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Difese contro le varianti SARS-CoV-2

La nostra difesa chiave contro la pandemia di COVID-19 è la

neutralizzazione degli anticorpi contro il virus della sindrome

respiratoria acuta grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) suscitato

dall'infezione naturale o dalla vaccinazione. Le recenti varianti virali

emergenti hanno sollevato preoccupazioni a causa del loro potenziale

di sfuggire alla neutralizzazione anticorpale. Wang et al. ha

identi�cato quattro anticorpi da donatori convalescenti con epidemia

precoce che sono potenti contro 23 varianti, comprese le varianti

preoccupanti, e hanno caratterizzato il loro legame con la proteina

spike di SARS-CoV-2. Yuan et al.ha esaminato l'impatto delle

mutazioni emergenti nel dominio di legame al recettore della proteina

spike sul legame al recettore dell'ospite ACE2 ea una serie di

anticorpi. Questi studi possono essere utili per sviluppare vaccini e

anticorpi terapeutici più e�caci.

Science , abh1766, questo numero p. eabh1766 , abh1139, questo

numero p. 818

Astratto strutturatoINTRODUZIONELa comparsa in tutto il mondo

delle varianti di preoccupazione (COV) del coronavirus 2 (SARS-CoV-

2) della sindrome respiratoria acuta grave con maggiore

trasmissibilità e resistenza agli anticorpi terapeutici richiede la

scoperta di anticorpi ampiamente reattivi. Abbiamo isolato il dominio

di legame del recettore (RBD) mirato agli anticorpi che neutralizzano

potentemente 23 varianti, inclusi i VOC B.1.1.7, B.1.351, P.1, B.1.429,

B.1.526 e B.1.617. Studi strutturali e funzionali hanno rivelato la base

molecolare per il legame degli anticorpi e hanno mostrato che le

combinazioni di anticorpi riducono la generazione di mutanti di fuga,

suggerendo un potenziale mezzo per mitigare lo sviluppo della

Scienza 

Pdf by:
https://www.pro-memoria.info



13/8/2021 Ultrapotent antibodies against diverse and highly transmissible SARS-CoV-2 variants - Modalità Reader

chrome-distiller://6c95ee96-3e29-4122-ad8d-59e803adc897_39b8fbcf174038e4c52378db53a730f2adf2c4bafe79c3fe7f7e48610963dc2e/?title=Anticorpi+ultra… 2/78

resistenza terapeutica.FONDAMENTO LOGICOL'indagine sulle risposte

anticorpali di soggetti convalescenti infettati dal ceppo Washington-1

(WA-1) per la reattività contro WA-1 e VOC può fornire miglioramenti

alla progettazione e alle terapie del vaccino.RISULTATI

Il sangue di 22 soggetti convalescenti che si sono ripresi

dall'infezione da SARS-CoV-2 WA-1 è stato selezionato per l'attività

neutralizzante e legante e quattro soggetti con elevata reattività

contro la variante WA-1 sono stati selezionati per l'isolamento degli

anticorpi. Gli anticorpi reattivi al picco SARS-CoV-2 (S) sono stati

identi�cati attraverso lo smistamento delle cellule B con sonde a base

di proteine   S. I test di neutralizzazione del virus vivo WA-1 hanno

identi�cato quattro anticorpi diretti contro l'RBD con elevata potenza

[concentrazione inibitoria semimassima (IC ) da 2,1 a 4,8 ng/ml],

due dei quali derivati   dalla stessa linea germinale IGHV1-58 ma da

donatori diversi. Frammenti leganti l'antigene (Fab) di questi anticorpi

hanno mostrato a�nità nanomolare per S (da 2,3 a 7,3 nM). Saggi di

competizione e microscopia elettronica hanno indicato che due degli

anticorpi più potenti bloccavano l'enzima di conversione

dell'angiotensina 2 (ACE2) e legavano la conformazione aperta RBD,

mentre gli altri due legavano entrambe le conformazioni su e giù di

RBD e bloccavano il legame di ACE2. Saggi di legame e

neutralizzazione dei lentivirus contro 13 VOC circolanti o varianti di

interesse, inclusi B.1.1.7, B.1.351, B.1.427, B.1.429, B.1.526, P.1, P.2,

B.1.617.1 e B.1.617.2—indicavano che questi anticorpi erano molto

potenti contro i VOC nonostante fossero isolati da soggetti infettati

da virus SARS-CoV-2 ancestrali precoci. Gli studi Cryo-EM dei due

anticorpi più potenti nel complesso con S hanno rivelato che questi

anticorpi prendono di mira un sito di vulnerabilità su RBD ma hanno

contatti minimi con hotspot mutazionali, de�nendo le basi strutturali

per la loro elevata e�cacia contro i VOC emergenti e delineando

ulteriormente un IGHV1 -58 supersito anticorpale. Per studiare i

potenziali meccanismi di fuga, abbiamo applicato la pressione di

selezione dell'anticorpo al virus della stomatite vescicolare

competente per la replicazione (rcVSV) che esprime il WA-1 SARS-

CoV-2 S (rcVSV-SARS2) e identi�cato le mutazioni S che hanno

conferito resistenza in vitro. Abbiamo valutato questi anticorpi

individualmente o in combinazione per la loro capacità di prevenire la

fuga di rcVSV-SARS2 e abbiamo scoperto che le combinazioni di
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anticorpi con modalità complementari di riconoscimento all'RBD

riducono il rischio di resistenza.

CONCLUSIONEIl nostro studio dimostra che i soggetti convalescenti

precedentemente infettati con la variante ancestrale SARS-CoV-2

producono anticorpi che neutralizzano in modo incrociato i VOC

emergenti ad alta potenza. Le analisi strutturali e funzionali rivelano

che l'ampiezza dell'anticorpo è mediata prendendo di mira un sito di

vulnerabilità all'offset della punta dell'RBD dai principali hotspot

mutazionali nei COV. Il potenziamento selettivo delle risposte

immunitarie mirate a speci�ci epitopi RBD, come i siti de�niti da

questi anticorpi, può indurre ampiezza contro i VOC attuali e futuri.

Astratto

L'emergere di varianti SARS-CoV-2 altamente trasmissibili (VOC)

resistenti agli anticorpi terapeutici evidenzia la necessità di

continuare la scoperta di anticorpi ampiamente reattivi. Abbiamo

identi�cato quattro anticorpi diretti contro il dominio legante il

recettore da tre donatori convalescenti con epidemia precoce con una

potente attività neutralizzante contro 23 varianti, tra cui B.1.1.7,

B.1.351, P.1, B.1.429, B.1.526 e B .1.617 COV. Due anticorpi sono

ULTRAPOTENT, con titoli di neutralizzazione subnanomolari [metà-

massimale concentrazione inibitoria (IC  ) da 0,3 a 11,1 nanogrammi

Isolamento e caratterizzazione degli anticorpi del donatore convalescente che
neutralizzano e�cacemente i VOC emergenti di SARS-CoV-2. Gli anticorpi isolati
da donatori infettati da virus ancestrali SARS-CoV-2 hanno mostrato una
neutralizzazione ultrapotente dei VOC emergenti. I due anticorpi più potenti
hanno condiviso l'utilizzo del gene IGHV1-58 e hanno preso di mira l'RBD con un
contatto minimo con gli hotspot mutazionali di VOC. Cocktail di anticorpi con
modalità di legame complementari hanno soppresso la fuga di anticorpi.
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per millilitro; CI da 1,5 a 34,5 nanogrammi per millilitro). De�niamo i

determinanti strutturali e funzionali del legame per tutti e quattro gli

anticorpi diretti contro i VOC e mostriamo che le combinazioni di due

anticorpi riducono la generazione in vitro di mutanti di fuga,

suggerendo il loro potenziale nel mitigare lo sviluppo della resistenza.

Dall'inizio dell'epidemia di sindrome respiratoria acuta grave da

coronavirus 2 (SARS-CoV-2), più di 170 milioni di persone sono state

infettate e più di 3,7 milioni sono morte a causa del COVID-19 ( 1 ). Il

virus è decorato con una proteina spike trimerica (S), che comprende

una subunità S1 che lega le cellule ospiti e una subunità S2

responsabile della fusione della membrana. La subunità SI

comprende un dominio N-terminale (NTD); il dominio di legame del

recettore (RBD) che lega il recettore dell'enzima di conversione

dell'angiotensina 2 (ACE2) dell'ospite; e due sottodomini aggiuntivi,

SD1 e SD2. Poco dopo la pubblicazione della prima sequenza del

genoma Wuhan Hu-1 (Hu-1) ( 2 ), le proteine   S basate su questa

sequenza sono state generate per l'uso nella scoperta di anticorpi ( 3
– 5). Varianti SARS-CoV-2 come B.1.1.7 (ad esempio Alpha, 501Y.V1)

( 6 ), B.1.351 (ad esempio Beta, 501Y.V2) ( 7 ), P.1 (ad esempio ,

Gamma, 501Y.V3) e B.1.617.2 (ad esempio Delta, 452R.V3) ( 8 , 9 )

contengono mutazioni, molte in S, che mediano la resistenza agli

anticorpi monoclonali terapeutici, hanno una maggiore trasmissibilità

e potenzialmente aumentare la patogenicità ( 10 – 14 ). Vaccini

disegni basati sull'originale Hu-1 sequenza ceppo epidemico

suscitare risposte anticorpali che mostra una diminuita attività in vitro

neutralizzante contro le varianti ( 14 - 16). In questo studio, gli

anticorpi isolati da soggetti convalescenti che sono stati infettati dal

ceppo Washington-1 (WA-1), che ha una sequenza S identica a Hu-1,

sono stati studiati per la reattività contro WA-1 e varianti preoccupanti

(VOC) , e abbiamo de�nito le caratteristiche strutturali del loro legame

con S.

Identi�cazione e caratterizzazione di anticorpi contro WA-1

Abbiamo ottenuto sangue da 22 soggetti convalescenti, che avevano

manifestato sintomi da lievi a moderati dopo l'infezione da WA-1, tra

25 e 55 giorni dopo l'insorgenza dei sintomi. Quattro soggetti - A19,

A20, A23 e B1 - avevano sia un'elevata attività neutralizzante che

legante contro la variante WA-1 ( Fig. 1A ) e sono stati selezionati per
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gli sforzi di isolamento dell'anticorpo. Le cellule CD19  /CD20 

/immunoglobulina M  (IgM  )/IgA  o IgG  B sono state selezionate

per il legame a una versione stabilizzata di S (S-2P), la subunità S1

completa o l'RBD più il sottodominio-1 regione di S1   (RBD-SD1) ( Fig.

1Be �g. S1). In totale, abbiamo selezionato 889 cellule B, recuperato

709 (80%) sequenze di anticorpi a catena pesante e leggera e

selezionato 200 anticorpi per l'espressione. Per misurare il legame di

questi 200 anticorpi allo spike stabilizzato, alla subunità S1 completa,

a RBD o NTD, è stato utilizzato un test di legame meso scale

discovery (MSD). C'è stata un'ampia risposta in tutti i domini di picco

con 77 legame RBD, 46 legame NTD, 58 dedotto per legare la subunità

S2 in base al legame a S ma non a S1 e 19 che lega un epitopo

indeterminato o non riconosce il picco in un legame MSD saggio ( Fig.

1C ).

+ +

– – + +

Fig. 1 Identi�cazione e classi�cazione di anticorpi altamente potenti da soggetti
convalescenti SARS-CoV-2.
( A ) I sieri di 22 soggetti convalescenti sono stati testati per neutralizzare ( asse y
, ID  ) e anticorpi leganti ( asse x , S-2P ELISA AUC) e quattro soggetti: A19, A20,
A23 e B1 (colorati) con entrambi un'elevata attività neutralizzante e legante
contro il WA-1, sono stati selezionati per l'isolamento dell'anticorpo. ( B ) Porta di
smistamento �nale in citometria a �usso di CD19  /CD20  /IgG  o IgA PBMC
per quattro soggetti convalescenti (A19, A20, A23 e B1). È mostrata la
colorazione per RBD-SD1 BV421, S1 BV786 e S-2P APC o Ax647. Le cellule sono
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I test di neutralizzazione dello pseudovirus utilizzando lo spike WA-1

hanno mostrato che quattro anticorpi diretti contro l'RBD—A19-46.1,

A19-61,1, A23-58,1 e B1-182,1 (tabella S1)—sono particolarmente

potenti [concentrazione inibitoria semimassima (la concentrazione di

un anticorpo necessaria per l'entrata del virus di inibizione del 50%)

(IC  ) 2.5 a 70,9 ng / ml] ( Fig. 1, D ed e ). La neutralizzazione del

virus vivo WA-1 ( 17 ) ha rivelato una neutralizzazione ad alta potenza

simile da parte di tutti e quattro gli anticorpi (IC  2,1 a 4,8 ng/ml) (

Fig. 1, D ed E ). Tutti e quattro i Fab di anticorpi hanno mostrato

a�nità nanomolare per SARS-CoV-2 S-2P (da 2,3 a 7,3 nM), che è

coerente con la loro potente neutralizzazione ( Fig. 1E ).

