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Introduccioén

El coronavirus 2 del sindrome respiratorio agudo grave (SARS-CoV-2) es el agente
causal de COVID-19 y la pandemia mundial en curso. La proteina espiga (S) es el
principal antigeno reconocido por la respuesta de anticuerpos protectores contra el
SARS-CoV-2 (Yangetal. 2020; krammer. 2020) | g proteina S se divide en S1, que incluye el
dominio de union al receptor (RBD) y el dominio N-terminal (NTD), y S2, contiene el
péptido de fusion y las repeticiones hepadas HR1 y HR2 y media la fusion entre el virus
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y la membrana de la célula huésped (Beschetal. 2003; Tortoriciy Veesler. 2019) | SARS-CoV-2 y el
SARS-CoV-1 comparten aproximadamente el 80% de la identidad de la secuencia de
aminoacidos, y ambos utilizan la enzima convertidora de angiotensina humana 2
(ACE2) como receptor de entrada a través de la union mediada por el RBD (Hoffmann etal.

2020; Li et al., 2003; Wan et al., 2020)

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) dirigidos a la proteina SARS-CoV-2 S han sido
un foco para el desarrollo de contramedidas médicas contra COVID-19. Muchos
estudios han identificado anticuerpos contra las regiones S1y S2 en la proteina S, con la
mayoria de los anticuerpos neutralizantes dirigidos a la RBD en S1 e inhibiendo la
Uni()n a ACE2 (Liu et al., 2020; Robbiani et al., 2020; Seydoux et al., 2020; Wec et al., 2020; Zost et al., ZOZOb). Se han
desarrollado multiples mAb especificos de RBD como monoterapias 0 terapias de
coctel, y tres han recibido autorizacién de uso de emergencia (EUA) en los Estados
Unidos.

En los dltimos afios, se han identificado clonotipos publicos de células B en los
repertorios de anticuerpos humanos formados en respuesta a diversos virus, incluido el
Ebola (Cohen-Dvashi et al., 2020; Davis et al., 2019; Ehrhardt et al. 2019), inﬂuenza (Jo ce et al., 2016; Pappas et al., 2014; Zost et al.

2021; Sui et al., 2009; Wheatley et al. 2015)Y VirUS de |a inmunodeficiencia humana 1 (V|H_1) Setliff et al.,

2018; Williams et al., 2015; Wu et al., 2011; Zhou et al. 2015), hepatltls C (Ba||e etal., 2017; Giang et al. 2012)’ SARS-CoV-2
(Donq etal., 2021; Nielsen et al., 2020; Yuan etal., ZOZOa), Virus Sincitial respiratorio (w)’ y en
individuos sanos (Brinevetal. 2019; sotoetal. 2019) - Estos estudios revelan una convergencia de la
seleccidn de células B que resulta en clones de células B circulantes con genes
receptores de antigenos genéticamente similares en maltiples individuos. La seleccion
de clonotipos publicos de células B a menudo tiene una base estructural mediada por el
reconocimiento de baja afinidad de antigenos de superficie del virus por receptores de
células B naive no codificados en la linea germinal que estan preconfigurados para la
union y la activacion celular. Los clonotipos publicos son de gran interés, porque la
comprension de los epitopos virales que cominmente inducen anticuerpos en humanos
tiene implicaciones para predecir las respuestas mas comunes a las vacunas en grandes
poblaciones.

Varios esfuerzos han caracterizado los clonotipos publicos en la respuesta al SARS-
CoV-2, y la mayoria de los trabajos se han centrado en neutralizar los clonotipos
publicos (Donq etal., 2021; Robbiani et al., 2020; Tan et al., 2021; Yuan et al 20203) que se dirigen a IOS dominios RBD
y NTD de la proteina S1. Sin embargo, es menos claro si los clonotipos publicos se
dirigen a otros sitios en el trimero S, como el dominio S2. Los epitopos en el dominio
S2 pueden ser de interés, porque estos sitios pueden estar mas conservados que los de
RBD en diferentes cepas de coronavirus como resultado de restricciones funcionales
asociadas con el mecanismo de fusion viral. En este estudio, identificamos 37
clonotipos publicos totales, 27 de los cuales se comparten entre individuos vacunados y
convalecientes. Encontramos que los clonotipos compartidos comprenden una
proporcion sustancial de la respuesta de las células B humanas provocadas al trimero S.
También comparamos la respuesta después de la infeccion o la vacunacién con ARNm
para investigar la base genética de la eficacia de las vacunas de ARNm en la poblacion.
Estos datos muestran que muchos clonotipos se comparten entre individuos
convalecientes y vacunados.
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Identificacién de clonotipos publicos

Primero recolectamos secuencias de genes variables de anticuerpos para mAbs humanos
de SARS-CoV-2 de publicaciones existentes que informaron mAbs de individuos con
antecedentes de infeccion por SARS-CoV-2 (Brouweretal. 2020; Cao etal.. 2020; Kreer etal., 2020; Liu et al.

2020; Robbiani et al., 2020; Rogers et al., 2020; Seydoux et al., 2020; Wec et al., 2020; Zost et al. 2020b). Esta busqueda |dent|f|Cé un
panel de 2.865 secuencias de genes variables de cadena pesada y ligera emparejadas.
Agrupamos todas las secuencias agrupando los clones en funcion del gen de la variable
pesada de inmunoglobulina inferida(IGHV),el gen de union pesada de
inmunoglobulina(IGHJ)y la longitud de aminoacidos de la complementariedad de la
cadena pesada que determina la region 3 (CDRH3). Estas secuencias se agruparon de
acuerdo con el 70% de identidad de secuencia de nucle6tidos en la secuencia de ADN
que codifica la CDRH3. A continuacidn, las secuencias se unieron ain mas en funcion
del gen variable de luz de inmunoglobulina inferida(IGLV o IGKV)y los genes de unién
de luz de inmunoglobulina(IGLJ o IGKJ). Los grupos que cumplian estos criterios de
similitud tanto en cadenas pesadas como ligeras con secuencias originarias de dos 0 mas
individuos se consideraron clonotipos publicos. Se identificaron once clonotipos
publicos en los repertorios de sujetos con infeccion natural previa (Figuras 1 A-1C), y
estos clones estan codificados por una variedad de genes variables de cadena pesada y
ligera. De los 11 clonotipos publicos identificados, se ha informado previamente que 5
de los genes de cadena pesada codifican anticuerpos potentemente neutralizantes del
SARS-CoV-2 que se unen a la RBD: IGHV3-53 (Yunetal. 20202) ' |GHV/1-58 (Denaetal.

2021y |GHV3-30, IGHV3-30-3 (Rebbieni etal. 2020) "o |GHV/3-66 (Yuanetal.20202) Tres no han sido
reportados: IGHV1-69, IGHV4-59e IGHV3-7. IGHV3-53 e IGHV3-66 se observan
cominmente en anticuerpos en pacientes con SARS-CoV-2 (Rebbianietal. 2020) porque los
segmentos de genes de la linea germinal codifican motivos de aminoacidos que estan
preconfigurados para la unién a RBD (Yunetal.20202)  |GHV1-58 también codifica
comunmente anticuerpos que neutralizan el SARS-CoV-2, porque este segmento de
genes de la linea germinal codifica motivos que median la unién a la proteina S (bonaetal.
221y En particular, IGHV1-58 codifica el mAb COV2-2196, que es la base de uno de los
dos anticuerpos en un cdctel actualmente en ensayos clinicos de fase I11 (Benaetal. 2021; Zost
etal. 2020) También se han encontrado poblaciones de células B expandidas clonalmente
que contienen anticuerpos potentemente neutralizantes codificados por IGHV3-30 en
multiples individuos (Rebianietal. 2020) - Sin embargo, el papel de los clonotipos

publicos IGHV1-69, IGHV4-59e IGHV3-7 en las respuestas al SARS-CoV-2 sigue
siendo desconocido. En este articulo, para mayor claridad, designamos clonotipos
publicos que incorporan estas tres V adicionales.s segmentos de genes como miembros
del grupo 1, 2 0 3 mADbs, respectivamente (Figuras 1C-1E). El grupo 1 es compartido
por dos donantes de la cohorte que estudiamos e incluye mAbs COV2-2002 y COV2-
2333. El grupo 2 es compartido por un donante de nuestro grupo y un donante
previamente descrito IDCnC2 (Kreretal.2020) g jncluye anticuerpos COV2-2164 y
CnC2t1pl_B10. Por ultimo, el grupo 3 es compartido por un donante de nuestro grupo
y un donante coVV107 descrito anteriormente (Rebbianietal. 2020) @ jncluye anticuerpos COV2-
2531y C126 (Figuras 1C-1E). Los aDNc para los genes variables de anticuerpos que
codifican cada uno de los seis anticuerpos de los tres grupos de clonotipos publicos se
sintetizaron y clonaron en un vector de expresion de 1lgG1, como se describid
anteriormente (Gilchuk etal., 2020)
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Figura 1

Caracteristicas de secuencia de los anticuerpos monoclonales contra el SARS-CoV-2

(A) Las secuencias disponibles de mAbs para SARS-CoV-2 de multiples publicaciones se
obtuvieron de bases de datos publicas. Los nimeros dentro de cada caja representan el nimero
de secuencias con el uso indicado del gen. Los cuadros de delineacion de color representan
clonotipos publicos que se comparten entre los individuos enumerados en la clave del lado
derecho. EI mapa de calor esta codificado por colores para que el rojo represente un mayor
nimero de secuencias utilizando los genes correspondientes, y el azul representa un nimero
menor de secuencias utilizando los genes correspondientes.

(B) Se muestran secuencias CDR3 de las cadenas pesadas y ligeras de cada uno de los ocho
clonotipos pablicos restantes. Los guiones representan aminoacidos que diferian en el clonotipo
publico. Cada color de caja se correlaciona con los clonotipos publicos en (A) y (C).

(C) Un diagrama de Venn que ilustra todos los clonotipos publicos identificados entre
individuos infectados naturalmente. Los cuadros de colores en las superposiciones del diagrama
de Venn representan los clonotipos puablicos identificados en (A). Los nuevos clonotipos
publicos, designados como grupos 1, 2 o 3, se resaltan en las superposiciones pUrpura, rosa o
naranja, respectivamente.
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(D) Alineaciones de secuencias multiples de las secuencias de cadena pesada para los grupos 1,
2 0 3 a sus respectivos genes de linea germinal inferidos IGHV 3-07/IGHJ4, IGHV1-
69/IGHJ40 IGHV4-59/IGHJ3. La secuencia CDRH3 est4 resaltada en azul oscuro.

