E251A y 12845 sol o son def ectuosos
cuando se conbinan. El nutante F282A nostré una di sm nuci on
leve en la wunién a 5B3, aunque resultd conpletanente
def ectuoso cuando se conbind con P283A, este mutante doble
tanbi én es defectuoso en la unidén de 12B2. Varios otros
mut ant es def ect uosos 5B3 (D56A, L246D y LQ®&246-247DA) tanbi én
fueron defectuosos en la union a 12B2 (figura 7A, tabla 3).
Por o tanto, estos nutantes juntos con aquell os que solo son
def ect uosos de 5B3 se evaluaron en un ensayo de fusion para
eval uar su capaci dad para pronover |a fusién celular. Conp se
nmenciondé arriba, el nmutante L53D es nenos eficaz para
pronover la fusidn, la conbinacidn de |los nutantes L246D vy
&47A tanbi én nostro nenos del 50 % de actividad de fusion en
conmparaci 6n con el tipo salvaje (W), |lo que indica que se
vio afectada la funcidon. Solo el nutante FP282-283AA fue
conpl et anent e defectuoso en la fusiodn, 1o que indica que este
nmut ante doble no es intacto conformacional y funcional. Los
mutantes D56A y L246D probablenente tienen un efecto
indirecto sobre la union a 12B2 que no afecta la funcion de F
en la pronocién de la fusion. Todos los otros mnutantes

eval uados conservan mas del 80 % de |la actividad de fusioén
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excepto E1251-284AS que tiene nenos del 40 % de actividad en
conpar aci 6n con W, aunque nmanti ene su uni 6n con 12B2 (figura
78). Los residuos E251 y 1284 probabl enente participan en |a
funcidén de la proteina F para pronover la fusion y quizai |la
mutaci 6n en estos residuos afecta la funcionalidad de I|a
proteina, en lugar de | a confornaci 6n, conb se observa con el
mut ante L53D.
Tonmados juntos, |a ubicaciodon del epitopo de 5B3 se encuentra
al costado de |a cabeza gl obular en una regi 6n que conprende
| os residuos L53, KSS, VY248, A249, T250, E251, 1284, F282 y
posi bl enmente | os residuos D56 y L246 (figura 7Cy D).
Mecani sno de inhibici6n de 5B3
El nmecani sno de inhibicion de 5B3 en la fusidn de F también
se investigé. Un ensayo de activacion de sF in vitro se
desarroll 6 anteriornente (Chan, Y.P. et al. 2012, J Viral.
86: 11457-71) en donde sF se puede disparar por digestion de
tripsina a su forma de F; + F, madura, seguido por tratam ento
con calor que activa sF para replegarse a su confornacién
posfusi én. Un péptido biotinilado con |a secuencia de HRB de
F se puede afiadir a F; + F, digerido por tripsina que se unira
a la forma internedia del activador F durante el tratamento
con calor y la forma internmedia se puede precipitar nediante
agarosa de avidina. Cuando 5B3 se afiadi 6 con el péptido FC2,

el mAb puede conpetir con FC2 para unirse al activador sF de
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forma dependiente de la dosis (figura 8A). El material no
unido de este ensayo se precipité con la proteina Gy la
figura 8B nuestra que nbB3 y h5B3.1 todavia estaban unidos a
sF. Conb 5B3 solo se une a F pre-fusion, esto indica que
cuando 5B3 estaba presente durante |a activacién, el mb
estabiliza y mantiene sF en su forma pre-fusién. Para
i nvesti gar mas  esto, se realizé la activacion con
tenperaturas crecientes variadas para proporcionar nas
energia para forzar la activacion en presencia de 5B3. Cono
se nuestra en l|la figura 8C, l|as tenperaturas crecientes
pudi eron recuperar l|la precipitaciéon de FC2 de la form
intermedia, lo que indica que la unidn de 5B3 estabiliza F
nmedi ante | a creaci 6n de una barrera de nayor energia para que
se produzca |a activaci én.

Los resultados nostraron que 5B3 se une al costado de la
cabeza globular de F, 1o que revela un epitopo novedoso que
podria ser una regi6n inportante para estabilizar F. Uno de
| os residuos que se denuestra aqui que es inportante para la
uni 6n de 5B3, L53 tanbién se denbstrd que es un residuo
importante para la fornmaci on de trineros hexaméricos de F en
| a superficie del virus |lo que es necesario para una fusién
eficaz en donde la activacion de F trimérico sinple podria
producir un efecto en cadena sobre el hexamero. La unio6n de

5B3 a F tanbién puede interferir con este efecto de
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activaci 6n de cadena haciendo que la fusidon viral sea
i neficaz.