Gli anticorpi diretti contro l'RBD possono essere classi�cati in quattro

classi generali (classi da I a IV) sulla base della competizione con la

proteina del recettore della cellula bersaglio ACE2 per il legame a S e

state ordinate utilizzando il cancello di smistamento indicato (rosa) e la
percentuale di cellule positive che erano RBD-SD1-, S1- o S-2P-– è mostrata per
ciascun soggetto. ( C ) La distribuzione dell'epitopo di legame lordo è stata
determinata utilizzando un test ELISA basato su MSD contro RBD, NTD, S1, S-2P o
HexaPro. Il legame S2 è stato dedotto dal legame S-2P o HexaPro senza legarsi
ad altri antigeni. Gli epitopi indeterminati hanno mostrato un pro�lo di legame
misto. Viene mostrato il numero totale di anticorpi (200) e il numero assoluto di
anticorpi all'interno di ciascun gruppo. ( D) Curve di neutralizzazione utilizzando
lentivirus pseudotipizzati spike WA-1 e saggi di neutralizzazione di virus vivi per
testare la capacità di neutralizzazione degli anticorpi indicati ( n = da 2 a 3
repliche). ( E ) tabella legame dell'anticorpo bersaglio, IC  per pseudovirus e
neutralizzazione del virus vivo, e Fab: S-2P cinetica del legame ( n = 2 repliche)
per gli anticorpi indicati. ( F ) Esperimento di binning degli epitopi basato su SPR.
L'anticorpo del concorrente ( asse y ) è legato a S-2P prima dell'incubazione con
l'anticorpo dell'analita ( asse x ) come indicato e i contenitori dell'intervallo di
competizione in percentuale sono mostrati come rosso (>75%), arancione (dal 60
al 75%) o bianco (<60%) ( n= 2 repliche). L'anticorpo di controllo negativo è
l'anticorpo glicoproteico anti-Ebola mAb114 ( 37 ). ( G ) Concorso di rilegatura
ACE2. Gli anticorpi indicati ( asse y ) completano il legame di S-2P alla proteina
ACE2 solubile utilizzando l'interferometria del biostrato [colonna sinistra,
percentuale di competizione (>75% mostrato come rosso, <60% come bianco)] o
all'ACE2 espresso sulla super�cie cellulare da utilizzando la colorazione della
super�cie cellulare (colonna di destra, EC  a ng/ml mostrato). ( H) Ricostruzioni
3D a colorazione negativa di spike SARS-CoV-2 e complessi Fab. A19-46.1 e A19-
61.1 si legano a RBD in posizione abbassata, mentre A23-58.1 e B1-182.1 si
legano a RBD in posizione alta. Le classi rappresentative sono state mostrate con
due Fab legati, sebbene sia stata osservata la stechiometria da uno a tre Fab.
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il riconoscimento dello stato su o giù dei tre RBD in S ( 18 ) . LY-

CoV555 è un anticorpo terapeutico che lega RBD in entrambi gli stati

su e giù, blocca il legame ACE2 ed è classi�cato come classe II.

Tuttavia, nonostante la potente attività contro WA-1, è stato riportato

che i VOC contengono mutazioni che conferiscono resistenza a LY-

CoV555 ( 14 , 19 , 20) e anticorpi che si legano allo stesso modo.

Abbiamo quindi esaminato se gli epitopi presi di mira dai quattro

anticorpi ad alta potenza fossero distinti da LY-CoV555. Abbiamo

utilizzato un test di legame competitivo basato sulla risonanza

plasmonica di super�cie (SPR) per confrontare il pro�lo di legame di

questi anticorpi con LY-CoV555. Sebbene LY-CoV555 abbia gareggiato

con A19-46.1, A19-61.1, A23-58.1 e B1-182.1 (e viceversa), i loro

pro�li di competizione complessivi non erano gli stessi. A23-58.1 e

B1-182.1 mostrano pro�li di legame simili e anche A19-61.1 e A19-

46.1 mostrano un pro�lo di legame di competizione condiviso nel

nostro test SPR. Tuttavia, questi ultimi due anticorpi possono essere

distinti l'uno dall'altro a causa della competizione A19-61,1 con

l'anticorpo di classe III S309 ( Fig. 1F ) ( 21), che lega un epitopo in

RBD che è accessibile in posizione su o giù ma non compete con il

legame ACE2 ( 18 ).

Per determinare se gli anticorpi bloccano il legame di ACE2, abbiamo

utilizzato l'interferometria del biostrato ACE2-competition e i test di

legame della super�cie cellulare per mostrare che tutti e quattro gli

anticorpi impediscono il legame di ACE2 allo spike ( Fig. 1G e Fig. S2).

Ciò suggerisce che A19-46.1, A23-58.1 e B1-182.1 neutralizzano

l'infezione bloccando direttamente l'interazione di RBD con ACE2 e

sarebbero classi�cati come classe I (blocco ACE2, legame solo RBD

up) o II (blocco ACE2, legame RBD su o giù) Anticorpi RBD ( 18). La

competizione A19-61.1 con il legame S309 e ACE2 suggerisce che si

lega almeno in parte al di fuori del motivo di legame ACE2, ma può

bloccare stericamente il legame ACE2 simile all'anticorpo di classe III

REGN10987. Per perfezionare la classi�cazione di questi anticorpi,

abbiamo eseguito una ricostruzione tridimensionale (3D) con

colorazione negativa e abbiamo scoperto che A19-46,1 e A19-61,1 si

legano l'uno vicino all'altro con tutti gli RBD in posizione abbassata (

Fig. 1H ), il che è coerente con loro essendo anticorpi di classe II e di

classe III, rispettivamente. Allo stesso modo, A23-58.1 e B1-182.1 si
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legano a regioni sovrapposte quando gli RBD sono in posizione alta,

suggerendo che si tratta di anticorpi di classe I.

Legame anticorpale e neutralizzazione contro varianti circolanti

Poiché ogni soggetto donatore è stato infettato con una variante

vicina all'ancestrale WA-1, abbiamo valutato l'attività anticorpale

contro varianti emerse di recente come D614G, che è diventata la

variante dominante in tutto il mondo ( 22 ). Simile a LY-CoV555, la

potenza di neutralizzazione è stata aumentata contro D614G rispetto

a WA-1, con IC  e IC  di ciascun anticorpo sperimentale da 1,4 a

6,3 volte inferiore a quello osservato per WA-1 (IC  da 0,8 a 20,3

ng/ml e IC  da 2,6 a 43,5 ng/ml) ( Fig. 2, A e C, e �g. S3). [Le

abbreviazioni a lettera singola per i residui amminoacidici sono le

seguenti: A, Ala; C, Cis; D, Asp; E, Glu; F, Phe; G, Gly; H, il suo; io, Ile; K,

Lys; L, Leu; M, incontrato; N, Asn; P, Pro; Q, Gin; R, Argo; S, Ser; T, Thr; V,

Val; W, Trp; e Y, Tyr. Nei mutanti, altri amminoacidi sono stati sostituiti

in determinate posizioni; per esempio, D614G indica che l'acido

aspartico in posizione 614 è stato sostituito da glicina.]

50 80

50

80

Fig. 2 Legame anticorpale e neutralizzazione di VOC o VOI. ( A ) Tabella che
mostra dominio e mutazioni relative a WA-1 per ciascuna delle 10 varianti testate
in (B) e (C). ( B ) Le varianti della proteina Spike sono state espresse sulla
super�cie delle cellule T HEK293 e il legame all'anticorpo indicato è stato
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Successivamente, abbiamo valutato il legame dell'anticorpo a D614G

e nove ulteriori varianti di spike espresse sulla super�cie cellulare che

sono apparse dopo WA-1 e che non sono considerate VOC o varianti

di interesse (VOI) (B.1.1.7.14, B.1.258.24 , Y453F/D614G, Ap.1,

B.1.388, ΔH69-70/N501Y/D614G, K417N/D614G, B.1.1.345 e

B.1.77.31) ( 6 – 9 , 22 ). Gli anticorpi sperimentali sono stati

confrontati con quattro anticorpi in uso clinico [LY-CoV555,

REGN10933, REGN10987 e CB6 (LY-CoV016)]. Tutti gli anticorpi di

controllo e sperimentali hanno mostrato una riduzione minore del

legame (meno del doppio) a B.1.258.24 (N439K/D614G) (�gg. S3 e

S4). Nonostante ciò, le loro capacità di neutralizzazione sono state

minimamente in�uenzate, ad eccezione di REGN10987 (2005 ng/ml)

come riportato in precedenza (�gg. S3 e S4) (23 ). Mentre nessuno

degli anticorpi sperimentali ha mostrato grandi riduzioni del legame,

LY-CoV555, CB6 ( 24 ) e REGN10933 ( 25 ) hanno mostrato de�cit di

legame >10 volte a una o più varianti (Y453F/D614G, K417N/D614G,

B. 1.1.345 o B.1.177.31) in questi saggi di legame cellulare (�gg. S3 e

S4).

Successivamente abbiamo valutato la capacità di ciascun anticorpo

di neutralizzare le particelle lentivirali pseudotipizzate con le stesse

10 varianti di proteine   spike. Coerentemente con i dati pubblicati,

REGN10933 non ha neutralizzato Y453F/D614G o B.1.177.31

(K417N/E484K/N501Y/D614G) ( 12 , 14 , 26 ); CB6 non ha

neutralizzato B.1.177.31; e LY-CoV555 e REGN109333 hanno

mostrato riduzioni di potenza da 28 a > 1400 volte per la

neutralizzazione di virus contenenti E484K (�g. S3) ( 12 , 14 ).

Rispetto a WA-1, l'A23-58,1 IC la neutralizzazione era tre volte

inferiore per ΔH69-70/N501Y/D614G (0,9 ng/ml) e cinque volte

misurato con la citometria a �usso. I dati sono mostrati come MFI normalizzato
all'MFI per lo stesso anticorpo contro la variante parentale D614G. La variazione
percentuale è indicata da un gradiente di colore dal rosso (rilegatura aumentata,
Max 500%) al bianco (nessuna modi�ca, 100%) al blu (nessuna rilegatura, 0%). ( C
) IC 50 e IC 80valori per gli anticorpi indicati contro 10 varianti mostrate in (A). Gli
intervalli sono indicati con bianco (>10.000 ng/ml), azzurro (>1000 a 10.000
ng/ml), giallo (> 100 a 1000 ng/ml), arancione (> 50 a 100 ng/ml), rosso (da >10 a
50 ng/ml), marrone (da >1 a ≤10 ng/ml) e viola (1 ng/ml). ( D ) Posizione delle
mutazioni della variante della proteina spike sulla glicoproteina spike per B.1.1.7,
B.1.351, B.1.429, P.1 v2, B.1.617.1 e B.1.617.2. P681 e V1176 non sono risolti
nella struttura, e quindi le loro posizioni non sono annotate in B.1.1.7 e P.1 v2.

50
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inferiore per Ap.1 (<0,6 ng/ml), e sebbene A23-58,1 mantenesse

un'elevata potenza, la neutralizzazione contro B.1.1.345 era

quadruplicato (10,2 ng/ml). La neutralizzazione con B1-182.1 ha

mantenuto un'elevata potenza (IC  < 3,2 ng/ml) per tutte le varianti e

ha mostrato una potenza più che quadruplicata per 6 delle 10 varianti

testate (IC  < 0,8 ng/ml) (�g. S3). Per A19-61.1, variante

neutralizzazione Was tre a sei volte più potente di quello di WA-1 (WA-

1 IC  70,9 ng / ml; varianti IC  11.1 a 23,7 ng / ml) (�g S3.). In�ne,

la neutralizzazione di A19-46.1 era simile a quella di WA-1 per tutte le

varianti tranne B.1.1.345 e B.1.177.31, che erano ancora molto potenti

nonostante avessero IC  valori che erano da due a tre volte meno

attivi (B.1.1.345, 95,0 ng/ml; B.1.177.311, 61,8 ng/ml; e WA-1, 39,8

ng/ml) (�g. S3). Insieme, questi dati mostrano la capacità di questi

anticorpi appena identi�cati di mantenere un'elevata potenza di

neutralizzazione contro un pannello diversi�cato di 10 proteine   spike

varianti.