(E) Alineaciones de secuencias multiples de las secuencias de cadena ligera para los grupos 1, 2
0 3 a sus respectivos genes de linea germinal inferidos IGLV3-01/IGLJ3, IGKV3-
11/1GKJ40 IGHV3-01/IGLJ2. La secuencia CDRL3 esté resaltada en azul claro.

Propiedades funcionales de los anticuerpos clonotipos publicos
identificados

Para examinar las propiedades de unién de los anticuerpos en estos tres nuevos
clonotipos publicos del SARS-CoV-2, probamos seis anticuerpos purificados
recombinantes, dos para cada clonotipo publico, para la unidn al ectodominio de
prefusion trimérica estabilizada recombinante de la proteina SARS-CoV-2 S (S6Pec),
SARS-CoV-2 RBD, o ectodominio de prefusion trimérica estabilizada recombinante de
la proteina SARS-CoV-1 S (S2P.) proteinas por ELISA (Figura S1). Los dos
anticuerpos del grupo 1, COV2-2002 y COV2-2333, no se unen al SARS-CoV-2 RBD,
sino que ambos se unen al SARS-CoV-2 S6Pe, y SARS-CoV-1 S2P., proteinas. Sin
embargo, no se saturaron en la union al SARS-CoV-1 S2P.., a la concentracion maxima
ensayada (400 ng/ml), lo que indica una unién relativamente débil al SARS-CoV-1 S2P
recombinante.«. L0s anticuerpos del grupo 2, que incluyen COV2-2164 y

CnC2tlpl B10, no se unen al SARS-CoV-2 RBD, pero ambos se unen al SARS-CoV-2
S6Peco Y SARS-CoV-1 S2P., proteinas. Anticuerpos del grupo 3, que incluyen COV2-
2531y C126, unidos al SARS-CoV-2 S6P., y proteinas RBD del SARS-CoV-2
(Figuras 2 A'y 2H). Los anticuerpos del grupo 3 no se unen al SARS-CoV-1 S2Pe.
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Figura 2

Reactividad y actividad funcional de los anticuerpos de los grupos 1, 2y 3

Los anticuerpos del grupo 1 se muestran en purpura claro u oscuro, los anticuerpos del grupo 2
estan en rojo o rosa, y los anticuerpos del grupo 3 estan en naranja claro u oscuro. mAb DENV
2D22 se utiliz6 como anticuerpo de control negativo, como se muestra en las lineas en negro.
Todos los experimentos se realizan en réplicas biolégicas y triplicados técnicos. Se muestra la
réplica biol6gica de un solo experimento representativo.
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A) ELISA vinculante al SARS-C0oV-2 S6Peco, SARS-CoV-2 RBD 0 SARS-CoV-1 S2Peco S&
midi6 por absorbancia a 450 nm. Se utilizaron concentraciones de anticuerpos a partir de 0,4
pg/ml y se ajustaron 2 veces.

(B) Actividad de neutralizacion de anticuerpos contra VSV-SARS-CoV-2, VSV-SARS-CoV-
2/D614G y VSV-SARS-CoV-1 determinada mediante el ensayo de analisis celular en tiempo
real (RTCA). Se reporta el porcentaje de neutralizacion. Las concentraciones de anticuerpos
comenzaron a 10 pg/ml y se ajustaron 3 veces.

(C) Actividad de neutralizacion de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 auténtico (USA-
WA1/2020) determinada midiendo la intensidad del dsSRNA por recuento celular después de que
las células epiteliales pulmonares de Calu3 se inocularon con SARS-CoV-2. Las
concentraciones de anticuerpos comenzaron a 10 pg/ml y se ajustaron 3 veces.

(D) Union de anticuerpos a la region S (gris) o S terminal de la proteina S de longitud completa
(rojo) expresada en la superficie de las células HEK293T que fueron fijadas y permeabilizadas.
Los anticuerpos se examinaron a 1 pg/ml. La reactividad de anticuerpos se midié mediante
citometria de flujo y se determinaron los valores de florescencia celular. CoV2-2490, un
anticuerpo dirigido por NTD, se utiliz6 como control.

(E) La union a células Vero infectadas por VSV-SARS-CoV-2 (SARS-CoV-2 wild-type [WT])
se midi6 mediante citometria de flujo, y se determinaron los valores medios de intensidad de
florescencia para las curvas de union dosis-respuesta. El anticuerpo se diluy6 3 veces a partir de
10 pg/ml.

(F) La unién a la proteina S C-terminal de la region S2 expresada en células HEK293T (SARS-
CoV-2 WT S2) se midié mediante citometria de flujo, y se determinaron los valores medios de
intensidad de fluorescencia para las curvas de union dosis-respuesta. El anticuerpo se diluy6 3
veces a partir de 10 pg/ml.

(G) Inhibicion de las curvas de unién a ACE2 para COV2-2531 o C126. Las concentraciones de
anticuerpos comenzaron a 10 pg/ml y se ajustaron 3 veces para identificar las curvas de bloqueo
de ACE2. COV2-2531 se muestra en naranja claro, y C126 se muestra en naranja oscuro.

H) La concentracion maxima de la mitad (CE)so) y la mitad de la concentracion inhibitoria
maxima (Clso) para cada una de las curvas de ensayo en Figuras 3A-3E. Todos los valores se
denotan como pg/mL. El bloqueo de ACE2 se determin6 midiendo la cantidad de ACE2 con la
union a la etiqueta FLAG en presencia de cada anticuerpo, medida por la unién de un anticuerpo
anti-FLAG. Se muestra el porcentaje de bloqueo, calculado mediante el uso de la unién a ACE2
sin anticuerpos como bloqueo del 0%.

(1) Union de cada anticuerpo a varias variantes de proteinas espiga de preocupacion. La union
de cada anticuerpo (a 1 pg/ml) a las variantes del pico del SARS-CoV-2 se muestra en relacion
con la unién del anticuerpo al pico WT, definido como un valor de 1,0. Las cantidades relativas
de cada variante expresadas en células se estimaron utilizando la sefial para el anticuerpo 1A9,
normalizando la unién promedio de 1A9 (a 1 pg/mL) para cada variante a la union promedio de
1A9 con el constructo WT. Para cada anticuerpo clonotipo puablico, los valores de unién a cada
pico variante se corrigieron para una expresion de pico equivalente a la del pico WT. El azul
mas oscuro indica menos cambios en la union de ese anticuerpo a la variante. El color azul mas
claro indica mas cambios para la unién de ese anticuerpo a la variante.

(J) Curvas de neutralizacion de anticuerpos del grupo 3 frente a cepas variantes del SARS-CoV-
2. Los anticuerpos se analizaron para la inhibicion de la infeccion de los virus indicados en
cultivos monocapa de células Vero-TMPRSS?2 utilizando una prueba de neutralizacion de
reduccion de enfoque.
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(K) IC de neutralizacion de anticuerposso valores para anticuerpos del grupo 3 contra cepas
variantes del SARS-CoV-2. Un experimento representativo de dos realizados por duplicado y
Cl medioso se muestran los valores (ng/mL) de dos experimentos independientes.

Planteamos la hipdtesis de que los anticuerpos de los grupos 1y 2 podrian unirse al
dominio S2 del trimero S; La infeccion por SARS-CoV-2 puede provocar anticuerpos
que reconocen epitopos de reactividad cruzada en el dominio S2 (Ladreretal.2021) Se
probaron anticuerpos para la union contra el dominio S2 del SARS-CoV-2 S expresado
en células HEK293T. Este experimento mostr6 que los anticuerpos de los grupos 1y 2
se unen a S2 de manera dependiente de la dosis (Figuras 2D, 2F y 2H), y revel6 que los
clonotipos publicos se pueden obtener en el dominio S2 del trimero S.

Los anticuerpos de cada grupo se probaron para la actividad neutralizante utilizando un
ensayo de analisis celular en tiempo real (RTCA) previamente descrito que mide la
impedancia celular (Silchuketal. 2020; Zostetal. 20200) | Jtjlizamos el virus de la estomatitis
vesicular (VSV) recombinante e infeccioso que expresa las proteinas S del SARS-CoV-
2 (cepa WA1/2019), SARS-CoV-2/D614G 0 SARS-CoV-1 (cepa Urbani)(Figura

S1). Ademas, utilizamos cultivos auténticos del virus SARS-CoV-2 (WA1/2019) y
monocapa de células Calu3, y la neutralizacién se midi6 mediante tincion de ARN de
doble cadena, que se produce en el citoplasma en células infectadas por virus (Figura
S2). Grupo 3 mAb COV2-2531 neutralizado SARS-CoV-2 (VSV-SARS-CoV-2 y
VSV-SARS-CoV-2/D614G) (Figuras 2B, 2C y 2H) y auténtico SARS-CoV-2, pero no
SARS-CoV-1. En contraste, otro grupo de 3 mAb, C126, neutraliz6 parcialmente la
variante SARS-CoV-2 / D614G, pero no neutralizo el vsv-SARS-CoV-2, VSV-SARS-
CoV-1 de tipo salvaje (WT) o virus auténtico. Los anticuerpos de los grupos 1y 2 no
mostraron capacidad neutralizante para ninguna de las cepas virales analizadas.

Debido a que ambos anticuerpos del grupo 3 exhibieron capacidad neutralizante,
consideramos que podrian bloquear la unién del virus a ACE2, un mecanismo principal
de inhibicidn por anticuerpos dirigidos a RBD (Hansenetal. 2020; Zostetal. 20200)  Prohamos si cada
anticuerpo podria bloquear la unién de la proteina S trimérica soluble a la proteina
ACE2 humana recombinante. Sélo los anticuerpos del grupo 3 bloquearon la union a
ACE2 (Figura 2H). Similar al patrdn que observamos para la neutralizacion, COV2-
2531 blogue6 completamente la unidon a ACE2, mientras que C126 bloqued
parcialmente la union, con menos del 50% de inhibicion en el efecto méximo (Figura
2G). Por lo tanto, es probable que coV2-2531 neutralice la infeccion por virus al menos
en parte al bloguear la unién a ACE2.

Se evalud la union de los seis anticuerpos a las variantes P.1 (Gamma), P.2 (Zeta),
B.1.429 (Epsilon), B.1.1.7 (Alpha), B.1.135 (Beta) y B.1.1.298(Figura S3). La uni6n a
anticuerpos de los grupos 1y 2 mAbs se vio afectada en gran medida por los residuos
de variantes en B.1.1.7 0 B.1.135. Sin embargo, el anticuerpo del grupo 3 COV-2531
mantuvo su capacidad para unirse a todas las variantes probadas. C126, la contraparte
menos mutada del clonotipo publico del grupo 3, mostré una disminucion en la unién a
P.2,B.1.1.7 y B.1.135 (Figura 2I).