Usos potenciales de |los anticuerpos y fragnentos de
anticuerpo contra la glicoproteina F

La aplicacion innediata de 5B3 es una herramienta para la
i nvestigaci 6n del Henipavirus. Por ejenplo, actualnmente, no
hay mAb disponibles para detectar y diferenciar F pre vy
posfusién. 5B3 reconoce wun epitopo dependiente de la
conformaci é6n y se puede utilizar para distinguir F pre y
posfusi 6n F. Estos ensayos son (tiles para estudiar |as
caracteristicas funci onal es y estructural es de | a
glicoproteina después de Ila manipulacion, conp canbios
conf or maci onal es que se producen en F después de la unioén al
receptor G La necesidad de material de deteccidon 'y
di agnostico adicional para |los Henipavirus ha surgido de
epi demias de rutina que se producen a nayores distancias de
los epicentros de enfernedad originales. Dado que los
heni pavi rus presentan un tropi sno de especies anplio de estos
virus y el origen zoon6tico de los virus a veces conprende
ani mal es donesticados en la trasmsion a humanos, |as
técnicas de diagnostico y deteccion deben ser sélidas vy
adecuadas para utilizar con nuestras de nuchas especies. La
det ecci 6n tenprana de | os henipavirus podria proporcionar un

aviso previo suficiente para instalar nedidas de control
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capaces de reducir la norbilidad y nortalidad. El diagnéstico
inicial de la enfernedad que surge de la infeccidon con un
Heni pavirus depende de I|la enfernmedad <clinica y |I|las
caracteristicas epidem ol 6gicas. El diagnéstico se confirm
después nediante la identificacion del virus en un
| aboratorio de referencia. 5B3 se podria utilizar para el
desarrollo de una herramenta de diagnostico/detecciodn
econémica y rapida que seria de especificidad y sensibilidad
suficientes para proporcionar una advertencia tenprana de |a
presenci a de un Heni pavirus.

Uno de |los usos mas pronetedores de h5B3 y h5B3.1 es en el
desarrol |l o de agentes terapéuticos adicionales para tratar |la
i nfecci 6n con Henipavirus. Estos mAb hunmani zados se pueden
expresar, purificar a gran escala y utilizar conb un agente
antiviral, sin el riesgo de |las conplicaciones por respuestas
idiotipicas en el receptor. Los datos de virus SNT vivos
indicaron que 5B3 es un inhibidor potente de la fusién
nmedi ada por F de NV y HeV. El desarrollo de h5B3 y/o h5B3.1
conb agentes terapéuticos en conbinaci6n con el mAb ml02. 4
anti G humano conop una terapia de coctel ayudaria a mnim zar
el desarrollo de |la resistencia viral a la terapia nediante
el abordaje sinmultaneo de epitopos independientes de |as dos
gl i coprot ei nas.

Los Henipavirus son una de las enfernedades virales
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enmergentes mAs patogénicas y altanmente fatales que se han
reconoci do. Se han realizado avances significativos en el
estudio y el control de estos virus, pero actual nente hay
estudios en curso. Se ha desarrollado un mAb de antivirus
humani zado para dirigirse a la glicoproteina F de Heni pavirus
que tiene anplia aplicacién en |la investigacién, asi conpb en
la aplicacion clinica. Conb se observa, 5B3 se dirige a un
epitopo especifico prefusion dependiente de |a confornacién.
El mapeo de la regidon de union a 5B3 revela un epitopo
novedoso que es inportante para la estabilizacion de F. E
h5B3. 1 humani zado mantuvo todas |as activi dades de uni én con
F, asi conb el titulo de neutralizacion de virus en
conmparaci 6n con nbB3. El sistema de expresion optimzado de
IgGlL de h5B3.1 desarrollado en |la presente proporciona unha
producci 6n sencilla, rapida y de alto rendimento del mAb
humani zado. Se requiere un mayor desarrollo de h5B3.1 y se
estd realizando, por ejenplo, nutagénesis en |as regi ones CDR
para mejorar su afinidad de uni6én con F, asi conp evaluar su
potencia para proteger |a enfernmedad en nodel os de ani nal es,
pero |los beneficios potenciales y |os usos conerciales son

cl aranent e evi dent es.