Legame anticorpale e neutralizzazione di VOI e VOC

Abbiamo analizzato la neutralizzazione di 13 VOI e VOC circolanti,

alcuni dei quali ad alta trasmissibilità, tra cui B.1.1.7, B.1.351, B.1.427,

B.1.429, B.1.526, P.1, P.2, B. 1.617.1 e B.1.617.2 ( Fig. 2 e Fig. S3) ( 6 ,

7 , 11 ). Coerentemente con i dati pubblicati, abbiamo scoperto che

LY-CoV555, CB6, REGN10933 e REGN10987 hanno mantenuto

un'elevata potenza contro B.1.1.7 (IC  0,1 a 40,1 ng/ml) e LY-

CoV555 e CB6 non sono stati in grado di neutralizzare B. Varianti

1.351 v1, B.1.351 v2, P.1 v1 o P.1 v2 (IC  > 10.000 ng/ml) ( Fig. 2 e

�g. S3) ( 12 , 14 , 26); LY-CoV555 non è stato in grado di neutralizzare

B.1.526 v2, B.1.617.1 e B.1.617.2; CB6 ha mostrato un'attività da 5 a

27 volte peggiore contro B.1.1.7+E484K e B.1.429+E484K ma è

rimasto attivo contro B.1.617.1 e B.1.617.2; REGN10933 ha mostrato

una riduzione da 9 a 200 volte della neutralizzazione contro varianti

con mutazioni in E484 (B.1.1.7+E484K, B.1.429+E484K, B.1.526 v2,

P.1 v1/v2 e B.1.617.1 ) e ha mantenuto l'attività contro B.1.617.2, che

non contiene una mutazione in E484 ( Fig. 2 e �g. S3); e REGN10987

ha mantenuto o ha avuto una potenza leggermente aumentata contro

ciascuno dei VOC e VOI eccetto B.1.617.2, che ha mostrato una

riduzione di quattro volte dell'attività ( Fig. 2 e Fig. S3). In confronto,

A23-58,1, B1-182.1, A19-46,1 e A19-61,1 hanno mantenuto una

potenza simile o migliorata (IC < 0,6 a 11,5 ng/ml) contro B.1.1.7 e
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B.1.1.7+E484K rispetto a WA-1 ( Fig. 2 e �g. S3). La potenza di A19-

46,1 era entro 2,5 volte o inferiore rispetto a WA-1 per tutte le varianti

(IC  11,5 a 101,4 ng/ml rispetto a WA-1 39,8 ng/ml), eccetto quelle

contenenti L452R (IC  > 10.000 ng /ml) (B.1.427, B.1.429,

B.1.429+E484K, B.1.617.1 e B.1.617.2) ( Fig. 2 e �g. S3). Ulteriori

analisi hanno mostrato che A23-58,1, B1-182,1 e A19-61,1 hanno

mantenuto un'elevata potenza contro tutti i VOC e i VOI (IC  0,6 a

28,3 ng/ml), inclusi i B.1.617.1 e B.1.617 recentemente identi�cati. 2 (

Fig. 2e �g. S3). Questi risultati indicano che, nonostante siano isolati

da soggetti infettati da virus SARS-CoV-2 ancestrali precoci, ciascuno

di questi anticorpi ha una reattività molto potente contro i VOC.

Analisi strutturale e funzionale degli anticorpi VH1-58

I due anticorpi più potenti, A23-58,1 e B1-182.1, condividevano un uso

della famiglia di geni molto simile nelle loro catene pesanti e leggere,

nonostante provenissero da donatori diversi (tabella S1). Entrambi

utilizzano catene pesanti IGHV1-58 e catene leggere IGKV3-20/IGKJ1

e livelli altrettanto bassi di ipermutazione somatica (SHM) (<0,7%)

(tabella S1). Questa combinazione famiglia di geni di anticorpi è stato

identi�cato in altre materie di convalescenza COVID-19 ed è stato

proposto come un clonotype pubblico ( 27 - il 30 ). Per ottenere

approfondimenti strutturali sull'interazione tra questa classe di

anticorpi e il picco SARS-CoV-2, abbiamo ottenuto ricostruzioni di

microscopia crio-elettronica (cryo-EM) per strutture del Fab A23-58.1

legato a un WA-1 S stabilizzato a 3.39 di risoluzione e del Fab B1-

182.1 legato ad un WA-1 S stabilizzato a 3.15 di risoluzione (Fig. 3, A

e B ; �chi. S5 e S6; e tabella S2). Ciò ha rivelato che l'anticorpo si

legava al picco con tutti gli RBD nella posizione in alto, confermando i

risultati negativi della colorazione ( Fig. 1H ). Tuttavia, le densità di

ricostruzione crio-EM dell'interfaccia tra RBD e Fab erano scarse a

causa della variazione conformazionale.
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Fig. 3 Basi strutturali del legame e della neutralizzazione per gli anticorpi A23-
58.1 e B1-182.1. ( A ) Struttura Cryo-EM di A23-58.1 Fab in complesso con spike
SARS-CoV-2 HexaPro. (Sinistra) Mappa della densità complessiva. I protomeri
sono verde chiaro, grigio e ciano. Uno dei Fab A23-58.1 legati all'RBD è mostrato
in arancione e blu. (A destra) Struttura del RBD e A23-58.1 dopo il ra�namento
focalizzato locale. I CDR a catena pesante sono marrone, salmone e arancione
rispettivamente per CDR H1, CDR H2 e CDR H3. I CDR della catena leggera sono
blu marino, azzurro e blu viola rispettivamente per CDR L1, CDR L2 e CDR L3. Il
livello di contorno della mappa cryo-EM è 5.7σ. ( B) Struttura Cryo-EM di B1-182.1
Fab in complesso con spike SARS-CoV-2 HexaPro. (Sinistra) Mappa della densità
complessiva. I protomeri sono verde chiaro, grigio e ciano. Uno dei Fab B1-182.1
legati all'RBD è mostrato in salmone e azzurro. (A destra) Struttura del RBD e B1-
182.1 dopo il ra�namento focalizzato locale. I CDR a catena pesante sono
marrone, salmone profondo e arancione rispettivamente per CDR H1, CDR H2 e
CDR H3. I CDR della catena leggera sono blu marino, ardesia e blu viola
rispettivamente per CDR L1, CDR L2 e CDR L3. Il livello di contorno della mappa
cryo-EM è 4.0σ. ( C ) Interazione tra A23-58.1 e RBD. Tutti i CDR erano coinvolti nel
legame di RBD. L'epitopo di A23-58.1 è mostrato in una super�cie verde brillante.
Le mutazioni RBD nelle attuali varianti di SARS-CoV-2 circolanti sono rosse. K417
ed E484 si trovano sul bordo dell'epitopo. (D ) Dettagli di interazione all'interfaccia
anticorpo-RBD. La punta del RBD si lega a un cratere formato dai CDR (mostrato
guardando verso il cratere). Le interazioni tra residui aromatici e idrofobici sono
evidenti nella parte inferiore del cratere. I legami idrogeno sul bordo del cratere
sono indicati con linee tratteggiate. I residui di RBD sono indicati con carattere
corsivo. ( E ) Paratopi di A23-58.1, B1-182.1, S2E12 (ID PDB: 7K45) e COVOX253
(ID PDB: 7BEN) dalla stessa linea germinale. Le sequenze di B1-182.1, S2E12 e
COVOX253 sono state allineate con i residui varianti sottolineati. I residui di
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Per risolvere l'interfaccia antigene-anticorpo, abbiamo eseguito il

ra�namento locale e migliorato la risoluzione locale a 3,89 per A23-

58.1 e a 3,71 per B1-182.1 (�gg. S5 e S6). Poiché sia   A23-58.1 che B1-

182.1 hanno riconosciuto l'RBD in modo molto simile, abbiamo

utilizzato la struttura RBD-A23-58.1 per un'analisi dettagliata.

L'anticorpo A23-58.1 si lega a un epitopo sul RBD che è rivolto verso il

triplice asse della punta ed è accessibile solo nella conformazione

RBD-up ( Fig. 3A ). L'interazione ha seppellito un totale di 619 

super�cie dall'anticorpo e 624  dallo spike (tabella S3). Il paratopo

A23-58,1 costituiva tutte e sei le regioni determinanti la

complementarità (CDR) con catena pesante e catena leggera che

contribuiscono rispettivamente per il 74 e il 26% della super�cie di

legame (Fig. 3, C ed E , e tabella S3). Il CDR H3, lungo 14 residui, che è

il 48% del paratopo della catena pesante, si attorciglia a Pro  e Phe

 (schema di numerazione Kabat per i residui di anticorpi) per

formare un anello a forma di piede stabilizzato da un legame

disolfuro intraloop tra Cys  e Cys  all'arch. È stato osservato un

glicano al CDR H3 Asn  (�g. S5F). I CDR hanno formato un cratere

interfacciale con una profondità di ~ 10 e un diametro di ~ 20 Å

all'apertura. I residui di paratopi all'interno del cratere erano

principalmente aromatici o idrofobici. CDR H3 Pro  e Phe 

allineati sul fondo, e CDR H1 Ala  , CDR H2 Trp e Val  , e CDR H3

Val  rivestito il lato a catena pesante del cratere ( Fig. 3, D ed

E ). Sul lato della catena leggera, i residui CDR L1 Tyr  e CDR L3 Tyr

 e Trp  fornito l'80% della super�cie di legame della catena

leggera ( Fig. 3, D ed E ). Al contrario, i residui di paratopi sul bordo del

cratere sono principalmente idro�li; per esempio, Asp  formato

legami idrogeno con Ser  e Asn  dell'RBD ( Fig. 3D e tabella S3).

L'epitopo A23-58,1 comprendeva residui tra 5 e 6 sulla punta di RBD (

Figg. 3D e 4A ). Con il Phe  sporgente immerso nel cratere formato

dai CDR, questi residui hanno formato un motivo uncinato che è

stabilizzato da un legame disolfuro intraloop tra Cys  e Cys  . I

residui aromatici, inclusi Phe  , Tyr  , Phe  e Tyr  fornivano il

48% (299  ) dell'epitopo ( Fig. 3D e tabella S3). Lys  e Glu , che si

trovano sul bordo esterno dell'epitopo, hanno contribuito solo al 3,7%

paratopi per A23-58,1, B1-182.1, S2E12 e COVOX253 sono stati evidenziati
rispettivamente in verde, verde scuro, marrone chiaro e arancione chiaro.
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della super�cie di legame ( Fig. 3C e tabella S3). Nel complesso,

l'analisi cryo-EM fornisce una base strutturale per la potente

neutralizzazione del mutante E484K/Q da parte di A23-58.1.

Fig. 4 Le modalità di associazione di A23-58.1 e B1-182.1 consentono la
neutralizzazione ai VOC. ( A ) Mappatura di epitopi di A23-58.1, B1-182.1 e altri
anticorpi su RBD. I residui di epitopi per diversi anticorpi diretti contro l'RBD sono
contrassegnati con un asterisco sotto la sequenza dell'RBD. ( B ) Confronto delle
modalità di rilegatura di A23-58.1 e B1-182.1. (Sinistra) L'analisi ha indicato che
l'asse di Fab B1-182.1 è ruotato di 6° rispetto a quello di A23-58.1. (Destra)
Questa rotazione ha provocato un leggero spostamento dell'epitopo di B1-182.1
su RBD, che ha ridotto il suo contatto a E484. Le mutazioni RBD di interesse sono
rosse, la super�cie dell'epitopo di B1-182.1 è verde scuro e i bordi del sito di
legame ACE2 e dell'epitopo A23-58,1 sono rispettivamente giallo e oliva. ( C)
Confronto delle modalità di rilegatura di A23-58.1, CB6 e REGN10933. Per
chiarezza, viene mostrato che un Fab si lega all'RBD sul picco. Lo spostamento
del sito di legame alla sella di RBD circondava K417, E484 e Y453 all'interno degli
epitopi CB6 (linea nera) e REGN10933 (super�cie viola), spiegando la loro
sensibilità alle mutazioni K417N, Y453F e E484K. ( D ) Confronto delle modalità di
legame di A23-58.1 e LY-CoV555. (Sinistra) Viene mostrato che un Fab si lega
all'RBD sul picco. (In alto a destra) E484 si trova all'interno dell'epitopo LY-
CoV555. (In basso a destra) La mutazione E484K/Q abolisce i contatti critici tra
RBD e CDR H2 e CDR L3; inoltre, E484K/Q e L452R causano potenziali scontri con
la catena pesante di LY-CoV555, spiegando la sua sensibilità alle mutazioni
E484K/Q e L452R. ( E) Gli anticorpi derivati   da IGHV1-58 prendono di mira un
supersito con contatti minimi con hotspot mutazionali. Il supersito de�nito da
atomi comuni contattati dagli anticorpi derivati   da IGHV1-58 (A23-58.1, B1-182.1,
S2E12 e COVOX253) su RBD è indicato con la linea verde. I con�ni del sito di
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Le modalità e le sequenze di legame di A23-58.1 e B1-182.1 sono

molto simili a quelle degli anticorpi derivati   da IGHV1-58/IGKV3-20

precedentemente riportati, come S2E12 ( 27 ), COVOX 253 ( 30 ) e

CoV2-2196 ( 31 ), confermando che sono membri della stessa classe

strutturale ( Fig. 3E ). Per capire perché B1-182.1 è altamente e�cace

nel neutralizzare i VOC emergenti, abbiamo confrontato la sua

modalità di legame con quella di A23-58.1. L'analisi ha indicato che

B1-182.1 ruotava di circa 6° lungo l'asse lungo di Fab da quello di

A23-58.1 ( Fig. 4B ). Questa rotazione da un lato ha aumentato i

contatti B1-182.1 CDR L1 su regioni invarianti di RBD per rafforzare il

legame ( Fig. 4B) e dall'altro contatto criticamente ridotto su Glu  a

6 Å  e solo catena principale rispetto a ~ 40 Å  contatti di catena

principale e laterale per A58.1 e S2E12 ( Fig. 4B e tabella S3). Nel

complesso, i sottili cambiamenti nella modalità di riconoscimento

degli anticorpi alle regioni su RBD che ospitano mutazioni varianti

hanno fornito basi strutturali sull'e�cacia di B1-182.1 e A23-58,1 sulla

neutralizzazione dei VOC.