Debido a que COV2-2531 mantuvo la union a todas las variantes probadas, probamos si
conservaba su capacidad de neutralizacion. Los anticuerpos del grupo 3 COV2-2531y
C126 se probaron contra aislados clinicos para los virus B.1.1.7 (Alpha), B.1.1.298 y
B.1.429 (Epsilon). Los mAbs también se probaron contra un virus quimérico
WAZ1/2020 que codifica el gen S de B.1.1.28 (Gamma, Wash-B.1.1.28). Estos
resultados se compararon con la neutralizacion de WA1/2020 y un mutante isogénico
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que contenia la mutacion D614G (WA1/2020 D614G) (Figura 2J). C126 carecia de
actividad inhibitoria contra los auténticos virus SARS-CoV-2. En comparacion, COV2-
2531 neutraliz6 el panel de variantes de virus SARS-CoV-2 de manera comparativa con
WA1/2020, con ICs valores que oscilan entre 85y 522 ng/ml (Figura 2K).

Sitios de unidn de anticuerpos clonotipos identificados

Utilizamos microscopia electronica (EM) de tincion negativa para obtener iméagenes de
Fab-SARS-CoV-2 S6P., Complejos. A pesar de que todos los anticuerpos unidos a la
proteina S en ELISA como IgG1, solo el anticuerpo del grupo 3 Fabs COV2-2531y
C126 formaron complejos visualizados en rejillas EM, lo que sugiere que algunos
anticuerpos pueden requerir un formato 1gG para una union fuerte (Figura 3 A; Figura
S4). Las reconstrucciones 3D de baja resolucion para COV2-2531 y C126 mostraron
que estos dos anticuerpos se unen al lado de la RBD y reconocen la cara criptica de la
RBD que es accesible solo en la posicion "abierta” de la RBD en el contexto del trimero

S (Figuras 3B y 3C).
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Figura 3
Identificacion de epitopos y caracterizacion estructural de anticuerpos
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(A) Tincidn negativa EM del SARS-CoV-2 S6Pe0 proteina en complejo con formas Fab de
diferentes mAbs. Tincion negativa de clases 2D de proteina SARS-CoV-2 S incubada con
COV2-2531 0 C126. El tamafio de la caja es de 128 pix a 4.36 A/pix.

(B) volumen 3D mAb COV2-2531 con residuos criticos 372 y 275 mostrados en rojo sobre la
proteina S (azul). RBD esta en la posicién abierta. La densidad corresponde a tres fabs, ya que
acoplamos una sola estructura Fab en el mapa de densidad EM, que se muestra en magenta.

(C) Volumen MAb C126 3D con residuos criticos de unién mostrados en rojo. El Fab esta
acoplado a un protémero de la proteina SARS-CoV-2 S en la conformacion abierta. Arriba a la
izquierda est4 el RBD posicionado en conformacion abierta, con los otros dos protémeros en el
trimero en posicion cerrada. La proteina S se muestra en verde, con la RBD en amarillo. El Fab
se muestra en magenta.

(D) Resultados de ELISA vinculantes a la competencia para mAbs dentro de cada grupo de
clonotipos. Los anticuerpos de bloqueo no etiquetados aplicados al antigeno primero se
enumeran en la parte superior, mientras que los anticuerpos biotinilados que se agregan a los
pozos recubiertos de antigeno en segundo lugar se indican a la izquierda. EI nimero en cada
caja representa el porcentaje de union no competida del anticuerpo biotinilado en presencia del
anticuerpo competidor indicado. Los colores del mapa de calor van desde el gris oscuro (unién
del <40% del anticuerpo biotinilado) hasta el gris claro (unidn del >80% del anticuerpo
biotinilado). El experimento se realizé en replicacion biolégica y triplicado técnico. Se muestra
la réplica biol6gica de un solo experimento representativo.

(E) Datos ELISA de unién a la competencia utilizando anticuerpos de grupo 1, 2 0 3 contra
anticuerpos de referencia mapeados por epitopos. Los anticuerpos biotinilados estan indicados a
la izquierda, y los anticuerpos no etiquetados aplicados primero al antigeno estan indicados en
la parte superior. Los colores del mapa de calor van desde el gris oscuro (union del <20% del
anticuerpo biotinilado) hasta el gris claro (union del >50% del anticuerpo biotinilado). El
experimento se realiz6 en réplicas bioldgicas y triplicados técnicos. Réplica biolégica de un solo
experimento representativo mostrado.

(F) Resultados de la mutagénesis de exploracion con alanina para anticuerpos de los grupos 1, 2
0 3. Se muestran residuos de epitopos S2 (esferas verdes o esferas azules) en la estructura de la

proteina S (PDB: 6XR8),S1 es de color amarillo y S2 es rojo. Los epitopos de RBD se muestran
en rojo en la estructura de RBD (PDB: 6XR8). Los datos primarios se muestran en la figura S5.

Luego probamos la unién de anticuerpos a células Vero infectadas que fueron
inoculadas con virus quiméricos VSV-SARS-CoV-2 (Figura S5). Anticuerpos de cada
uno de los grupos unidos a células infectadas dependientes de la dosis, con anticuerpos
reactivos RBD del grupo 3 que exhiben una mayor unidn que los anticuerpos S2
reactivos del grupo 1 o 2 (Figuras 2E y 2H). La union de los anticuerpos del grupo 3 se
correlacion6 con su capacidad de neutralizacion, debido a que COV2-2531 mostr6 una
mayor unién que C126. La capacidad de unirse a las células infectadas también sugirio
que estos anticuerpos podrian actuar in vivo no solo mediante la neutralizacion directa
del virus, sino también a través de funciones mediadas por Fc.

Se utilizé el ELISA de unién a la competencia para la comparacion por pares de
anticuerpos que se unen al S6P., proteina (Figura 3D). Miembros de cada grupo
publico de clonotipos agrupados con el otro miembro del mismo grupo por vinculacién
a la competencia. También competimos con los anticuerpos para unirse contra un grupo
mas grande de anticuerpos mapeados con epitopos que describimos previamente (2osteta.
20200) que cubren varios sitios en la proteina S y contra rCR3022 (Yuenetal. 20200) ‘quie se
unen menos bien a la RBD del SARS-CoV-2 en comparacién con el SARS-CoV-1 y no
bloquean la unién a ACE2 (Figura 2G). Ambos anticuerpos del grupo 3 compitieron
con rCR3022, con COV2-2531 exhibiendo un mayor nivel de competencia que C126.
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Ninguno de los anticuerpos del grupo 1 o 2 compitié con los anticuerpos de referencia
probados (Figura 3E).

Luego determinamos los residuos de union criticos a nivel de aminoacidos para cada
uno de los anticuerpos clonotipos publicos mediante la deteccion de la unién a
bibliotecas mutantes de escaneo de alanina de la proteina SARS-CoV-2 S. A372 y K378
fueron residuos criticos para la uniéon de COV2-2531. Para C126, también identificamos
A372 y K378, pero con residuos criticos adicionales Y369, N370, F374 y P384 (Figura
3F; Figura S6). Los residuos identificados son coherentes con el lugar de unién
identificado en los analisis EM de tincion negativa y se solapan con el epitopo de
CR3022 (Yunetal.20200) 'Fra curioso que varios anticuerpos neutralizantes especificos del
SARS-CoV-2 compitieran con CR3022, que también se une al SARS-CoV-1 pero no
neutraliza. El SARS-CaoV-1 tiene un sitio de glicosilacion N en N370 en el sitio de
unioén para estos dos mAbs, del que carece el SARS-CoV-2 (Yunetal.20200) Estq diferencia
en la glicosilacion probablemente explica por qué COV2-2531 y C126 no se unen ni
neutralizan el SARS-CoV-1, a pesar de que reconocen la cara criptica relativamente
conservada de la RBD(Figura S7). En las bibliotecas de escaneo de alanina, los residuos
nativos de alanina se cambian a serina. Es posible que A372 se haya identificado como
critico para la unién por COV2-2531 y C126 porque la mutacion A372S resulta en la
introduccion de la glicosilacion ligada a N de N370, en lugar de hacer contacto directo
de cadena lateral con los anticuerpos.

El cribado de los anticuerpos del grupo 1y 2 contra la biblioteca de mutaciones de
exploracion de alanina del SARS-CoV-2 confirmé que se unieron al dominio S2. Para
los anticuerpos del grupo 1 COV2-2002 y COV2-2333, identificamos residuos criticos
para ambos anticuerpos (Y917, Q920, K921) en la region de repeticion hepadica (HR1)
de S2. Estos residuos se conservan entre el SARS-CoV-2 y el SARS-CoV-1. Para los
anticuerpos del grupo 2, las pruebas identificaron dos regiones de residuos que eran
criticas para la union. Tanto para COV2-2164 como para CnC2t1pl B10, identificamos
K814 (también conservado entre SARS-CoV-2 y SARS-CoV-1) como critico para la
unién. Ademas, para ambos anticuerpos, también identificamos R995, y para
CnC2tlpl_B10, 1980 y Q1002 (Figura 3F; Figura S6). K814 no esta cerca de 1980,
R995 0 Q1002 en la estructura de la proteina S. Sin embargo, la inspeccion de las
estructuras de proteina S disponibles (PDB: 6XR8 y 7C2L )sugirié que los residuos
1980, R995 y Q1002 no son facilmente accesibles a los anticuerpos en la proteina S
completa o incluso en ausencia de S1. Estos residuos producen interacciones que
probablemente ayudan a mantener la estructura S2, por lo que su mutacion podria
afectar indirectamente la unidn de anticuerpos del grupo 2. Concluimos que K814 es un
residuo de epitopo para los anticuerpos del grupo 2 COV2-2164 y CnC2t1pl_B10.
Estos resultados sugieren que los mAbs en cada grupo de clonotipos publicos tienen
residuos de epitopos criticos esencialmente idénticos.