Per capire come A23-58.1 e B1-182.1 superano le mutazioni che

causano una ridotta potenza anticorpale contro le varianti del virus,

abbiamo sovrapposto le strutture complesse anticorpo-RBD di CB6

[Protein Data Bank (PDB) ID 7C01] ( 24 ), REGN10933 (PDB ID 6XDG )

( 25 , 26 ) e LY-CoV555 (PDB ID 7KMG) ( 19 ) con la struttura A23-58,1

sulla regione RBD. Sia REGN10933 che CB6 si legano allo stesso lato

dell'RBD come fa A23-58.1 ( Fig. 4C ). Tuttavia, le super�ci di legame

di REGN10933 e CB6 sono state spostate verso la sella dell'RBD

aperto e comprendevano i residui Lys  , Tyr  , Glu  e Asn  (

Fig. 4C); le mutazioni K417N e Y453F quindi abolirebbero le

interazioni chiave e porterebbero alla perdita di neutralizzazione sia

per REGN10933 che per CB6 ( Fig. 2 ). Al contrario, LY-CoV555 si è

avvicinato all'RBD da un'angolazione diversa, con il suo epitopo che

comprende Glu  e Lys  ( Fig. 4D ). L'esame strutturale indica che

E484K/Q abolisce le interazioni chiave con CDR H2 Arg  e CDR L3

Arg  di LY-CoV555. Inoltre, entrambe le mutazioni E484K/Q ( Fig. 4D

) e L452R causano scontri con la catena pesante di LY-CoV555. Se

confrontato con epitopi di anticorpi di classe I, II e III ( 30), il supersito

legame ACE2 e gli epitopi degli anticorpi di classe I, II e III rappresentati da C102
(PDB ID 7K8M), C144 (PDB ID 7K90) e C135 (PDB ID 7K8Z) sono indicati con
giallo, rosa, arancio chiaro , e linee di con�ne blu, rispettivamente.
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de�nito dai contatti comuni degli anticorpi derivati   da IGHV1-58 (A23-

58.1, B1-182.1, S2E12 e COVOX253) ha avuto interazioni minime con i

residui negli hotspot mutazionali ( Fig. 4E ). Questi dati strutturali

suggeriscono che le modalità di legame di A23-58.1 e B1-182.1 hanno

consentito la loro elevata e�cacia contro i nuovi VOC SARS-CoV-2.

Sulla base dell'analisi strutturale, abbiamo studiato il contributo

relativo dei residui di contatto previsti sul legame e sulla

neutralizzazione ( Fig. 4A ). Il legame dello spike espresso dalla

super�cie cellulare con A23-58,1 e B1-182.1 è stato eliminato da

F486R, N487R e Y489R ( Fig. 5A e Fig. S7), con conseguente

mancanza di neutralizzazione per virus pseudotipizzati con picchi

contenenti queste mutazioni ( Fig. .5B ). Al contrario, il legame e la

neutralizzazione di A19-46,1 e A19-61,1 sono stati minimamente

in�uenzati da questi cambiamenti ( Fig. 6, B e C, e �g. S7). Anche il

legame e la neutralizzazione di CB6, LY-CoV555 e REGN10933 sono

stati in�uenzati dalle tre mutazioni, il che è coerente con l'analisi

strutturale secondo cui questi residui sono contatti condivisi con A23-

58,1 e B1-182.1. Presi insieme, i difetti di legame e neutralizzazione

condivisi suggeriscono che il motivo uncinato e il cratere CDR sono

fondamentali per il legame degli anticorpi all'interno della classe

pubblica VH1-58.

Fig. 5 Residui di legame critici per gli anticorpi A23-58.1 e B1-182.1. ( A ) Le
mutazioni della proteina spike indicate previste con l'analisi strutturale sono state
espresse sulla super�cie delle cellule T HEK293 e il legame all'anticorpo indicato
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è stato misurato con la citometria a �usso. I dati sono mostrati come MFI
normalizzato all'MFI per lo stesso anticorpo contro il legame parentale WA-1. La
variazione percentuale è indicata da un gradiente di colore dal rosso (rilegatura
aumentata, max 200%) al bianco (nessuna modi�ca, 100%) al blu (nessuna
rilegatura, 0%). ( B ) IC 50 e IC 80 valori per gli anticorpi contro indicati WA-1 e le
nove mutazioni picco. Gli intervalli sono indicati con bianco (>10.000 ng/ml),
azzurro (>1000 e 10.000 ng/ml), giallo (> 100 e 1000 ng/ml), arancione (> 50 e
100 ng/ml), rosso (da >10 a 50 ng/ml) e marrone (da >1 a 10 ng/ml).

Fig. 6 Mitigazione del rischio di fuga utilizzando doppie combinazioni di anticorpi.
( A ) Virus della stomatite vescicolare competente per la replicazione (rcVSV) il
cui SARS-CoV-2 WA-1 espresso dal genoma è stato incubato con diluizioni seriali
degli anticorpi indicati e i pozzetti con effetto citopatico (CPE) sono stati passati
in avanti nei round successivi (�g. S8 ) dopo 48-72 ore. L'RNA supernatante totale
è stato raccolto e i genomi virali sono stati sequenziati con fucile a pompa per
determinare la frequenza dei cambiamenti degli amminoacidi. Sono mostrati
l'amminoacido della proteina spike e il cambio di posizione e la frequenza come
gra�co del logo. I cambiamenti degli aminoacidi osservati in due esperimenti
indipendenti sono indicati in lettere blu e verdi. ( B ) Le mutazioni della proteina
spike indicate previste con l'analisi strutturale ( Fig. 3 ) o osservate con l'analisi di
fuga ( Fig. 6A) sono stati espressi sulla super�cie delle cellule T HEK293 e il
legame all'anticorpo indicato è stato misurato con citometria a �usso. I dati sono
mostrati come MFI normalizzato all'MFI per lo stesso anticorpo contro il legame
parentale (a sinistra) WA-1 o (a destra) D614G. La variazione percentuale è
indicata con un gradiente di colore dal rosso (rilegatura aumentata, max 200%) al
bianco (nessuna modi�ca, 100%) al blu (nessuna rilegatura, 0%). ( C ) Valori di IC

 e IC  per gli anticorpi indicati contro WA-1 e le mutazioni previste con l'analisi50 80



13/8/2021 Ultrapotent antibodies against diverse and highly transmissible SARS-CoV-2 variants - Modalità Reader

chrome-distiller://6c95ee96-3e29-4122-ad8d-59e803adc897_39b8fbcf174038e4c52378db53a730f2adf2c4bafe79c3fe7f7e48610963dc2e/?title=Anticorpi+ultr… 18/78

Generazione e test di mutazioni di fuga

Per esplorare i residui di contatto critici e i meccanismi di fuga che

potrebbero essere generati durante il corso dell'infezione, abbiamo

applicato la pressione di selezione dell'anticorpo al virus della

stomatite vescicolare competente per la replicazione (rcVSV) che

esprime il picco WA-1 SARS-CoV-2 (rcVSV-SARS2) ( 32 ) per

identi�care mutazioni spike che conferiscono resistenza in vitro

contro A23-58.1, B1-182.1, A19-46.1 o A19-61.1 (�g. S8). rcVSV-

SARS2 è stato incubato con concentrazioni crescenti di anticorpo e le

colture dalla più alta concentrazione di anticorpo con >20% di effetto

citopatico (CPE), rispetto all'assenza di controllo dell'infezione, sono

state portate avanti in un secondo round di selezione per guidare la

resistenza (�g. S8) ( 26). Un passaggio a concentrazioni di anticorpi

più elevate necessarie per la neutralizzazione indica la presenza di

virus resistenti. Per ottenere informazioni sulle mutazioni degli spike

che guidano la resistenza, abbiamo eseguito il sequenziamento del

fucile a pompa basato su Illumina (�g. S8). Le varianti presenti con

una frequenza >5% e in aumento dal round 1 al round 2 sono stati

considerati virus resistenti selezionati positivamente. Per A19-46,1,

sono state generate mutazioni di fuga in quattro siti: Y449S

(frequenza 15%), N450S (frequenza 16%), N450Y (frequenza 14%),

L452R (frequenza 83%) e F490V (frequenza 58%) ( Fig. .6A e �g.S8). Il

più dominante, L452R, è coerente con la precedente scoperta che

B.1.427, B.1.429, B.1.617.1 e B.1.617.2 erano resistenti ad A19-46,1 (

Fig. 2e �g. S3). Sebbene F490L riducesse gravemente la

neutralizzazione di A19-46,1 (IC  > 10.000 ng/ml), l'effetto di F490V

strutturale ( Fig. 3 ) o osservate con l'analisi di fuga ( Fig. 6A). Gli intervalli sono
indicati con bianco (>10.000 ng/ml), azzurro (>1000 e 10.000 ng/ml), giallo (> 100
e 1000 ng/ml), arancione (> 50 e 100 ng/ml), rosso (da >10 a 50 ng/ml) e
marrone (da >1 a 10 ng/ml). ( D ) Ricostruzione 3D con colorazione negativa del
complesso ternario della punta con Fab B1-182.1 e (a sinistra) A19-46,1 o (a
destra) A19-61.1. ( E ) rcVSV SARS-CoV-2 è stato incubato con concentrazioni
crescenti (1,3 × 10 a 50 μg/ml) di anticorpi singoli (A19-46.1, A19-61.1 e B1-
182.1) e combinazioni di anticorpi (B1-182.1/A19-46,1 e B1-182.1/A19-61.1).
Ogni 3 giorni, i pozzetti sono stati valutati per il CPE e il pozzetto con la
concentrazione più alta con >20% di CPE è stato trasferito su cellule fresche e
terreni contenenti anticorpi. Viene mostrata la concentrazione massima con
>20% CPE per ciascuna delle condizioni di prova in ogni round di selezione. Una
volta raggiunti i 50 μg/ml, il virus non veniva più trasmesso.

–4

50
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era minimo, suggerendo che F490V potrebbe richiedere ulteriori

mutazioni a�nché si veri�casse la fuga ( Fig. 6, da A a C ). Poiché

Y449, N450 e L452 sono immediatamente adiacenti a S494, abbiamo

testato se S494R interromperebbe anche il legame e la

neutralizzazione ( Fig. 6, da A a C e �g. S9) e abbiamo scoperto che

questa mutazione media la fuga di neutralizzazione. Ciascuna delle

posizioni dei residui identi�cate è stata confermata attraverso il

legame e/o la neutralizzazione e dovrebbe essere accessibile quando

RBD è in posizione su o giù (�g. S9), e molti sono condivisi da

anticorpi RBD di classe II ( 18 , 33 ) e REGN10933 ( 25, 34 ).

Tre residui sono stati selezionati positivamente in presenza di A19-

61.1: K444E / T (frequenza 7-93%), G446V (frequenza 24%), e G593R

(frequenza 19%) ( Fig. 6A ). Non c'era sovrapposizione con quelli

selezionati da A19-46.1. G593R si trova al di fuori del dominio RBD

(�g. S9), non ha in�uenzato la neutralizzazione e può quindi

rappresentare un falso positivo. La variazione di frequenza più elevata

era K444E, che rappresentava dal 57 al 93% delle sequenze in

esperimenti replicati ( Fig. 6A ). Questo residuo è fondamentale per il

legame degli anticorpi RBD di classe III come REGN10987 ( 18 , 25 ,

26 , 34). A causa della vicinanza di S494 a K444 e G446, S494R è

stato testato per il potenziale di fuga e ha dimostrato di mediare la

fuga dalla neutralizzazione di A19-61,1. Questi risultati sono coerenti

con A19-61.1 che ha come bersaglio un epitopo distinto da

REGN10987 e altri anticorpi RBD di classe III.

Per A23-58,1 è stata selezionata positivamente una singola

mutazione F486S (frequenza dal 91 al 98%). Allo stesso modo, la

fuga di B1-182,1 è stata mediata da F486L (frequenza 21%), N487D

(frequenza 100%) e Q493R (frequenza 45%). Q493R ha avuto un

impatto minimo sul legame e non è stato riscontrato alcun effetto

sulla neutralizzazione ( Fig. 6, B e C ). Tuttavia, F486, N487 e Y489

erano tutti in accordo con l'analisi strutturale precedente ( Figg. 3D , 5

e 6 e Fig. S9). F486 si trova sulla punta dell'uncino RBD e contatta

l'interfaccia di legame nel cratere dell'anticorpo dove le catene laterali

aromatiche formano prevalentemente l'interfaccia uncino e cratere (

Fig. 3D). Pertanto, la perdita di attività può avvenire attraverso la

sostituzione di un residuo aromatico idrofobo (fenilalanina) con una

piccola catena laterale polare (serina) ( Fig. 3D ).
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Potenziale rischio di fuga e mitigazione

Per sondare la rilevanza delle varianti di resistenza derivate in vitro

rispetto alla potenziale resistenza clinica, abbiamo studiato la

frequenza relativa delle varianti contenenti mutazioni di fuga presenti

nel database delle sequenze GISAID utilizzando la pipeline di analisi

del genoma virale COVID-19 ( https://cov.lanl. gov ) ( 22) in cui, al 7

maggio 2021, vi erano 1.062.910 iscrizioni. Dei residui rilevati per

mediare la fuga o la resistenza ad A19-46,1 (Y449S, N450S/Y, L452R,

F490L/V e S494R), solo F490L (0,02%) e L452R (2,27%) erano

presenti in misura maggiore dello 0,01%. Per le mutazioni di fuga A19-

61,1 (K444E, G446V e S494R), nel database è stato rilevato solo

G446V >0,01% (0,03%). In�ne, per A23-58,1 e B1-182.1, i residui

ancestrali di WA-1 F486, N487 e Y489 erano presenti in >99,96% delle

sequenze e solo F486L è stato rilevato nel database a >0,01% (0,03%).