Propiedades funcionales de las formas revertidas de la linea germinal de
anticuerpos de cada clonotipo publico identificado

Para determinar si la funcion de cada grupo de anticuerpos se debia a la reactividad
codificada en la linea germinal o al resultado de mutaciones somaticas, investigamos los
anticuerpos equivalentes codificados en la linea germinal para cada clonotipo publico.
Las secuencias de regiones variables de cadena pesada y ligera de los anticuerpos
COV2-2002, COV2-2164 y COV2-2531 se alinearon con las secuencias germinales de
[IGHV3-7/IGHJ4/ + IGLV3-1/IGLJ3], [IGHV1-69/IGHJ4 + IGKV3-11/IGKJ4], o
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[IGHV4-59/IGHJ3 + IGLV6-57/IGLJ2], respectivamente. Cada residuo que diferia del
gen de la linea germinal se revirtio de nuevo al residuo de la linea germinal
inferido(Figura S8). Luego probamos si los revertidores de la linea germinal de los
anticuerpos en cada grupo compartian propiedades funcionales similares con sus
contrapartes mutadas somaticamente. Se probd que cada anticuerpo reversor de la linea
germinal se une al SARS-CoV-2 S6P.,, SARS-CoV-2 RBD 0 SARS-CoV-1

S2P., proteinas. El revertente de la linea germinal del grupo 1 no se alined al SARS-
CoV-2 S6P., 0 SARS-CoV-1 S2P... El revertente de la linea germinal del grupo 2
mantuvo la union a las proteinas SARS-CoV-2 y SARS-CoV-1, pero exhibié una menor
avidez de union (CE maés alta)s, valores) que sus contrapartes maduras COV2-2164 o
CnC2tlpl_B10. El revertente de la linea germinal del grupo 3 se mantuvo unidos al
SARS-CoV-2 S6P., y proteinas RBD (Figuras 4 Ay 4D). Cada revertente de la linea
germinal también se une a la superficie de las células infectadas por virus (Figuras 4B y
4D). Aunque ninguno de los revertantes de la linea germinal exhibid capacidad
neutralizante (Figuras 4C y 4D), el revertente de la linea germinal del grupo 3 mostré un
bajo nivel de bloqueo de ACE2 (Figuras 4D y 4E).

Functional activity of germline revertant antibodies
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Figura 4

Reactividad y actividad funcional de los anticuerpos revertidos de la linea germinal

Los anticuerpos revertidos de la linea germinal de los grupos 1, 2 0 3 se muestran en parpura,
rosa o amarillo, respectivamente. DENV 2D22 se utilizé como anticuerpo de control para todos
los ensayos, como se muestra en las lineas en negro. Todos los experimentos se realizaron en
replicacion biolégica y triplicado técnico. Se muestra la réplica bioldgica de un solo
experimento representativo, se muestra la media + SD de triplicados.

(A) Vinculante al SARS-CoV-2 S6Peo, SARS-CoV-2 RBD 0 SARS-CoV-1 S2Pet se midi6 por
absorbancia a 450 nm, como se muestra en las tres primeras columnas.

(B) Unidn a células Vero infectadas con VSV-SARS-CoV-2, medida por analisis citométrico de
flujo y reportada como intensidad media de florescencia.

(C) Los resultados de las curvas de neutralizacion para virus quiméricos VSV competentes para
la replicacion en el analisis celular en tiempo real (RTCA) se muestran en las siguientes tres
columnas, medidas por el porcentaje de neutralizacion calculado por el indice celular
normalizado.
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D) CE vinculantesso y EL Cl de neutralizaciénso valores para cada una de las curvas de ensayo
en Figura 5Un. Todos los valores se denotan como pg/mL. El bloqueo de ACE2 se determind
midiendo la cantidad de ACE2 con unién a la etiqueta FLAG en presencia de cada anticuerpo,
medida por la union de un anticuerpo anti-FLAG. Se muestra el porcentaje de bloqueo,
calculado mediante el uso de la unién a ACE2 sin anticuerpos como bloqueo del 0%.

(E) Curvas de union a la inhibicion para el anticuerpo revertente de la linea germinal del grupo
3. La concentracion inicial de anticuerpos utilizada fue de 10 pg/ml y se tituld 3 veces en serie
para obtener curvas de bloqueo ace2.

COV2-2531 confiere proteccién in vivo

Los MAbs pueden actuar mediante inactivacion directa del virus, pero la unién de
algunos mADs a la superficie de las células infectadas por el virus (Figuras 2E y 2H)
sugirieron que estos anticuerpos también podrian actuar a través de funciones mediadas
por Fc. Por lo tanto, era importante probar algunos clonotipos publicos in

vivo. Probamos la eficacia de estos anticuerpos contra el SARS-CoV-2 in vivo. Se
utilizaron ratones transgénicos K18-hACEZ2, que desarrollan infeccién pulmonar grave y
enfermedad después de la inoculacion intranasal (Geldenetal. 2020; Winkler etal.. 2020; Zheng etal. 2021) '] g
ratones transgénicos K18-hACE?2 recibieron un anticuerpo del grupo 2 (COV2-2164),
un anticuerpo del grupo 3 (COV2-2531) o un anticuerpo de control de isotipo (DENV
2D22) mediante inyeccion intraperitoneal (200 pg, 10 mg/kg) 1 dia antes de la
inoculacion intranasal con 102 unidades formadoras de placa (PSU) del SARS-CoV-2
(WA1/2020). Los ratones tratados con COV2-2531 fueron protegidos completamente
de la pérdida de peso (Figura 5 A) y mostrd una infeccion viral reducida en el pulmén,
el lavado nasal, el corazon y el cerebro (Figura 5B) en comparacion con el grupo tratado
con anticuerpos de control de isotipos. Sin embargo, los ratones tratados con COV2-
2164 no estaban protegidos de la pérdida de peso, pero mostraron una reduccion en la
carga viral en el pulmén y el cerebro, pero no en el lavado nasal y el corazén (Figura
5B). Por lo tanto, los anticuerpos que compiten por unirse con el SARS-CoV-1 mAb
rCR3022 pueden obtenerse después de la infeccion por SARS-CoV-2, algunos de los
cuales pueden conferir proteccion.
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Figura 5

Proteccion mediada por anticuerpos contra el desafio del SARS-CoV-2 en ratones

(A'y B) Los ratones transgénicos machos K18-hACE2 de ocho semanas de edad fueron
inoculados por via intranasal con 10° PSU del SARS-CoV-2 (cepa WA1/2020). Un dia antes de
la infeccion, los ratones recibieron una dosis tnica de 200 pg de COV2-2351 0 COV2-2164 por
inyeccion intraperitoneal. (A) Cambio de peso. El analisis estadistico se realizd solo entre los
grupos tratados con isotipo y COV2-2351. Para el isotipo y COV2-2531 (media + SEM; n = 8-
10, dos experimentos: prueba t no apareada del area bajo la curva; ***p < 0,0001). Para COV2-
2164 (media + SEM; n = 8, dos experimentos). (B) Niveles de ARN viral a los 7 dias después
de la infeccidn en el pulmén, el lavado nasal, el corazén y el cerebro segln lo determinado por
gRT-PCR. Para el isotipo y COV2-2531 (media + SEM; n = 8-10, dos experimentos: ANOVA
unidireccional con post-prueba de Turquia: no significativo [ns], *p < 0,05, *p < 0,001, ~*p <
0,0001, comparacion con el grupo de control de isotipo mAb). Para COV2-2164 (media + SEM;
n = 8, dos experimentos).

Clonotipos publicos compartidos entre las respuestas vacunales y
convalecientes a la proteina SARS-CoV-2 S

Planteamos la hipdtesis de que las vacunas de ARNm contra el SARS-CoV-2 podrian
inducir clonotipos publicos que se comparten con los observados en individuos
convalecientes después de la infeccion natural. Obtuvimos células mononucleares de
sangre periférica de un voluntario 10 dias después de la primera dosis de la vacuna 'y 7
dias después de la segunda dosis de la vacuna con la vacuna de Pfizer-BioNTech. Los
plasmablastos circulantes se enriquecieron directamente de la sangre mediante seleccion
negativa utilizando perlas paramagnéticas y se purificaron ain mas mediante
clasificacion citométrica de flujo (Figuras 6 Ay 6B). Los plasmablastos clasificados se
cargaron en un instrumento de microfluidica Beacon para la deteccion de union a
anticuerpos secretados de una sola célula y la secuenciacion de genes de anticuerpos o
en un dispositivo de microfluidica de una sola célula de cromo (10X Genomics) seguido
de transcripcion inversa con PCR y andlisis de secuencia para obtener secuencias de
anticuerpos pareadas, como se describid anteriormente (Zestetal.20200) E| gnalisis del
ensayo de inmunospot ligado a enzimas (ELISpot) revel6 un gran aumento en la
frecuencia de células S reactivas en la fraccion de células plasmablasticas enriquecidas
el dia 7 después de la segunda vacunacion en comparacion con la del dia 10 después de
la primera dosis de la vacuna, confirmando la induccidn de respuestas especificas del
objetivo en este individuo. SARS-CoV-2 S6P..-10s anticuerpos secretados especificos
eran de clases IgG e IgA y representaban el >10% del total de plasmablastos (Figura
6C). Ademas, el andlisis de secrecidn de anticuerpos unicelulares de un total de 4.797
plasmablastos purificados revelé que una gran fraccion de clones reactivos al SARS-
CoV-2 (incluido el S6P)..o- Y/0 clones reactivos a RBD) secretado 1gG especifico de

RBD (Figura 6D).
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Figura 6

Andlisis de la respuesta de anticuerpos del donante vacunado

(A'y B) Diagramas citométricos de flujo que muestran la estrategia de gating para identificar
plasmablastos en la muestra total de PBMC recolectada el dia 7 después de la segunda dosis de
la vacuna (panel superior) o la identificacion de plasmablastos después del enriquecimiento
directo de sangre total en el mismo punto de tiempo utilizando seleccion negativa con perlas
paramagnéticas (panel inferior). La flecha azul indica plasmablastos enriquecidos que se
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utilizaron para el analisis ELISpot como en (B), y la flecha roja indica plasmablastos
(DAPI) CD19°CD27"*CD38"") que fueron clasificados por FACS para la secrecion de una
sola célula y estudios de secuenciacion de anticuerpos pareados.

(C) Andlisis ELISpot del SARS-CoV-2 S6P.o-secrecion especifica de anticuerpos utilizando
plasmablastos enriquecidos de sangre recogida el dia 10 después de la primera dosis de la
vacuna (1gG) y el dia 7 después de la segunda dosis de la vacuna (I1gG e 1gA).
A/Darwin/42/2020 La hemaglutinina (HA) del virus de la influenza H1N1 se utiliz6 como
control de la especificidad de la respuesta de los plasmablastos. Pozos con manchas (izquierda)
y nimero de SARS-CoV-2 S6Pe-se muestran las respuestas especificas detectadas (derecha).
La linea punteada indica valores por debajo del limite de la deteccion (LOD = 10 puntos por
10* células), que se establecieron hasta 5 puntos por cada 10* células.