Sebbene la relativa mancanza di mutazioni di fuga A19-61.1, A23-58.1

e B1-182.1 nei virus circolanti potrebbe ri�ettere sia il

sottocampionamento o l'assenza di pressione selettiva, può anche

suggerire che le mutazioni derivate in vitro possono esigere

un'idoneità costo sul virus

Il sequenziamento del genoma virale ha suggerito che oltre alla

diffusione attraverso la trasmissione, potrebbe veri�carsi una

selezione convergente di mutazioni de novo ( 6 – 9 , 13 , 22 , 35 ).

Pertanto, approcci anticorpali terapeutici e�caci potrebbero

richiedere nuovi anticorpi o combinazioni di anticorpi per mitigare

l'impatto delle mutazioni. Sulla base delle loro modalità

complementari di riconoscimento dei picchi e dell'ampiezza

dell'attività neutralizzante, la combinazione di B1-182,1 con A19-46,1

o A19-61,1 può ridurre la velocità di acquisizione della resistenza in

vitro rispetto a ciascun anticorpo da solo. Coerentemente con i dati

della concorrenza ( Fig. 1F), le ricostruzioni EM 3D con colorazione

negativa mostrano che i Fab in entrambe le combinazioni erano in

grado di impegnare contemporaneamente lo spike con gli RBD nella

posizione in alto ( Fig. 6D ). Il legame è stato osservato per un

massimo di tre Fab di B1-182.1 e tre Fab di A19-46,1 o A19-61,1 per

picco nelle particelle osservate ( Fig. 6D ), indicando che gli epitopi di

A19-46,1 e A19-61,1 sul picco sono accessibili in entrambe le

posizioni RBD su e giù ( Figg. 1H e 6D ). L'assenza di classi RBD-down

osservate suggerisce la possibilità che la combinazione induca una



13/8/2021 Ultrapotent antibodies against diverse and highly transmissible SARS-CoV-2 variants - Modalità Reader

chrome-distiller://6c95ee96-3e29-4122-ad8d-59e803adc897_39b8fbcf174038e4c52378db53a730f2adf2c4bafe79c3fe7f7e48610963dc2e/?title=Anticorpi+ultr… 21/78

modalità preferita di coinvolgimento RBD-up (RBD up contro RBD

down) a causa del requisito di B1-182.1 o A23-58.1 per il legame RBD-

up.

Successivamente, abbiamo valutato la capacità di singoli anticorpi o

combinazioni di prevenire la comparsa dell'effetto citopatico indotto

da rcVSV SARS-CoV-2 (CPE) attraverso più cicli di passaggio in

presenza di concentrazioni crescenti di anticorpi. In ogni round, il

pozzetto con la più alta concentrazione di anticorpi con almeno il 20%

di CPE è stato riportato al round successivo. Abbiamo scoperto che i

pozzetti con trattamento con anticorpo singolo A19-61,1 o A785.46.1

hanno raggiunto la soglia CPE del 20% nel loro pozzetto da 50 μg/ml

dopo tre cicli di selezione ( Fig. 6E ). Allo stesso modo, il trattamento

con anticorpo singolo B1-182.1 ha raggiunto >20% CPE nei pozzetti

da 50 μg/ml dopo quattro cicli ( Fig. 6E). Al contrario, per entrambi i

trattamenti doppi (B1-182.1/A19-46,1 o B1-182.1/A19-61.1), la soglia

CPE del 20% è stata raggiunta a una concentrazione di soli 0,08 μg/ml

e non è progredita a concentrazioni più elevate, nonostante cinque giri

di passaggio ( Fig. 6E ). Pertanto, le combinazioni possono ridurre il

rischio che una variante naturale porti alla completa perdita

dell'attività neutralizzante e suggeriscono un percorso da seguire per

questi anticorpi come terapie combinate.

Discussione

Worldwide sequenziamento genomico ha rivelato la presenza di

SARS-CoV-2 varianti che aumentano trasmissibilità e ridurre la

potenza di vaccino-indotta e anticorpi terapeutici ( 10 - 16 ).

Recentemente, c'è stata una sostanziale preoccupazione che le

risposte anticorpali all'infezione naturale e alla vaccinazione mediante

l'uso di sequenze di spike ancestrali possano portare a risposte

focalizzate prive di potenza contro le mutazioni presenti nelle varianti

più recenti (come K417N, L452R, T478K, E484K/Q, N501Y in B.1.351,

B.1.617.1 e B.1.617.2) ( 12 – 16 ). Inoltre, la neutralizzazione dei virus

P.1 può essere ottenuta utilizzando sieri ottenuti da soggetti infettati

da B.1.351 ( 36), suggerendo che gli epitopi condivisi in RBD (K417N,

E484K e N501Y) stanno mediando la cross-reattività. Sebbene il

meccanismo della cross-reattività B.1.351 e P.1 sia probabilmente

focalizzato sulle tre mutazioni RBD, il meccanismo delle risposte

anticorpali ampiamente neutralizzanti tra WA-1 e le varianti
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successive non è altrettanto ben stabilito. Come primo passo per

affrontare il rischio di una ridotta potenza anticorpale contro nuove

varianti, abbiamo isolato e de�nito nuovi anticorpi con un'ampiezza di

neutralizzazione che copre le nuove varianti SARS-CoV-2, comprese le

varianti altamente trasmissibili B.1.1.7, B.1.351, e B.1.617.2.

L'aumento della potenza e dell'ampiezza sono stati mediati dal

legame alle regioni della punta del RBD che sono sfalsate da

E484K/Q, L452R e altri hot spot mutazionali che sono i principali

determinanti della resistenza nei VOC ( 10 – 16).

I nostri risultati mostrano che anticorpi neutralizzanti altamente

potenti con attività contro i VOC erano presenti in almeno tre dei

quattro soggetti convalescenti che erano stati infettati con varianti

ancestrali di SARS-CoV-2 ( Figg. 1 e 2 e Figg. S3 e S10). Inoltre, le

nostre analisi strutturali, la relativa scarsità di potenziali varianti di

fuga nel database del genoma GSAID, l'identi�cazione di clonotipi

pubblici ( 27 , 28), e ogni soggetto con malattia da lieve a moderata

suggeriscono tutti che questi anticorpi sono stati generati in soggetti

che hanno controllato rapidamente la loro infezione e che non era

probabile che fossero stati generati a causa della generazione di una

mutazione di fuga E484 nel corso della malattia. Presi insieme, questi

dati stabiliscono il razionale per un regime di potenziamento del

vaccino che può essere utilizzato per indurre selettivamente risposte

immunitarie che aumentano l'ampiezza e la potenza degli anticorpi

che prendono di mira speci�che regioni RBD della glicoproteina spike

(come il supersito VH1-58). Poiché sia   l'analisi della sequenza

variante che gli esperimenti in vitro sul tempo di fuga suggeriscono

che le combinazioni di questi anticorpi possono avere un rischio

inferiore di perdita di attività neutralizzante,

Materiali e metodiIsolamento di PBMC da soggetti SARS CoV-

2Campioni di sieri umani convalescenti sono stati ottenuti da 25 a 55

giorni dopo l'insorgenza dei sintomi da adulti con precedente

infezione da SARS-CoV-2 da lieve a moderata. I campioni sono stati

raccolti dopo che i soggetti hanno fornito il consenso informato

scritto in base ai protocolli approvati dal comitato di revisione

istituzionale presso il National Institutes of Health Clinical Center

(NCT00067054) e l'Università di Washington (Seattle) (studio

ospedalizzato o ambulatoriale su adulti con infezione virale
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respiratoria [HAARVI]). Il sangue intero è stato raccolto in provette

vacutainer, che sono state capovolte delicatamente per rimescolarle

prima della centrifugazione in gradiente di densità Ficoll-Hypaque

standard (Pharmacia; Uppsala, Svezia) per isolare le cellule

mononucleate del sangue periferico (PBMC). Le PBMC sono state

congelate in siero fetale di vitello inattivato al calore contenente il

10% di dimetilsolfossido in un congelatore cellulare Forma CryoMed

(Marietta, OH).Espressione e puri�cazione delle proteinePer

l'espressione della proteina solubile SARS CoV-2 S-2P, sono state

seguite le istruzioni del produttore. In breve, il plasmide è stato

trasfettato utilizzando Expifectamine in cellule Expi293 (Life

Technology, #A14635, A14527) e le colture sono state migliorate 16-

24 ore dopo la trasfezione. Dopo 4-5 giorni di incubazione a 120 rpm,

37°C, 9% CO2, il surnatante è stato raccolto, chiari�cato tramite

centrifugazione e il tampone è stato scambiato in 1X PBS. Le proteine

  di interesse sono state quindi isolate mediante cromatogra�a di

a�nità utilizzando la resina Streptactin (scienze della vita) seguita da

cromatogra�a di esclusione dimensionale su una colonna Superose 6

con incremento 10/300 (GE Healthcare).

L'espressione e la puri�cazione di S-2P, NTD, RBD-SD1 e Hexapro

biotinilati utilizzati nei saggi di legame sono stati prodotti mediante

un metodo di biotinilazione in colonna come descritto in precedenza (

5). Utilizzo di SARS-Cov2 S a lunghezza intera e vettore clone umano

ACE2 cDNA ORF (Sino Biological, Inc) come modello per generare

proteine   dimero S1 o ACE2. Il frammento S1 PCR (1~681aa) è stato

digerito con Xbal e BamHI e clonato nel VRC8400 con tag HRV3C-his

(6X) o Avi-HRV3C-his (6X) sul terminale C. Il frammento ACE2 PCR

(1~740aa) è stato digerito con Xbal e BamHI e clonato nel VRC8400

con il tag Avi-HRV3C-single chain-human Fc-his (6x) sul C-terminale.

Tutti i costrutti sono stati confermati mediante sequenziamento. Le

proteine   sono state espresse nelle cellule Expi293 mediante

trasfezione con vettori di espressione che codi�cano per geni

corrispondenti. Le cellule trasfettate sono state coltivate in un

agitatore incubatore a 120 rpm, 37°C, 9% CO2 per 4-5 giorni. I

surnatanti di coltura sono stati raccolti e �ltrati e le proteine   sono

state puri�cate attraverso una resina Hispur Ni-NTA (Thermo

Scienti�c, #88221) e seguendo una colonna Hiload 16/600 Superdex

200 (GE Healthcare, Piscataway NJ) secondo le istruzioni del
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produttore. La purezza della proteina è stata confermata con

l'elettroforesi su gel di poliacrilammide SDS (SDS-PAGE).

coniugazione della sonda

SARS CoV-2 Spike trimer (S-2P) e sottodomini (NTD, RBD-SD1, S1)

sono stati prodotti mediante trasfezione transitoria di 293 cellule

Freestyle come descritto in precedenza ( 4 ). S1 etichettato con Avi è

stato biotinilato utilizzando il kit di reazione della ligasi biotina-

proteina BirA (Avidity, #BirA500) secondo le istruzioni del produttore.

Le proteine   S-2P, RBD-SD1 e NTD sono state prodotte mediante un

metodo di biotinilazione in colonna come descritto in precedenza ( 5).

Il successo della biotinilazione è stato confermato utilizzando

l'interferometria a strati biologici, testando la capacità della proteina

biotinilata di legarsi ai sensori della streptavidina. La ritenzione

dell'antigenicità è stata confermata testando proteine   biotinilate

contro un pannello di anticorpi monoclonali umani SARS-CoV e SARS

CoV-2 cross-reattivi. Le sonde biotinilate sono state coniugate

utilizzando allo�cocianina (APC)-, Ax647-, BV421-, BV786-, BV711- o

streptavidina marcata con BV570. Le reazioni sono state preparate

con un rapporto molecolare di 4:1 tra proteina biotinilata e

streptavidina, con ogni monomero marcato. La streptavidina marcata

è stata aggiunta con incrementi di e al buio a 4°C (ruotando) per 20

minuti tra ogni aggiunta. I titoli ottimali sono stati determinati

utilizzando splenociti di topi immunizzati e convalidati con PBMC

umano convalescente SARS CoV-2.

Isolamento e sequenziamento di anticorpi mediante selezione di

singole cellule B

I PBMC umani crioconservati di quattro donatori convalescenti

COVID-19 sono stati scongelati e colorati con il kit Live/DEAD Fixable

Aqua Dead Cell Stain (cat# L34957, ThermoFisher). Dopo il lavaggio,

le cellule sono state colorate con un cocktail di anticorpi anti-umani,

tra cui CD3 (cat # 317332, Biolegend), CD8 (cat # 301048, Biolegend),

CD56 (cat # 318340, Biolegend), CD14 (cat # 301842, Biolegend). ),

CD19 (cat # IM2708U, Beckman Coulter), CD20 (cat # 302314,

Biolegend), IgG (cat # 555786, BD Biosciences), IgA (cat # 130-114-

001, Miltenyi), IgM (cat # 561285, BD Biosciences) e

successivamente colorate con sonde SARS-CoV-2 S-2P (APC o

Ax647), S1 (BV786 o BV570), RBD-SD1 (BV421) e NTD (BV711 o
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BV421) marcate con �uorescenza. Cellule B di memoria antigene-

speci�che (CD3-CD19  CD20  IgG  o IgA  e S-2P  e/o RBD+ per i

soggetti donatori A19, A20 e A23, S-2P  e/o NTD  per il soggetto

donatore B1) sono stati ordinati utilizzando un FACSymphony S6 (BD

Sciences) in Buffer TCL (Qiagen ) con 1% di 2-mercaptoetanolo

(ThermoFisher Scienti�c). Gli acidi nucleici sono stati puri�cati

utilizzando sfere magnetiche RNAClean (Beckman Coulter) seguite da

trascrizione inversa utilizzando oligo-dT collegato a una sequenza di

adattatori personalizzati e commutazione del modello utilizzando

SMARTScribe RT (Takara). L'ampli�cazione PCR è stata effettuata

utilizzando SeqAmp DNA Polymerase (Takara). Una porzione del

cDNA ampli�cato è stata arricchita per le sequenze del recettore delle

cellule B utilizzando primer diretti complementari all'oligo dello switch

del modello e primer inversi contro IgA

(GAGGCTCAGCGGGAAGACTTGGGGCTGGTCGG) IgG, Igκ e Igλ (37 )

regioni costanti. I prodotti arricchiti sono stati trasformati in librerie di

sequenziamento pronte per Illumina utilizzando il Nextera XT DNA

Library Kit with Unique Dual Indexes (Illumina). Le librerie pronte per

Illumina sono state sequenziate mediante letture MiSeq di �ne ciclo

150 accoppiate. Le letture risultanti sono state demultiplexate

utilizzando uno script interno e le sequenze V(D)J sono state

assemblate utilizzando BALDR in modalità non �ltrata ( 38 ). Gli

assembly poveri o incompleti o quelli con supporto di lettura basso

sono stati rimossi e i contigs �ltrati sono stati riannotati con SONAR

v4.2 in modalità a cella singola ( 39 ). Un sottoinsieme degli anticorpi

�nali è stato selezionato manualmente per la sintesi in base a

molteplici considerazioni, tra cui l'utilizzo del gene, i livelli di SHM, la

lunghezza del CDRH3, i riarrangiamenti convergenti e la speci�cità

implicita nella citometria a �usso.

Sintesi, clonazione ed espressione di anticorpi monoclonali

Le sequenze sono state selezionate per la sintesi per campionare

lignaggi clonali espansi all'interno del nostro set di dati e

riarrangiamenti convergenti sia tra i donatori nella nostra coorte che

rispetto alla letteratura pubblica. Inoltre, abbiamo sintetizzato una

varietà di sequenze progettate per essere rappresentative dell'intero

set di dati lungo diverse dimensioni, incluso l'epitopo apparente

basato sui dati di �usso; utilizzo del gene V; livelli di SHM; lunghezza

CDRH3; e isotipo. Le sequenze di catene pesanti variabili sono state

+ + + + +

+ +
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ottimizzate per il codone umano, sintetizzate e clonate in un vettore

IgG1 basato su VRC8400 (vettore di espressione CMV/R) contenente

un sito di proteasi HRV3C ( 40 ) come descritto in precedenza ( 36).

Allo stesso modo, le sequenze variabili della catena leggera lambda e

kappa sono state ottimizzate per il codone umano, sintetizzate e

clonate in vettori di espressione della catena lambda o kappa basati

su CMV/R, a seconda dei casi (Genscript). Sono stati utilizzati vettori

anticorpali precedentemente pubblicati per LY-COV555(18) e mAb114

( 41 ). Gli anticorpi: REGN10933 è stato prodotto da sequenze

pubblicate ( 25 ) e gentilmente fornite da Devin Sok di Scripps. Per gli

anticorpi in cui i vettori non erano disponibili (ad es. S309, CB6), le

sequenze di amminoacidi pubblicate sono state utilizzate per la

sintesi e la clonazione nei corrispondenti vettori pVRC8400 ( 42 , 43).

Per l'espressione anticorpale, quantità uguali di DNA plasmidico di

catena pesante e leggera sono state trasfettate in cellule Expi293

(Life Technology) utilizzando il reagente di trasfezione Expi293 (Life

Technology). Le cellule trasfettate sono state coltivate in un agitatore

incubatore a 120 rpm, 37°C, 9% CO2 per 4-5 giorni. I surnatanti della

coltura sono stati raccolti e �ltrati, gli mAb sono stati puri�cati su

colonne Protein A (GE Health Science). Ciascun anticorpo è stato

eluito con tampone di eluizione IgG (Pierce) e immediatamente

neutralizzato con un decimo volume di 1M Tris-HCL pH 8,0. Gli

anticorpi sono stati quindi scambiati almeno due volte il tampone in

PBS mediante dialisi.

Descrizione del metodo ELISAIl test viene eseguito utilizzando il

metodo automatizzato di analisi immunoassorbente legato all'enzima

(ELISA) come descritto in VRC-VIP SOP 5500 Automated ELISA on

Integrated Automation System. La quanti�cazione delle

concentrazioni di IgG nel siero/plasma viene eseguita con una

piattaforma di automazione basata su Beckman Biomek. SARS-CoV-2

S-2P (VRC-SARS-CoV-2 S-2P (15-1208)-3C-His8-Strep2x2) e RBD

(Ragon-SARS-CoV-2 S-RBD (319-529) -His8-SBP) Gli antigeni vengono

rivestiti su piastre a fondo piatto Immulon 4HBX durante la notte per

16 ore a 4°C ad una concentrazione di 2 μg/ml e 4 μg/ml,

rispettivamente. Le proteine   sono state prodotte e generosamente

fornite dal Dr. Dominic Esposito (Frederick National Laboratory for

Cancer Research, NCI). Le concentrazioni dell'antigene sono state

de�nite durante lo sviluppo del dosaggio e la titolazione del lotto
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dell'antigene. Le piastre vengono lavate e bloccate (3% latte TPBS)

per 1 ora a temperatura ambiente. Duplicate diluizioni seriali

quadruple che coprono l'intervallo da 1:100 a 1:1638400 (serie di 8

diluizioni) del campione di prova (diluito in 1% di latte in TPBS)

vengono incubate a temperatura ambiente per 2 ore seguite da

perossidasi di rafano - etichettato rilevamento di anticorpi anti-umani

di capra (1 ora a temperatura ambiente) (catalogo Thermo Fisher n.

A1881) e aggiunta di substrato TMB (15 minuti a temperatura

ambiente; catalogo DAKO n. S1599). Lo sviluppo del colore viene

interrotto mediante l'aggiunta di acido solforico e le piastre vengono

lette entro 30 minuti a 450 nm e 650 nm tramite il lettore di piastre

Paradigm di dispositivi molecolari. Ogni piastra contiene un controllo

negativo (diluente del dosaggio), un controllo positivo (anticorpo

monoclonale S-652-112 speci�co per SARS-CoV-2 S2 addizionato a

NHS e/o un pool di sieri convalescenti COVID-19) e lotti di 5 campioni

eseguiti in duplicati. Tutti i controlli sono trend nel tempo.La diluizione

del titolo dell'endpoint dai dati OD grezzi viene interpolata utilizzando

la DO di fondo della piastra + 10 STDEV mediante un adattamento

asimmetrico della curva sigmoidale 5-pl del campione di prova. Nel

raro caso in cui la curva sigmoidale asimmetrica 5-pl non sia riuscita

a interpolare il titolo dell'endpoint, per l'analisi viene utilizzata una

curva sigmoidale 4-pl. L'area sotto la curva (AUC) viene calcolata con

la linea di base ancorata allo sfondo della piastra OD + 10 STDEV.

L'analisi dei dati viene eseguita utilizzando Microsoft Excel e

GraphPad Prism versione 8.0.Assegnazione del principale

determinante di legame utilizzando il saggio di legame MSD

Le piastre rivestite di streptavidina a 384 pozzetti MSD (MSD, cat#

L21SA) sono state bloccate con MSD 5% Blocker A soluzione (MSD,

cat# R93AA), utilizzando 35 ul per pozzetto. Queste piastre sono state

quindi incubate per 30-60 minuti a temperatura ambiente. Le piastre

sono state lavate con 1x tampone fosfato salino + 0,05% Tween 20

(PBST) su un sistema di lavaggio automatico per micropiastre Biotek

405TS. Sono stati utilizzati cinque antigeni di cattura SARS CoV-2. Gli

antigeni di cattura consistevano in S1, S-2P, S6P (Hexapro), RBD e

NTD prodotti da VRC. Tutti gli antigeni sono stati biotinilati del tag AVI

utilizzando la biotinilazione speci�ca del tag AVI BirA (Avidity, cat #

BirA500) seguendo le istruzioni del produttore eccetto S1. Per S1, è

stato utilizzato un kit di etichettatura delle proteine   Mini-Biotin-XX
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Invitrogen FluoReporter (Thermo Fisher, cat # F6347) per ottenere la

biotinilazione casuale. Le soluzioni di rivestimento dell'antigene sono

state preparate per S1, S-2P, S6P, RBD, e NTD a concentrazioni

ottimizzate di 0,5, 0,25, 1, 0,5 e 0,25 ug/ml, rispettivamente. Queste

soluzioni sono state quindi aggiunte alle piastre MSD da 384 pozzetti,

utilizzando 10 μl per pozzetto. Ciascun set completo di antigeni è

destinato a testare una piastra di anticorpi monoclonali SARS CoV-2

sperimentali (mAbs) a una diluizione. Una volta aggiunte le soluzioni

di antigene di cattura, le piastre sono state incubate per 1 ora a

temperatura ambiente su un agitatore vibrazionale per piastre

Heidolph Titramax 1000 (Heidolph, parte # 544-12200-00) a 1000

rpm. Durante questo periodo, sono state preparate piastre

sperimentali di diluizione mAb per SARS CoV-2. Utilizzando questa

piastra iniziale, sono state create 3 piastre di diluizione con fattori di

diluizione di 1:100, 1:1000 e 1:10000. Le diluizioni sono state eseguite

nel diluente del test all'1% (soluzione MSD 5% Blocker A diluita 1:5 in

PBST). Controllo positivo mAbs S652-109 (speci�co SARS Cov-2

RBD) e S652-112 (SARS CoV-2 S1, S-2P, S6P e speci�co per NTD) e il

controllo negativo mAb VRC01 (anti-HIV) sono stati aggiunti a tutte le

piastre di diluizione a una concentrazione uniforme di 0,05 μg/ml. Una

volta preparate le piastre di diluizione mAb, le piastre MSD a 384

pozzetti sono state lavate come sopra. Il contenuto di ciascuna

piastra di diluizione da 96 pozzetti è stato aggiunto alle piastre MSD

da 384 pozzetti, utilizzando 10 μl per pozzetto. Le piastre MSD da 384

pozzetti sono state quindi incubate per 1 ora a temperatura ambiente

su un agitatore vibrazionale per piastre a 1000 rpm. Le piastre MSD

da 384 pozzetti sono state lavate come sopra e la soluzione di

anticorpo di rilevamento secondario antiumano di capra marcato con

MSD Sulfo-Tag (MSD, cat# R32AJ) è stata aggiunta alle piastre a una

concentrazione di 0,5 ug/ml, utilizzando 10 μl per pozzetto. Le piastre

sono state nuovamente incubate per 1 ora a temperatura ambiente su

un agitatore vibrazionale per piastre a 1000 rpm. MSD 1x Read Buffer

T (MSD, cat# R92TC) è stato aggiunto alle piastre MSD da 384

pozzetti, utilizzando 35 μl per pozzetto. Le piastre MSD da 384

pozzetti sono state quindi lette utilizzando l'imager MSD Sector S

600. L'epitopo di legame lordo degli anticorpi S-2P o Hexapro positivi

è stato assegnato ai seguenti gruppi: RBD (cioè RBD  o RBD  /S1 

AND NTD  ), NTD (cioè, NTD  o NTD  /S1  e RBD  ), S2 (cioè, S1  ,

+ + +

– + + + – –
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RBD  e NTD  ) o indeterminato (cioè, misto positivo) . Gli anticorpi

privi di legame con nessuno degli antigeni sono stati assegnati al

gruppo "nessun legame".