(D) Representacion de graficos circulares que muestran la frecuencia de RBD y SARS-COV-2
S6Peco reactivo (rojo), SARS-COV-2 S6Peto plasmablastos reactivos solo (verde) o RBD
reactivos solo (azules) identificados como en (C). Fraccién de células que no reaccionaron ni al
SARS-COV-2 RBD ni al S6Peco Se muestra en gris.

(E) Los plasmablastos clasificados por citometria de flujo se cargaron en un instrumento Beacon
y se evaluaron para su unién a S6P.c0 0 perlas recubiertas de RBD utilizando analisis de
secrecion de anticuerpos unicelulares. Se muestran imagenes de campo brillante del chip de
instrumento Beacon con plasmablastos individuales cargados en los boligrafos del chip para los
campos de vision seleccionados para cada condicion de deteccion (arriba). Imagenes
fluorescentes de color falso de los mismos campos de vision (abajo) que muestran la unién del
anticuerpo antihumano marcado con Alexa Fluor 568 a la S6Pec 0 cuentas recubiertas de RBD
que capturaron anticuerpos humanos secretados por plasmablastos individuales (visualizados
como una pluma de las cuentas que se cargaron en el canal del chip). La flecha indica que las
células secretan anticuerpos 1gG reactivos al antigeno.

F) ELISA vinculante al SARS-CoV-2 S6Pew del suero del paciente 5 al dia 0 de la primera
vacunacion, el dia 10 después de la primera vacunacion o el dia 7 después de la segunda
vacunacion se midieron por absorbancia a 450 nm. El suero se diluyé 1:75 y luego se diluyd en
serie 3 veces. El experimento se realiz6 en replicacion bioldgica y triplicado técnico. Se muestra
la réplica biol6gica de un solo experimento representativo, se muestra la media £ SD de
triplicados.

(G) Curvas de neutralizacion del suero del paciente 5 al dia 0 de la primera vacunacion, al dia
10 después de la primera vacunacion o al dia 7 después de la segunda vacunacion. Se utiliz6 un
estandar internacional de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para la inmunoglobulina
humana anti-SARS-CoV-2 como control positivo. El suero se diluy6 a partir de una dilucion de
1:25, luego se diluy6 en serie 2 veces. El experimento se realizo por triplicado técnico.

(H) Grafico de Circos que indica los clonotipos puablicos identificados en este documento. Las
cintas mas opacas dentro del circulo representan clonotipos publicos que se comparten entre el
donante vacunado y los donantes convalecientes después de la infeccion natural. Las cintas
translucidas indican clonotipos publicos compartidos entre individuos convalecientes de
infeccion. Los individuos de los que se derivaron las secuencias se indican en el circulo interno.
Las fuentes publicadas de las que se obtuvieron las secuencias se muestran en el segundo
circulo. El circulo exterior indica si los individuos estaban naturalmente infectados o vacunados.

También analizamos la reactividad y neutralizacion de anticuerpos en suero recolectado
el dia antes de la vacunacion (dia 0), el dia 10 después de la primera dosis de la vacuna,
el dia 7 después de la segunda dosis de la vacuna y el dia 28 después de la segunda
dosis de la vacuna. La reactividad de los anticuerpos séricos contra ambos SARS-CoV-
2 S6P.« y la RBD del SARS-CoV-2 se midié mediante ELISA para su unién (Figura
6F) y mediante ensayo neutralizador VSV-SARS-CoV-2 (Figura 6G). Las actividades


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8352653/figure/fig6/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8352653/figure/fig6/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8352653/figure/fig6/

de unién y neutralizacién aumentaron constantemente con el tiempo, con la actividad
méxima detectada el dia 28 después de la segunda dosis de la vacuna.

Obtuvimos 725 secuencias pareadas de cadenas pesadas y ligeras de plasmablastos
después de la inmunizacion primaria y 8.298 secuencias pareadas de plasmablastos
después de la segunda dosis de la vacuna. EI mismo procedimiento se llevo a cabo en
una muestra recogida 35 dias después del inicio de los sintomas de un individuo
convaleciente con infeccion confirmada por SARS-CoV-2. Se habia determinado
previamente que el suero de este individuo contenia anticuerpos neutralizantes (Zostetal
20200) - E] andlisis de secrecion de anticuerpos unicelulares revel6 que una fraccion menor
(0,5%) del total de plasmablastos produjo anticuerpos reactivos a la proteina S.
Identificamos 1.883 secuencias de anticuerpos de cadena pesada y ligera emparejadas
de este espécimen.

Las secuencias de anticuerpos identificadas en estos nuevos estudios y las secuencias
que recopilamos de estudios previos de descubrimiento de anticuerpos contra el SARS-
CoV-2 se agruparon como se describe en Figura 1. Se identificaron un total de 37
clonotipos publicos, 26 de los cuales representaban clonotipos compartidos entre
anticuerpos aislados del vacunado e individuos con antecedentes de exposicion a la
infeccion natural por SARS-CoV-2 (Figura 6H). La especificidad de unién a antigenos
de cada grupo se dedujo a través de la revision de los datos en cada publicacion
respectiva en la que se informaron los anticuerpos. Catorce de los 26 clonotipos
compartidos recientemente identificados codificaron anticuerpos especificos para la
proteina SARS-CoV-2 S. Dentro de ese panel de mAbs, 8 de los 26 clonotipos
reaccionaron con la proteina RBD del SARS-CoV-2, y 6 de los 26 clonotipos publicos
reaccionaron de forma cruzada con el SARS-CoV-1y el SARS-CoV-2 (Figura 7). La
mayoria de los anticuerpos compartidos en los clonotipos publicos fueron IgG, con un
subconjunto de IgA observado. Este hallazgo muestra que la vacuna de Pfizer-
BioNTech induce muchos anticuerpos que son genéticamente similares a los
provocados a través de la infeccion natural por SARS-CoV-2, incluidos mdltiples
clonotipos publicos en donantes convalecientes codificados por V de uso

comun., genes, como IGHV3-53, IGHV3-66, IGHV1-58, IGHV3-30e IGHV3-30-3.
Ademas, de los 37 clonotipos publicos totales, 16 unidos a RBD, y de estos, 11 de 16
fueron neutralizantes. Todos los clonotipos publicos neutralizantes reconocieron
RBD. Sin embargo, de los 37 clonotipos publicos identificados, 21 estan dirigidos a
sitios antigénicos distintos de la RBD, incluidos los descritos aqui dirigidos al
dominio S2. En general, estos resultados sugieren que muchos de los clonotipos
publicos observados en individuos previamente infectados probablemente se
encuentran en individuos vacunados.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8352653/#bib66
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8352653/#bib66
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8352653/figure/fig1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8352653/figure/fig6/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8352653/figure/fig7/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=8352653_gr7_lrg.jpg

Hoavy chain Light chain Prodicted Functional Profile
Shared
Putilo | CORH3 | Spike | SARS-Cov-2 | SARSCoy | Meulrslization)lsolype | oyeen  |Donors sharing|Publication from which
clontype| 1GHY |G 1GLY | KL | 1GKY 1K | ey vty | RED tnieng of Dublic clone | resctivty data
1 37 |4 |31 8] -] -] = Patmet 4, Puter 2 Zon st
0 | a7 |4 |s1| 1| -] -] Paions 3. Patere 5 Zosstn
2 |37 | 4|31 2 2 Pationt 3. Potere 5 o e
FEEAR B ERE nl 2 [ O T T T T ey | [ patmon i putnres | Trn papee
[2 [res[«[-[-[sti][a] s 96 | e Zown |
[z [ a] -1+ [3n| 4| 15 w6 | | coume.pasents | ercumereral |
[ Tew[sTse[2]-1-1 W | Toowio7. patermau | oot |
4 353 1 11 ) CONE, SOV | oo ot w. Aian ol
D 1] e ‘cowaz, covse Brcumaratal
3 |ss | 4 s [ CoviaT, Patent 5 s poper
16 353 | 3 8| 2 " IgG Candin, Putct § Zow et w.
1w 3836 o|s | n 196 Pasent 5, GC12 Pogers et al.
8 |3m|6 ts| 3| n G Pt 1, 2ot s uets
% |3m|6|-|-|re|2]| n [0 [ [ Nk 196 o2 Patere s Thés piper
a7 |ssfe|-[-Jre[s| | mwa | ww | wa | wm | ko CovDE Patert 5 s paper
n_ [ s ] 2] - - 1 [ N - | | | Zouwn
C LI O N [ [ [ -
e ool -T-Te[+] » [N [ o | [Frgar [ s
s ToTe-T- Tl T = I [ [ ] [ ca |z
2t [ [s]-[-1 (2] w I [ we | | | o
* I | s I | | | 2 | 14 - I | s l IgG [ ]mnmm‘mmusl Zostetu
2 I l 6 ]'4!)1 1 l - | = l 19 _ _ l IgG I |mm:ut.v-lmsl Zostetat
s [coJefesfa]-T-Tw ] wa | wn [ wa | wn | we | | coves. paveres | The paper
| [reefa] -] oo t] C| b <l T
[ [l -T-T [r] | [Pt | v st |
[0 Jses|e]-]-[te[s] n _ _ 16| | pasent e, cons? | zosteral, moteianiotat |
L[ N W | [oov e
18 Jaws[ 4 Jowr[a[-[- ] w — | [ e | | | bosaialal
s [swos] « [ - T -1 [+ s [ wa T wa [ wa | s | we [ | cover.pusanes | Tris papes
7 [ (o -T-Te[a] = [ | [ w6 | [ cot.puens | roteinioa |
[(2 [s2[s] -1 -5l » [N | 1w [igGgA| | couns.panents | mroumertat |
[Tz Jear s - -Tre[s nn [ wm | wm | wa | wa  Jigciea] || The paper |
[z [re[eoes[ s [ -] -] 0o [ na | wa | wma | wa  Jigo.ga] | | T e ]
[ 22 Joes[sJas[a -] -T s [ mwa | wa [ wa | wn  Tigsiga] oo i pusare s Tris pper |
[[a0 ] [afes sl -T-T 2] wa T wa | wa | wn | e | [ coves.pusans | Tris pager |
[ a2 Jaso[s[o[a[-T-T s [ mwa | wa [ wa | wa | e | [ covsr. putows | Tris paper |
[as Joswe 6] -] -Tree[ +] 16 [ mwa | wm | wa | W& | w6 | [ cows pateres | e paper |
Abrir en una ventana separada
Figura 7

Identificacion de clonotipos pablicos compartidos entre individuos infectados naturalmente y un
donante vacunado

Tabla que muestra todos los clonotipos publicos identificados. El uso de genes para cada clon o
longitud de CDRH3 se muestra en las columnas 2 o 3. Los perfiles de reactividad obtenidos de
fuentes publicadas se muestran con fines comparativos. El azul indica reactividad positiva,
mientras que el blanco indica que no se detect6 reactividad de union o neutralizacion. El gris
indica que el perfil de reactividad no se encontr6 en ninguna de las publicaciones y, por lo tanto,
se desconoce. Los isotipos de anticuerpos en cada grupo se enumeran en la octava columna. Si
el grupo contenia secuencias de individuos vacunados e infectados, se denotaba en amarillo. El
blanco se utilizé para los clonotipos que se compartieron solo entre individuos convalecientes
después de una infeccion natural.