Costrutti S a tutta lunghezza

I cDNA che codi�cano S a lunghezza intera da SARS CoV-2 (GenBank

ID: QHD43416.1) sono stati sintetizzati, clonati nel vettore di

espressione di mammifero VRC8400 ( 42 , 43) e confermato dal

sequenziamento. S contenente il cambiamento dell'amminoacido

D614G è stato generato utilizzando la sequenza wt S. Altre varianti

contenenti modi�che aa singole o multiple nel gene S da S wt o

D614G sono state realizzate mediante mutagenesi utilizzando

QuickChange lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (cat #

210515, Agilent). Le varianti S, N439K, Y453F, A222V, E484K, K417N,

S477N, N501Y, delH69/V70, N501Y-delH69/V70, N501Y-E484K-

K417N, B.1.1.7 (H69del-V70del-Y144del-N501Y-A P681H-T716I-

S982A-D1118H), B.1.351.v1 (L18F-D80A-D215G-(L242-244)del-R246I-

K417N-E484K-N501Y-A701V), B.1.351.v2 (L18F-D80A-D215G -(L242-

244)del-K417N-E484K-N501Y-A701V), B.1.427 (L452R-D614G),

B.1.429 (S13I-W152C-L452R-D614G), B.1.526.v2 (L5F-T95I-D253G -

E484K-D614G-A701V), P.1.v1 (L18F-T20N-P26S-D138Y-R190S-K417T-

E484K-N501Y-D614G-H655Y-T1027I), P.1. v2 (L18F-T20N-P26S-

D138Y-R190S-K417T-E484K-N501Y-D614G-H655Y-T1027I-V7116F),

P.2 (E484K-D614G-V7116F), B.1.617.1 (T95I-G412D-E154K- L452R-

E484Q-D614G-P681R-Q1071H), B.1.617.2 (T19R-G142D-del156-157-

R158G-L452R-T478K-D614G-P681R-D950N) e mutazioni di fuga

anticorpale, F486S, K444E, Y449S, N450S F490V sono stati generati

sulla base di S D614G mentre le mutazioni dei residui di contatto con

l'anticorpo, F456R, A475R, T478I, F486R, Y489R, N487R, L452R,

F490L, Q493R, S494R su S wt. Questi plasmidi S a lunghezza intera

sono stati utilizzati per la produzione di pseudovirus e per i saggi di

legame alla super�cie cellulare. N450S e F490V sono stati generati

sulla base di S D614G mentre le mutazioni dei residui di contatto

dell'anticorpo, F456R, A475R, T478I, F486R, Y489R, N487R, L452R,

F490L, Q493R, S494R su S wt. Questi plasmidi S a lunghezza intera

sono stati utilizzati per la produzione di pseudovirus e per i saggi di

legame alla super�cie cellulare. N450S e F490V sono stati generati

sulla base di S D614G mentre le mutazioni dei residui di contatto

dell'anticorpo, F456R, A475R, T478I, F486R, Y489R, N487R, L452R,

– –
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F490L, Q493R, S494R su S wt. Questi plasmidi S a lunghezza intera

sono stati utilizzati per la produzione di pseudovirus e per i saggi di

legame alla super�cie cellulare.

Saggio di neutralizzazione dello pseudovirus

Gli pseudovirioni lentivirali contenenti S sono stati prodotti mediante

co-trasfezione del plasmide di confezionamento pCMVdR8.2,

trasduzione del plasmide pHR' CMV-Luc, un plasmide TMPRSS2 e

plasmidi S da varianti di SARS CoV-2 in cellule 293T (ATCC)

utilizzando il reagente di trasfezione Fugene 6 ( Promega, Madison,

WI) ( 44 – 46). Le cellule 293T-ACE2, fornite dal Dr. Michael Farzan,

sono state piastrate in Isoplate bianco/nero da 96 pozzetti

(PerkinElmer, Waltham, MA) a 5000 cellule per pozzetto il giorno

prima dell'infezione da pseudovirus SARS CoV-2. Diluizioni seriali di

mAb sono state miscelate con pseudovirus titolato, incubate per 45

minuti a 37°C e aggiunte in triplicato alle cellule 293T-ACE2. Dopo 2

ore di incubazione, i pozzetti sono stati riempiti con 150 ml di terreno

fresco. Le cellule sono state lisate 72 ore dopo e l'attività della

luciferasi è stata misurata con Microbeta (Perking Elmer). Le

percentuali di neutralizzazione e neutralizzazione IC50, IC80 sono

state calcolate utilizzando GraphPad Prism 8.0.2. I saggi di

neutralizzazione del siero sono stati eseguiti come sopra eccetto che

tutti i sieri umani avevano un input iniziale di diluizione seriale di 1:20

e la neutralizzazione è stata quanti�cata come diluizione di inibizione

50% (ID ) di ingresso del virus. Saggio di neutralizzazione dello

pseudovirus con metodo alternativo in �g. S3 utilizzava un sistema

lentivirus di prima generazione ed è stato eseguito come in Wibmer et
al . ( 12 ).

Legame alla super�cie cellulareRene embrionale umano (HEK) 293

cellule T sono state transfettate transitoriamente con plasmidi

codi�canti varianti di spike SARS CoV-2 a lunghezza intera utilizzando

lipofectamina 3000 (L3000-001, ThermoFisher) seguendo il protocollo

del produttore. Dopo 40 ore, le cellule sono state raccolte e incubate

con anticorpi monoclonali (1 μg/ml) per 30 minuti. Dopo l'incubazione

con gli anticorpi, le cellule sono state lavate e incubate con un anti-

IgG umano coniugato con allo�cocianina (709-136-149, Jackson

Immunoresearch Laboratories) per altri 30 min. Le cellule sono state

quindi lavate e �ssate con paraformaldeide all'1% (15712-S, Electron

50
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Microscopy Sciences). I campioni sono stati quindi acquisiti in un

citometro a �usso BD LSRFortessa X-50 (BD biosciences) e analizzati

utilizzando Flowjo (BD biosciences). L'intensità �uorescente media

(MFI) per il legame dell'anticorpo a S wt o D614G è stata impostata

come 100%.Saggio competitivo di associazione di mAb utilizzando la

risonanza plasmonica di super�cie

I saggi di competizione degli anticorpi monoclonali (mAb) sono stati

eseguiti su uno spettrometro di risonanza plasmonica di super�cie

Biacore 8K+ (Cytiva). L'anticorpo IgG  anti-istidina è stato

immobilizzato sul chip sensore serie S CM5 (Cytiva) utilizzando un kit

di cattura His (Cytiva), secondo le istruzioni del produttore. 1X PBS-P+

(Cytiva) è stato utilizzato per eseguire tampone e diluente, se non

diversamente indicato. 8X His-tag SARS-CoV-2 Spike proteina

contenente 2 mutazioni di stabilizzazione della prolina, K986P e

V987P, (S-2P) ( 4 ) è stata catturata sulla super�cie del sensore attivo.

mAb "concorrente" o un mAb di controllo negativo 114 ( 37 ) sono

stati prima iniettati su entrambe le super�ci attive e di riferimento,

seguiti da mAb "analita". Tra i cicli, le super�ci dei sensori sono state

rigenerate con glicina 10 mM, pH 1,5 (Cytiva).

Per l'analisi dei dati, i sensorgrammi sono stati allineati a Y (Unità di

risposta, RU) = 0, a partire dall'inizio di ogni fase di associazione mAb

nel software di valutazione Biacore 8K Insights (Cytiva). Sono stati

utilizzati punti di rapporto relativi al "rilegamento tardivo dell'analita"

sottratti dal riferimento (in UR) per determinare la concorrenza

percentuale per ciascun mAb. Il massimo legame dell'analita per

ciascun mAb è stato de�nito per la prima volta dalla variazione delle

RU durante la fase di legame dell'analita quando il controllo negativo

mAb è stato utilizzato come mAb concorrente. La percentuale di

competizione (%C) è stata calcolata utilizzando la seguente formula:

%C = 100 * {1 –[((RUs di associazione dell'analita mAb quando mAb

speci�co per S-2P viene utilizzato come concorrente) / (RU massime

di associazione dell'analita quando mAb di controllo negativo viene

utilizzato come concorrente)]}.Saggio competitivo di legame ACE2

utilizzando l'interferometria del biostratoLa competizione tra anticorpi

è stata determinata sulla base dell'interferometria del biostrato

utilizzando uno strumento fortéBio Octet HTX. I biosensori His1K

(fortéBio) sono stati equilibrati per >600 s in Blocking Buffer [1% BSA

(Sigma) + 0,01% Tween-20 (Sigma) + 0,01% sodio azide (Sigma) +

1
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PBS (Gibco), pH7.4] prima di caricando con la sua proteina S-2P

etichettata (10 μg/ml in Blocking Buffer) per 1200 secondi. Dopo il

caricamento, i sensori sono stati incubati per 420 secondi in tampone

bloccante prima dell'incubazione con mAbs concorrenti (30 mg/ml in

tampone bloccante) o ACE2 (266 nM in tampone bloccante) per 1200

secondi. I sensori sono stati quindi incubati in tampone bloccante per

30 secondi prima dell'incubazione con ACE2 (266 nM in tampone

bloccante) per 1200 secondi. La concorrenza percentuale (PC) di

mAbs ACE2 che si lega a S-2P legato alla concorrenza è stata

determinata utilizzando l'equazione:Inibizione del legame della

proteina S alla super�cie cellulare ACE2

Diluizioni seriali di mAb sono state miscelate con S trimero biotinilato

pre-titolato (S-2P), incubate per 30 minuti a temperatura ambiente e

aggiunte alle cellule BHK21 che esprimono stabilmente hACE2 sulla

super�cie cellulare. Dopo 30 minuti di incubazione in ghiaccio, le

cellule sono state lavate e incubate con una streptavidina coniugata

BV421 (cat # 563259, BD Biosciences) per altri 30 minuti. Le cellule

sono state quindi lavate e �ssate con paraformaldeide all'1% (15712-

S, Electron Microscopy Sciences). I campioni sono stati quindi

acquisiti in un citometro a �usso BD LSRFortessa X-50 (BD

biosciences) e analizzati utilizzando Flowjo (BD biosciences). L'MFI

per il legame della proteina S alla super�cie cellulare è stato

impostato come 100%. Inibizione percentuale di S legame super�cie

cellulare ACE2 da mAb IgG e metà-massimale concentrazione

e�cace (CE proteina  ) sono state calcolate usando GraphPad

Prism 8.0.2.

Saggio di neutralizzazione del virus vivo

Il virus SARS CoV-2 a lunghezza intera basato sul ceppo Seattle

Washington è stato progettato per esprimere la nanoluciferasi (nLuc)

ed è stato recuperato tramite genetica inversa e descritto in

precedenza (17). I titoli virali sono stati misurati in cellule Vero E6

USAMRIID, come de�nito da unità formanti placca (PFU) per ml, in un

formato di piastra a 6 pozzetti in replicati biologici quadruplicati per la

precisione. Per il saggio di neutralizzazione a 96 pozzetti, le cellule

Vero E6 USAMRID sono state piastrate a 20.000 cellule per pozzetto il

giorno prima in piastre con fondo nero trasparente. Le cellule sono

state ispezionate per garantire la con�uenza il giorno del dosaggio.

Gli mAb diluiti in serie sono stati miscelati in uguale volume con il

50
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virus diluito. Le miscele di anticorpi-virus e solo virus sono state

quindi incubate a 37°C con 5% CO per un'ora. Dopo l'incubazione,

mAb diluiti in serie e controlli di solo virus sono stati aggiunti in

duplicato alle cellule a 75 PFU a 37°C con 5% di CO  . Dopo 24 ore, le

cellule sono state lisate e l'attività della luciferasi è stata misurata

tramite il Nano-Glo Luciferase Assay System (Promega) secondo le

speci�che del produttore. La luminescenza è stata misurata da un

lettore di piastre Spectramax M3 (Molecular Devices, San Jose, CA). I

titoli di neutralizzazione del virus sono stati de�niti come la diluizione

del campione alla quale è stata osservata una riduzione del 50% di

RLU rispetto alla media dei pozzetti di controllo del virus.

I test di neutralizzazione dei virus vivi descritti sopra sono stati

eseguiti con procedure operative standard approvate per SARS CoV-2

in una struttura di livello di biosicurezza 3 (BSL-3) conforme ai

requisiti raccomandati nei laboratori microbiologici e biomedici, dal

Dipartimento della salute e del servizio umano degli Stati Uniti, il

Servizio sanitario pubblico degli Stati Uniti, il Centro statunitense per il

controllo e la prevenzione delle malattie (CDC) e il National Institutes

of Health (NIH).Produzione di frammenti Fab da anticorpi

monoclonaliPer generare mAb-Fab, le IgG sono state incubate con

HRV3C proteasi (EMD Millipore) in un rapporto di 100 unità per 10 mg

di IgG con HRV 3C Protease Cleavage Buffer (150 mM NaCl, 50 mM

Tris-HCl, pH 7,5) a 4°C durante la notte. Il Fab è stato puri�cato

raccogliendo il �usso dalla colonna Protein A (GE Health Science) e la

purezza del Fab è stata confermata da SDS-PAGE.Determinazione

della cinetica di legame di FabUno strumento fortéBio Octet HTX è

stato utilizzato per misurare la cinetica di legame del Fab di A23-58.1,

B1-182.1, A19-46,1 e A19-61,1 alla proteina SARS CoV-2 S-2P. I

biosensori SA (fortéBio) sono stati equilibrati per >600 s in Blocking

Buffer [1% BSA (Sigma) + 0,01% Tween-20 (Sigma) + 0,01% di sodio

azide (Sigma) + PBS (Gibco), pH7,4] prima di caricamento con

proteina S-2P biotinilata (1,5 mg/ml in Blocking Buffer) per 600

secondi. Dopo il caricamento, i sensori sono stati incubati per 420

secondi in Blocking Buffer prima della valutazione del legame dei Fab.

L'associazione dei Fab è stata misurata per 300 s e la dissociazione è

stata misurata �no a 3600 s in Blocking Buffer. Tutti i saggi sono stati

eseguiti con agitazione impostata a 1000 rpm a 30°C. L'analisi dei dati

e l'adattamento della curva sono stati eseguiti utilizzando il software

2

2
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di analisi Octet, versione 11-12. I dati sperimentali sono stati adattati

utilizzando un modello di legame 1:1.Microscopia elettronica a

colorazione negativa.I campioni di proteine   sono stati diluiti ad una

concentrazione di circa 0,02 mg/ml con HEPES 10 mM, pH 7,4,

integrato con NaCl 150 mM. Una goccia di 4,8 μl del campione diluito

è stata posta su una griglia di rame rivestita di carbonio appena

scaricata per 15 s. La goccia è stata quindi rimossa con carta da �ltro

e la griglia è stata lavata con tre gocce dello stesso tampone. Le

molecole proteiche adsorbite al carbonio sono state colorate

negativamente applicando consecutivamente tre gocce di formiato di

uranile allo 0,75% e la griglia è stata lasciata asciugare all'aria. I set di

dati sono stati raccolti utilizzando un microscopio elettronico a

trasmissione Talos F200C Thermo Scienti�c operato a 200 kV e

dotato di una fotocamera Ceta. L'ingrandimento nominale era di

57.000x, corrispondente a una dimensione in pixel di 2,53 Å, e la

sfocatura è stata impostata a -1,2 μm. I dati sono stati raccolti

automaticamente utilizzando EPU.Preparazione dei campioni Cryo-

EM e raccolta dati.

Lo spike stabilizzato di SARS CoV-2 HexaPro (3) è stato miscelato

con Fab A23-58,1 o B1-182,1 con un rapporto molare di 1,2 Fab per

protomero in PBS. La concentrazione �nale della proteina del picco

era di 0,5 mg/ml. Il detergente n-dodecil β-D-maltoside (DDM) è stato

aggiunto poco prima della vetri�cazione ad una concentrazione dello

0,005%. Le griglie d'oro Quantifoil R 2/2 sono state sottoposte a

scarica a bagliore in un dispositivo PELCO easiGlow (pressione

dell'aria, 0,39 mBar; corrente, 20 mA; durata, 30 s) immediatamente

prima della preparazione del campione. Le griglie Cryo-EM sono state

preparate utilizzando uno stantuffo FEI Vitrobot Mark IV con le

seguenti impostazioni: temperatura della camera di 4°C, umidità della

camera del 95%, forza di blotting di -5, tempo di blotting di 3 s e

volume di goccia di 2,7 μl. I set di dati sono stati raccolti presso la

National CryoEM Facility (NCEF), il National Cancer Institute, su un

microscopio elettronico Thermo Scienti�c Titan Krios G3 dotato di un

�ltro energetico Gatan Quantum GIF (larghezza della fessura: 20 eV) e

un rivelatore di elettroni diretto Gatan K3 (tabella S2). Quattro �lmati

per buca sono stati registrati in modalità conteggio utilizzando il

software Latitude. Il tasso di dose era 14,65e  /s/pixel.

Elaborazione dati Cryo-EM e adattamento del modello

–
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Il �usso di lavoro del processo dei dati, tra cui correzione del

movimento, stima CTF, prelievo ed estrazione di particelle,

classi�cazione 2D, ricostruzione ab initio, ra�namento omogeneo,

ra�namento eterogeneo, ra�namento non uniforme, ra�namento

locale e stima della risoluzione locale, è stato eseguito con simmetria

C1 in cryoSPARC 2.15 ( 47) Per il ra�namento locale per risolvere

l'interfaccia RBD-anticorpo, è stata utilizzata una maschera per l'intero

complesso spike-anticorpo senza la regione dell'anticorpo RBD per

estrarre le particelle e per il ra�namento è stata utilizzata una

maschera che comprendeva la regione dell'anticorpo RBD. La

risoluzione complessiva era 3,39 e 3,15 per la mappa del picco

associato a A23-58,1 e B1-182,1, rispettivamente 3,89 Å e 3,71 per la

mappa dell'interfaccia RBD:anticorpo dopo il ra�namento locale. Le

coordinate per il picco SARS-CoV-2 con tre molecole ACE2 legate a

pH 7,4 (ID PDB: 7KMS) sono state utilizzate come modelli iniziali per

l'adattamento della mappa crio-EM. La costruzione manuale iterativa

del modello e il perfezionamento dello spazio reale sono stati

effettuati rispettivamente in Coot ( 48 ) e in Phenix ( 49 ). Molprobità (

50) è stato utilizzato per convalidare la geometria e controllare la

qualità della struttura in ogni fase dell'iterazione. UCSF Chimera e

ChimeraX sono stati utilizzati per l'adattamento e la manipolazione

delle mappe ( 51 ).

Selezione di varianti di fuga del virus rcVSV SARS CoV-2 utilizzando

anticorpi monoclonali

Un virus della stomatite vescicolare competente per la replicazione

(rcVSV) con la sua glicoproteina nativa sostituita dalla proteina spike

Wuhan-1 (rcVSV SARS CoV-2) che contiene una delezione di 21

aminoacidi nella regione C-terminale ( 32 ) (generoso dono di Kartik

Chandran e Rohit Jangra). Il virus del passaggio 7 è stato fatto

passare due volte su cellule Vero per ottenere un ceppo policlonale.

Una singola placca di questo nono passaggio è stata puri�cata in

doppia placca ed espansa su cellule Vero per creare una popolazione

di virus monoclonali. Il genoma di riferimento per questo stock era la

sequenza utilizzando il sequenziamento basato su Illumina come

descritto di seguito.

Per selezionare le varianti di fuga del virus, un volume uguale di

popolazione clonale di rcVSV SARS CoV-2 è stato miscelato con
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diluizioni seriali di anticorpi (5 volte) in DMEM integrato con 10% FCS

e glutammina per dare un MOI da 0,1 a 0,001 alla concentrazione

anticorpale �nale desiderata (intervallo 5.1e da  a 50 μg/ml e 0

μg/ml). Le miscele virus:anticorpo sono state incubate a temperatura

ambiente per 1 ora. Dopo l'incubazione, 300 μl di miscele

virus:anticorpo sono stati aggiunti a 1 × 10  cellule Vero E6 in piastre

da 12 pozzetti per 1 ora a 37 ° C, 5% CO  . Le piastre sono state

ruotate ogni 15 minuti per evitare l'essiccazione. Dopo l'assorbimento,

a ciascun pozzetto sono stati aggiunti 700 µl di ulteriore miscela di

anticorpi alla rispettiva concentrazione. Le cellule sono state incubate

per 72 ore a 37°C, 5% CO . La replicazione del virus è stata

monitorata utilizzando l'effetto citopatico e il surnatante è stato

raccolto dai pozzetti con effetto citopatico. Il surnatante raccolto è

stato chiari�cato mediante centrifugazione a 3750 rpm per 10 min.

Per i successivi turni di selezione, il surnatante chiari�cato dal

pozzetto con la più alta concentrazione di anticorpo con CPE >20%

surnatante è stato diluito prima di essere miscelato con lo stesso

volume di anticorpi come nel turno iniziale di selezione. L'infezione, il

monitoraggio e la raccolta dei surnatanti sono stati eseguiti come nel

ciclo iniziale.

Sequenziamento shotgun di rcVSV SARS CoV2 surnatanti

L'RNA totale è stato estratto dai surnatanti chiari�cati utilizzando il

mini kit di estrazione dell'RNA virale QIAmp (Qiagen) seguendo il

protocollo raccomandato dal produttore. L'RNA puri�cato è stato

frammentato utilizzando i reagenti NEBNext Ultra II RNA Library Prep,

quindi retrotrascritto utilizzando esameri casuali e il cDNA a doppio

�lamento è stato sintetizzato (New England BioLabs) come descritto

in precedenza ( 52 ). Il cDNA a doppio �lamento è stato puri�cato

utilizzando biglie magnetiche (MagBio Genomics) e successivamente

sono state preparate librerie con codice a barre Illumina (New

England BioLabs). Le librerie sono state sequenziate come letture

NextSeq 2000 di coppie di basi paired-end 2x150.

Spike SNP varianti chiamate di revertanti indotti da anticorpi anti-

rcVSVLe letture di sequenziamento grezze sono state demultiplexate

e tagliate per rimuovere le sequenze dell'adattatore e le basi di bassa

qualità. Sono stati quindi allineati contro il genoma virale di

riferimento con Bowtie (v2.4.2). I polimor�smi a singolo nucleotide

–6

5
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(SNP) sono stati chiamati utilizzando HaplotypeCaller dal Genome

Analysis Tool Kit (GATK, v4.1.9.0). Il parametro HaplotypeCaller, “–

sample-ploidy”, è stato impostato a 100 per identi�care gli SNP con

una prevalenza di almeno l'1%. Gli SNP per tutti i campioni sono stati

quindi aggregati, interrogati e tradotti utilizzando script personalizzati.

Una traduzione di SNP e amminoacidi correlati per la proteina spike è

stata considerata positiva se era presente a una frequenza maggiore

di 0,1 (10%) e ha mostrato una frequenza crescente dal round 1 al

round 2 delle selezioni di anticorpi.Saggio di associazione della

variante SARS-CoV-2 multiplexPiastre multiplex (96 pozzetti)

prerivestite con SARS Cov2 spike (WA-1), SARS Cov2 RBD (WA-1),

SARS Cov2 spike (B.1.351), SARS Cov2 spike (B.1.1.7), SARS Cov2

spike ( P.1), SARS Cov2 RBD (B.1.351), SARS Cov2 RBD (B.1.1.7),

SARS Cov2 RBD (P.1) e BSA sono forniti dal produttore. Il giorno del

test, la piastra viene bloccata per 60 min con MSD Blocker A (5%

BSA). La soluzione bloccante viene lavata via e i campioni di prova

vengono applicati ai pozzetti a 4 diluizioni (1:100, 1:500, 1:2500 e

1:10.000) se non diversamente speci�cato e lasciati incubare

agitando per due ore. Le piastre vengono lavate e l'anticorpo anti IgG

marcato con Sulfo-tag viene applicato ai pozzetti e si lascia associare

all'antigene rivestito complessato - anticorpo campione all'interno dei

pozzetti del test. Le piastre vengono lavate per rimuovere l'anticorpo

di rilevamento non legato. Una soluzione di lettura contenente il

substrato ECL viene applicata ai pozzetti e la piastra viene inserita

nello strumento MSD Sector. Viene applicata una corrente alla piastra

e alle aree della super�cie del pozzetto in cui l'anticorpo del campione

si è complessato con l'antigene rivestito e il reporter etichettato

emetterà luce in presenza del substrato ECL. Lo strumento MSD

Sector quanti�ca la quantità di luce emessa e riporta questa risposta

dell'unità ECL come risultato per ogni campione e standard della

piastra. L'entità della risposta dell'ECL è direttamente proporzionale

all'entità dell'anticorpo legante nell'articolo in esame. Tutti i calcoli

vengono eseguiti all'interno di Excel e del software GraphPad Prism,

versione 7.0. Le letture sono fornite come AUC. Viene applicata una

corrente alla piastra e alle aree della super�cie del pozzetto in cui

l'anticorpo del campione si è complessato con l'antigene rivestito e il

reporter etichettato emetterà luce in presenza del substrato ECL. Lo

strumento MSD Sector quanti�ca la quantità di luce emessa e riporta
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questa risposta dell'unità ECL come risultato per ogni campione e

standard della piastra. L'entità della risposta dell'ECL è direttamente

proporzionale all'entità dell'anticorpo legante nell'articolo in esame.

Tutti i calcoli vengono eseguiti all'interno di Excel e del software

GraphPad Prism, versione 7.0. Le letture sono fornite come AUC.

Viene applicata una corrente alla piastra e alle aree della super�cie

del pozzetto in cui l'anticorpo del campione si è complessato con

l'antigene rivestito e il reporter etichettato emetterà luce in presenza

del substrato ECL. Lo strumento MSD Sector quanti�ca la quantità di

luce emessa e riporta questa risposta dell'unità ECL come risultato

per ogni campione e standard della piastra. L'entità della risposta

dell'ECL è direttamente proporzionale all'entità dell'anticorpo legante

nell'articolo in esame. Tutti i calcoli vengono eseguiti all'interno di

Excel e del software GraphPad Prism, versione 7.0. Le letture sono

fornite come AUC. L'entità della risposta dell'ECL è direttamente

proporzionale all'entità dell'anticorpo legante nell'articolo in esame.

Tutti i calcoli vengono eseguiti all'interno di Excel e del software

GraphPad Prism, versione 7.0. Le letture sono fornite come AUC.

L'entità della risposta dell'ECL è direttamente proporzionale all'entità

dell'anticorpo legante nell'articolo in esame. Tutti i calcoli vengono

eseguiti all'interno di Excel e del software GraphPad Prism, versione

7.0. Le letture sono fornite come AUC.
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