Vete a:
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Discusion

El alto nimero de clonotipos publicos de células B identificados en la respuesta a la
infeccién por SARS-CoV-2 o la vacunacién es sorprendente. Muchos clonotipos
publicos se comparten entre individuos infectados y vacunados. Los clonotipos publicos
fueron inducidos por cada uno de los sitios antigénicos actualmente conocidos en la
proteina S y se encuentran tanto en los repertorios neutralizantes como no
neutralizantes. Algunos clonotipos en la respuesta compartida del SARS-CoV-2
aparecen preconfigurados en el estado de la linea germinal para reconocer epitopos S
particulares, y este reconocimiento probablemente esté impulsado por caracteristicas
estructurales particulares en S. En este estudio, comparamos las secuencias de mas de
14,000 secuencias de células B emparejadas que codifican anticuerpos contra la proteina
S del SARS-CoV-2. Probablemente, la disponibilidad de un gran nimero de secuencias
de genes de anticuerpos pareados de una multitud de donantes contribuy6 a nuestra
capacidad para identificar un nimero tan alto de clonotipos publicos de secuencia
pareada.

Se han identificado previamente varios clonotipos publicos neutralizantes, mas
comunmente clonotipos codificados por los genes de cadena pesada estrechamente
relacionados IGHV3-53, IGHV3-66 (Teetal. 2021 Yuanetal. 20202)  |GHV1-2 (Reppetal.2021)

e IGHV3-30 (Rebbiznietal. 2020) | g caracteristicas estructurales de estos clonotipos puablicos
probablemente impulsan la seleccion frecuente de tales clones, como la configuracion
canonica de los residuos aromaticos en el clonotipo publico IGHV1-58 +

IGHJ3 e IGKV3-20 + IGKJ1 que involucra el residuo SARS-CoV-2 RBD F486 (benaetal.
2021y | os miembros de este clonotipo publico, como COV2-2196, activan la RBD
utilizando predominantemente residuos codificados en la linea germinal tanto en la
Cadena pesada como en |a |igera (Donq etal., 2021; Kreer et al., 2020; Nielsen et al., 2020; Robbiani et al., 2020; Tortorici et al
2020) | g identificacion de clonotipos publicos de multiples donantes sugiere que estos
anticuerpos podrian contribuir a las respuestas humorales que median la proteccion si
aparecen no solo en las células B de memoria, sino también como anticuerpos de células
plasmaticas secretadas en el suero (Yeset2l.2020) ] 3 alta prevalencia de clonotipos
publicos provocados en el trimero S del SARS-CoV-2 puede contribuir a la alta eficacia
de las vacunas de ARNm codificantes en S en grandes poblaciones.

Si diversos individuos producen independientemente el mismo anticuerpo en respuesta
a un antigeno, podria haber una presidn selectiva constante y colectiva sobre ese
epitopo, lo que resulta en un alto potencial de variantes de escape en ese sitio. Por
ejemplo, aunque se han descrito clonotipos publicos codificados en IGHV3-53 e
IGHV3-66en numerosos individuos, la neutralizacion de estos anticuerpos se ve
afectada negativamente por las sustituciones K417N o K417T presentes en las variantes
de preocupacion del SARS-CoV-2 B.1.351 o P.1, respectivamente ( Yunetal. 2021) Sg
describi6 un caso similar para los anticuerpos codificados en IGHV1-2que se dirigen a
los anticuerpos codificados en RBD e IGHV1-24que se dirigen a la NTD. Estos
anticuerpos se encuentran en el suero de individuos convalecientes (Vessetal.2020) ‘perq |a
neutralizacion de estos anticuerpos se ve afectada negativamente para 501Y. V2
variante de virus (Wbmeretal. 2021) ‘| Jng posible explicacion de la presion selectiva que
condujo a la aparicion y propagacion de estas variantes es la inmunidad humoral
mediada por estos clonotipos publicos.

Los nuevos anticuerpos neutralizantes y protectores del clonotipo publico del grupo 3
descritos aqui se unen a la cara criptica de la RBD y compiten con el mAb CR3022 no
neutralizante del SARS-CoV-2. Los anticuerpos neutralizantes que se unen a la base

Comentado [MI1]: Parece que se habla de mimetismo
molecular en los clonotipos publicos, que pueden ser
ocupados por anticuerpos no neutralizante. ADE. Y
FACILITAN LA INFECCION.
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maés conservada de la RBD son de interés, porque estos sitios no se ven afectados en
gran medida por mutaciones comunes en las variantes de preocupacion, como E484K,
K417N y N501Y (venetal.2021) 'Es jmportante destacar que trabajos recientes han
identificado una variante B.1.1.7 con una delecion de residuos RBD 375-377. Esta
delecion interrumpe el epitopo de CR3022, pero parece ser funcionalmente tolerada
(Rennicketal. 2021y " Dehido a que los anticuerpos del grupo 3 comparten un epitopo similar,
con residuos criticos de COV2-2531 y C126 que son K378 y A372, pero con residuos
criticos adicionales de Y369, N370, F374 y P384 identificados para C126, esta delecion
podria abrogar la union de anticuerpos de este clonotipo publico. La caracterizacion de
anticuerpos del grupo 3 revela informacion adicional sobre la unién de anticuerpos a
epitopos similar a la de CR3022. La literatura publicada recientemente sugiere que
existe un umbral de avidez que afecta la neutralizacion de anticuerpos en la cara criptica
de la RBD (wuetal.2020) Plgnteamos la hipotesis de que las mejoras de afinidad a través de
la hipermutacién somaética juegan un papel importante en la capacidad de COV2-2531
para neutralizar, particularmente porque ni C126 ni el revierte de la linea germinal del
grupo 3 neutralizan el virus.

Hasta donde sabemos, no se han descrito clonotipos publicos especificos del dominio
S2. En este estudio, identificamos dos clonotipos publicos que se dirigen al dominio S2
del trimero S. Estos mAbs no neutralizan, pero reaccionan con proteinas S tanto del
SARS-CoV-2 como del SARS-CoV-1. Es probable que estos epitopos S2 sean el
objetivo de anticuerpos no neutralizantes en maltiples individuos después de la
infeccion o la vacunacion. Estudios previos han identificado epitopos ampliamente
inmunogénicos que se conservan en los dominios funcionales del dominio S2 del
trimero S2 del SARS-CoV-2, incluida la reactividad cruzada a los coronavirus
endémicos, y por lo tanto estos hallazgos tienen implicaciones importantes para el
disefio de anticuerpos y vacunas (Ladneretal.2021) | g region S2 del trimero S puede ser mas
capaz de reclutar células B de memoria preexistentes para diversos coronavirus, porque
el dominio S2 estd mas conservado para sitios funcionalmente importantes como las
regiones de repeticion heptad y el bucle de fusion (Andersonetal. 2021)

Proponemos que hay esencialmente cuatro clases de clonotipos publicos: (1)
clonadores publicos neutralizantes que se unen a sitios relativamente invariantes
en S, (2) clonotipos publicos neutralizantes que se unen a sitios que toleran una alta
variabilidad de secuencia, (3) clonotipos publicos no neutralizantes que se dirigen a
sitios relativamente invariantes, y (4) anticuerpos publicos no neutralizantes que se
dirigen a sitios variables. La primera clase de anticuerpos es probablemente la clase
mas protectora en una poblacion, porque estos mAbs neutralizan y reconocen residuos
que es poco probable que se mantengan con mutaciones debido a la pérdida de la
aptitud viral. Un ejemplo de esta clase serian los anticuerpos codificados igHV1-58-
como se describio anteriormente (Poneetel.2021) - Muchos clones publicos actualmente
identificados para el SARS-CoV-2 se clasifican en la segunda clase. Si bien estos clones
inicialmente ofrecen proteccion, esta propiedad podria perderse a medida que se ejerce
una presion selectiva generalizada sobre el virus en una regién con plasticidad genética
y estructural. Aqui se discutieron ejemplos de este grupo, como los anticuerpos
codificados IGHV3-53- e IGHV3-66que se dirigen a la RBD (Yunetal.2021) - Aqyjj,
describimos tres nuevos clonotipos publicos después de la infeccion natural (grupos 1, 2
y 3) y un total de 29 nuevos clonotipos después de la vacunacién con ARNm. Los
grupos de clonotipos publicos 1y 2 pertenecen a la tercera clase de anticuerpos
descritos aqui (anticuerpos no neutralizantes que se dirigen a sitios invariantes), y los
anticuerpos publicos del grupo 3 del clonotipo caen en la segunda clase (clonotipos
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publicos neutralizantes que se unen a sitios variables). Los futuros clonotipos publicos
del SARS-CoV-2 podrian unrse a este esquema de cuatro cuadrantes para comprender
mejor cémo los clonotipos publicos contribuyen a la inmunidad humoral contra la
COVID-19.

Comprender la respuesta de anticuerpos que se comparte entre los individuos
convalecientes y vacunados también serd de interés continuo a medida que aumente el
porcentaje de individuos vacunados ante la aparicion de nuevas variantes virales
preocupantes. La comprension de los epitopos virales que inducen anticuerpos
protectores en maltiples individuos tiene implicaciones para predecir las respuestas mas
comunes a las nuevas vacunas en grandes poblaciones. La aparicion de variantes del
SARS-CoV-2 con mutaciones adquiridas en epitopos para anticuerpos neutralizantes,
incluidos los regimenes de anticuerpos actualmente autorizados para EUA, es motivo de
preocupacion (Cellieretal. 2021; Teqally etal. 2020; Weng etal.. 20212, 2021b) - N yestros analisis de clonotipos
publicos después de la infeccion natural y la vacunacion y sus objetivos de epitopo
compartidos pueden predecir sitios de futuros cambios antigénicos importantes en el
trimero S.

Vete a:

STARMétodos

Tabla de recursos clave

REACTIVO o RECURSO FUENTE IDENTIFICADOR

Anticuerpos

COV2-2196 Zost et al., 2020a N/A
COV2-2130 Zost et al., 2020a N/A

COV2-2490 Zost et al., 2020b N/A
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REACTIVO o RECURSO

FUENTE

IDENTIFICADOR

COV2-2676 Zost et al., 2020b N/A
CR3022 Dingens et al., 2020 | N/A
r2D22 Smith et al., 2012 N/A
COV2-2002 Este documento N/A
COV2-2333 Este documento N/A
COV2-2164 Este documento N/A
CnC2t1pl_B10 Kreer et al., 2020 N/A
COV2-2531 Este documento N/A
C126 Robbiani et al. N/A

2020

Cabra anti-humana IgG Fc, Anuncios

multiespecie-HRP

Biotecnologia del
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Modelo: 2014-05
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REACTIVO o0 RECURSO FUENTE IDENTIFICADOR
Cabra anti-humana IgG Alexa Fluor Invitrégeno Modelo: A-21445
647
Enzima convertidor de angiotensina-2, | Sigma-Aldrich Modelo: SAE0064
ACE-2
Monoclonal ANTI-FLAG M2- Sigma-Aldrich Modelo: A8592
Peroxidasa HRP
Anticuerpo anti-S2 1A9 Genetex Modelo: GTX632604

Cepas bacterianas y de virus

VSV-SARS-CoV-2 Caso et al., 2020b N/A
VSV-SARS-CoV-2 D614G Caso et al., 2020b N/A
VSV-SARS-CoV-1 Caso et al., 2020b N/A
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REACTIVO o RECURSO

FUENTE

IDENTIFICADOR

SARS-CoV-2 D614G Plante et al., 2021 N/A
SARS-CoV-2 (cepa 2019 n- Recursos de NR52281
CoV/USA_WA1/2020) CDC/BEI

SARS-CoV-2 (aislado B.1.1.7) Chen et al., 2021 N/A
SARS-CoV-2 (aislado B.1.429) Chen et al., 2021 N/A
SARS-CoV-2 (aislado B.1.1.298) Chen et al., 2021 N/A
SARS-CoV-2 (aislado B.1.1.28) Chen et al., 2021 N/A
Muestras biolégicas

Plasmablastos de un vacunado contra | Este documento N/A

el SARS-CoV-2
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REACTIVO o RECURSO

FUENTE

IDENTIFICADOR

Productos quimicos, péptidos y proteinas recombinantes

SARS-C0V-2 S6Pecto Greaney et al., 2021 | N/A

Avidina-peroxidasa Sigma Modelo: A3151

Solucién de sustrato Ultra TMB- Thermo Fisher Modelo: 34029

ELISA de 1 paso Cientifico

Medio de expresiéon ExpiCHO Thermo Fisher Modelo: A2910001
Cientifico

Medio de expresion FreeStyle 293 Thermo Fisher Modelo: 1238002
Cientifico

Suero fetal bovino, 1gG ultra baja Thermo Fisher Modelo: 16250078

Cientifico



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8352653/#bib70

REACTIVO o RECURSO

FUENTE

IDENTIFICADOR

EZ-Link NHS-PEG4-Biotina, formato

sin pesaje

Thermo Fisher

Cientifico

Modelo: A39259

FabALACTICA® Kit Fab

Genovis

Modelo: A2-AFK-025

Solucién de bloqueo de biotina

BioLock

IBA Ciencias de la
Vida

Modelo: 2-0205-050

Formiato de uranilo

EMS

Modelo: CF400-CU-50

Datos depositados

Deposicion de archivo de lectura de
secuencia para los clonotipos publicos

identificados

Este documento

NCBI: PRINA511481

Secuencias pareadas de plasmablastos
de cadena pesada y ligera, que se

identificaron como clonotipos

Este documento

Numeros de acceso de
GenBank MZ555491 a través
de MZ555628



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MZ555491
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MZ555628

REACTIVO o RECURSO FUENTE IDENTIFICADOR

publicos, después de la vacunacion

con ARNm

Secuencias de COV2-2164 Este documento NUmeros de acceso de

GenBank MZ555629 y MZ555630

Modelos experimentales: Lineas celulares

Mono: Vero E6 Coleccién American | CRL-1586, RRID: CVCL_0574

Type Culture

Mono: Vero E6 +TMPRSS2 Laboratorio de N/A
diamantes
Mono: Vero E6 + ACE2 + TMPRS22 | A. Creangay B. N/A

Graham (Centro de
Investigacion de

Vacunas, NIH)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MZ555629
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MZ555630

REACTIVO o RECURSO

FUENTE

IDENTIFICADOR

Mono: Vero CCL-81

Coleccién American

Type Culture

CCL-81; RRID: CVCL_0059

Mono: Vero Furin Mukherjee et al. N/A
2016

Mono: MA104 Coleccion American | CRL-2378.1
Type Culture

Calu-3 Laboratorio Thorne | N/A

Hamster: ExpiCHO-S

Thermo Fisher

Cientifico

Cat# A29127, RRID: CVCL_5J31

Humano: FreeStyle 293-F

Thermo Fisher

Cientifico

Gato# R79007, RRID: CVCL_D603

Humano: HEK293T Coleccién American | CRL-3216
Type Culture
Humano: HEK293T + ACE2 Laboratorio de N/A

diamantes
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REACTIVO o RECURSO

FUENTE

IDENTIFICADOR

Humano: HEK293

Coleccién American

Type Culture

CRL-1473

Modelos experimentales: Organismos/Cepas

Ratén: B6. Cg-Tg(K18-
ACEZ2)2Primn/J

Laboratorio Jackson

Cat# 034860; RRID:
IMSR_JAX:03486

ADN recombinante

Plasmido: pTwist-CMV S6Pecto Greaney et al., 2021 | N/A
Plasmido: pTwist-mCis_G1 COV2- Zost et al., 2020a N/A

2196
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REACTIVO o RECURSO

FUENTE

IDENTIFICADOR

Plasmido: pTwist-mCis_G1 COV2- Zost et al., 2020a N/A
2130
Plasmido: pTwist-mCis_G1 COV2- Zost et al., 2020b N/A
2490
Plasmido: pTwist-mCis_G1 COV2- Zost et al., 2020b N/A
2676
Plasmido: pTwist-mCis_G1 rCR3022 | Dingens et al., 2020 | N/A
Plasmido: pTwist-mCis_G1 r2D22 Smith et al., 2012 N/A
Plasmido: pTwist-mCis_G1 COV2- Este documento N/A
2002
Plasmido: pTwist-mCis_G1 COV2- Este documento N/A
2333
Plasmido: pTwist-mCis_G1 COV2- Este documento N/A

2164
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REACTIVO o RECURSO

FUENTE

IDENTIFICADOR

Plasmido: pTwist-mCis_G1 Kreer et al., 2020 N/A
CnC2tlpl_B10

Plasmido: pTwist-mCis_G1 COV2- Este documento N/A
2531

Plasmido: pTwist-mCis_G1 C126 Robbiani et al. N/A

2020

Software y algoritmos

RTCA version 2.1.0 Acea Biociencias, Software RTCA, RRID: SCR 014821
Inc.

Serie EM 3.7 D.N. Mastronarde SerialEM, RRID: SCR_017293

Topacio 0.2.3 Bepler et al. Topacio

2019, Bepler et al.
2020
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8352653/#bib36
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8352653/#bib36
http://rridsoftware:SCR_014821/
http://rridsoftware:SCR_017293/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8352653/#bib72
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8352653/#bib72
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8352653/#bib73
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8352653/#bib73

REACTIVO o RECURSO

FUENTE

IDENTIFICADOR

UCSF Quimera 1.14

Pettersen et al.

2004

UCSF Quimera, RRID: SCR_004097

Cryosparc 3.0.0 Punjani et al., 2017 | RRID: SCR_016501
FlowJo FlowJo, LLC v10
Canalizacion computacional para el Este documento Zenodo;

andlisis de clustering

DOI 10.5281/zenodo.5150784

Script para crear mapas de calor

Este documento

Zenodo;

DOI 10.5281/zenod0.5150784

Script PyIR utilizado para determinar

las caracteristicas de secuencia de cada

Este documento

Zenodo;

DOI 10.5281/zenod0.5150784

anticuerpo

Prisma GraphPad GraphPad v 9.0.0
Software iQue® Forecyt® Sartorio N/A
Patologia digital del nanozoémero Hamamatsu v2
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REACTIVO o RECURSO

FUENTE

IDENTIFICADOR

Otro

Analizador XxCELLigence RTCA MP Acea Biociencias, N/A

Inc.
XCELLigence E-Plate 96 placas de Acea Biociencias, Cat# 300601010
cultivo celular PET Inc.
Sistema de cromatografia pura AKTA | GE Healthcare N/A

Ciencias de la Vida
Apilador de microplacas Biostack BioTek N/A
Microscopio electrénico FEI TF20 con | Thermo Fisher N/A

camara CCD Gatan US4000 4k x 4k

Cientifico

Columna StrepTrap HP

GE Healthcare

Ciencias de la Vida

N° de gato 28-9075-48




REACTIVO o RECURSO FUENTE IDENTIFICADOR
Rejillas EM de cobre de 400 mallas Servicios de Cat# 22451
microscopia
electrénica
Lavadora dispensadora EL406 BioTek N/A

Columna HisTrap Excel

GE Healthcare

Ciencias de la Vida

Cat# 17-3712-06

Columna HiTrap MabSelect SuRe 5

mL

GE Healthcare

Ciencias de la Vida

Cat# 29-0491-04

Intellicyt iQue Screener Plus

Sartorio

N/A

ImmunoSpot S6 Plate Imager

Tecnologia Celular

Limitada

N/A

Disponibilidad de recursos

Contacto con el cliente potencial

Abrir en una ventana separada

La informacion adicional y las solicitudes de recursos y reactivos deben dirigirse y
seran cumplidas por el contacto principal, James. E. Crowe, Jr.

(james.crowe@vumec.orq)

Disponibilidad de materiales

Los materiales descritos en este documento estan disponibles para su distribucion para
uso sin fines de lucro utilizando documentos con plantillas de la Asociacion de Gerentes
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http://mailto:james.crowe@vumc.org/

de Tecnologia Universitaria "Toolkit MTAs", disponibles en: https://autm.net/surveys-
and-tools/agreements/material-transfer-agreements/mta-toolKit.

Modelo experimental y detalles del tema

Participantes de la investigacion

Estudiamos a tres pacientes (paciente 2 [mujer de 52 afios], 3 [hombre de 56 afios] y 4
[mujer de 56 afios]) en América del Norte con infecciones sintomaticas de SARS-CoV-
2 confirmadas por laboratorio que hemos descrito anteriormente (Zestetal. 20200)
Estudiamos a un paciente (varén de 59 afios) que recibi6 la vacuna de Pfizer-BioNTech.
Los estudios fueron aprobados por la Junta de Revision Institucional del Centro Médico
de la Universidad de Vanderbilt.

Lineas celulares

Las células Vero E6 (ATCC, CRL-1586) se mantuvieron a 37°C en CO al 5%; en el
medio esencial minimo (DMEM) de Dulbecco que contiene 10% de suero fetal bovino
inactivado con calor (FBS), 10 mM HEPES pH 73, 1 mM de piruvato de sodio, 1 x
aminoacidos no esenciales y 100 U/mL de penicilina-estreptomicina. Las células
ExpiCHO (Thermo Fisher Scientific, A29127) se mantuvieron a 37°C en 8% de CO; en
medio de expresion ExpiCHO (Thermo Fisher Scientific, A2910002). Las pruebas de
micoplasma de lineas celulares se realizaron mensualmente utilizando un kit de
deteccion de micoplasma basado en PCR (ATCC, 30-1012K), con resultados negativos
en cada prueba. Las células calu-3 (ATCC, HTB-55) se mantuvieron a 37°C en CO al
5%. en DMEM con alto contenido de glucosa y L-glutamina (GIBCO 11965092), que
contiene suero fetal bovino inactivado al 10% de calor (FBS) y 100 U/ml de penicilina-
estreptomicina. Células Vero-TMPRSS2 (znaetal.2020) g cultivaron a 37°C en el medio
Eagle modificado (DMEM) de Dulbecco suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS), 10 mM HEPES pH 7.3, 1 mM piruvato de sodio, 1 x amino&cidos no esenciales,
100 U/mL de penicilina-estreptomicina y 5 pg/mL de blasticidina.

Virus

La generacién de una proteina VSV S que expresa SARS-CoV-2 S competente para la
replicacion con una delecion C-terminal de 21 amino4cidos que reemplaza a la proteina
VSV G (VSV-SARS-CoV-2) se describi¢ anteriormente (Caeetal.20200) | virus VSV que
expresa la proteina S se propagd en monocapas de cultivo celular MA104 (mono verde
africano, ATCC CRL-2378.1) (Cascetal.20200) ] 33 existencias virales se titularon en
cultivos monocapa de células Vero E6 mediante la visualizacion de placas de VSV
utilizando tincién roja neutra. VSV-SARS-CoV-2/D614G fue introducido por
mutagénesis dirigida al sitio. El aislado 2019n-CoV/USA_WA1/2019 de SARS-CoV-2
se obtuvo de los Centros para el Control de Enfermedades (CDC) de EE. Las
poblaciones infecciosas se propagaron inoculando células Vero CCL81. El sobrenadante
fue ali cotizado y almacenado a -80°C. El grupo de la Universidad de Arizona obtuvo el
aislado USA-WA1/2020 de SARS-CoV-2 de WRCEVA. El stock de virus de paso
temprano se genero por un solo pasaje en Vero CCL81 durante 48 h. El lisato celular
infectado y el sobrenadante de cultivo se combinaron, se sometieron a una congelacion-
descongelacion y luego se centrifugaron a restos de células de pellets. El stock se tituld
a ~3 x10° PFU/mL mediante ensayo de placa estandar en células Vero CCL81. La
secuenciacion de nanoporos de estos primeros pasajes confirmé que la secuencia del
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genoma era idéntica a la secuencia GenBank WA1/2020 (MN985325.1), sin mutaciones
en el sitio de escision de la furina espiga. Todo el trabajo con EL SARS-CoV-2
infeccioso se realizo en instalaciones BSL3 o A-BSL3 aprobadas por el Comité
Institucional de Bioseguridad en la Facultad de Medicina de la Universidad de
Washington o la Universidad de Arizona, utilizando respiradores de aire de presion
positiva apropiados y equipos de proteccion. Las cepas recombinantes WA1/2020 con
sustituciones (D614G o N501Y/D614G) o un gen de espiga quimérica (B.1.1.28) se
obtuvieron a partir de un clon infeccioso de ADNc de la cepa 2019n-
CoV/USA_WA1/2020, como se describié anteriormente (Plareetal.2021) ] os aislados
B.1.1.7, B.1.429 y B.1.1.298 se obtuvieron a partir de hisopos nasofaringeos, y todos los
virus se pasaron una vez en las células Vero-TMPRSS2 y se sometieron a secuenciacion
de préxima generacion como se describi6 anteriormente (Chenetal.2021) para confirmar la
introduccion y estabilidad de las sustituciones. Las sustituciones para cada variante
fueron las siguientes: B.1.1.7: supresion de 69 y 70 y 144 y 145, N501Y, A570D,
D614G, P681H, T7161, S982A y D1118H; B.1.1.28: L18F, T20N, P26S, D138Y,
R190S, K417T, E484K, N501Y, D614G, H655Y y T10271; B.1.429: S13I, W152C,
L452R y D614G; B.1.1.298: supresion de 69 y 70, Y453F, D614G, 1692V y M1229I.
Todos los experimentos con virus se realizaron en una instalacion aprobada de nivel 3
de bioseguridad.

Detalles del método

Agrupacion en cllsteres para la identificacion de clonotipos publicos

Se obtuvieron conjuntos de secuencias pareadas de genes de anticuerpos disponibles
pubncamente (Brouwere\ al., 2020; Kreer et al., 2020; Liu et al., 2020; Rogers et al., 2020; Seydoux et al., 2020; Wec et al., 2020; Zost et al.
2020) Junto con las secuencias derivadas de este articulo, los clonotipos publicos se
determinaron por similitudes genéticas de secuencias de anticuerpos utilizando el
siguiente esquema de agrupacion. Las secuencias fueron primero encuadernadas por los
mismos genes V y J de cadena pesada. Las siguientes secuencias se agruparon de
acuerdo con una similitud de secuencia del 70% en su secuencia de nucledtidos
CDRH3. Por ultimo, las secuencias se unieron de nuevo si utilizaban los mismos genes
V y J de cadena ligera. Se determin6 que los grupos de secuencias que contenian
secuencias de dos 0 mas donantes eran clonotipos publicos. Esta agrupacién nos
permitio identificar un total de 11 clonotipos publicos, tres de los cuales no habian sido
descritos previamente. A continuacién se muestra el nimero de secuencias que
derivamos de cada publicacion.

Publicacion NuUmero de secuencias Namero de clonotipos publicos que

identificadas son reactivos al SARS-CoV

Liu et al., 2020, Naturaleza 19
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Publicacion NuUmero de secuencias NUmero de clonotipos publicos que

identificadas son reactivos al SARS-CoV
Kreer et al., 2020, Cell 18
Robbiani et al. 533 2
2020, Naturaleza
Rogers et al., Ciencia 2020 33 1
Seydoux et al. 32
2020, Inmunidad
Brouwer et al., 2020, Ciencia 84
Hansen et al., 2020, Ciencia 8
Wec et al., 2020, Ciencia 54
Zost et al., 2020b, Medicinade 389 4

la Naturaleza

Generacion de mapas de calor

Todas las secuencias que se identificaron como clonotipos publicos se analizaron con
PyIR (seretal.2020) narg jdentificar los genes V y J. Se conto el nimero de secuencias con
los genes V y J correspondientes en las cadenas pesadas y ligeras. Estos recuentos de
frecuencia se trazaron en el mapa de calor utilizando Python Seaborn Library.
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Produccién y purificacion de anticuerpos

Las secuencias de mAbs se sintetizaron utilizando una plataforma de sintesis rapida de
aDNc de alto rendimiento (Twist Bioscience) y posteriormente se clonaron en un vector
de expresion monocitrdnica IgG1 (designado como pTwist-mCis_G1) para la secrecion
de mAb del cultivo celular de mamiferos. Este vector contiene una secuencia 2A
mejorada y un enlazador GSG que permite la expresion simultanea de genes mAb de
cadena pesada y ligera a partir de una sola construccidn tras la transfeccion (Ciaetal. 2015)
Realizamos transfecciones de cultivos celulares ExpiCHO utilizando el sistema de
expresion GIBCO ExpiCHO vy el protocolo para tubos mini biorreactores de 50 ml
(Corning) segun lo descrito por el proveedor. Los sobrenadantes de cultivo se
purificaron utilizando HiTrap MabSelect SuRe (Cytiva, anteriormente GE Healthcare
Life Sciences) en un sistema de cromatografia de proteinas paralelas de 24 columnas
(Protein Biosolutions). Los anticuerpos monoclonales purificados se intercambiaron en
PBS, se concentraron utilizando unidades de filtro centrifugo Amicon Ultra-4 de 50 kDa
(Millipore Sigma) y se almacenaron a 4 ° C hasta su uso.

Expresion y purificacion del dominio de unién al receptor recombinante
(RBD) de la proteina SARS-CoV-2 S

Para la microscopia electrénica de la proteina S en complejo con formas Fab de mAbs
humanos, expresamos una variante de S6P.«, proteina que contiene una etiqueta C-
terminal Twin-Strep,tag, similar a la descrita anteriormente (2estetel.20200) | 3 proteina
expresada se incub6 con BioLock (IBA Lifesciences) y luego se aislé mediante
cromatografia de afinidad Strep-tag en columnas StrepTrap HP (GE Healthcare),
seguida de cromatografia de exclusién de tamafio en TSKgel G4000SWXL (TOSOH) si
€s necesario.

Ensayos de unién ELISA

Los pozos de placas de microtitulacion de 384 pozos se recubrieron con SARS-CoV-2
S6P recombinante purificadOeo, SARS-CoV-2 RBD 0 SARS-CoV S2P., a 4°C durante
la noche. Las placas se bloquearon con leche seca sin grasa al 2% y suero de cabra
normal al 2% en DPBS que contenia Tween-20 al 0,05% durante 1 h. Todos los
anticuerpos se diluyeron a una concentracion de 0,4 pg/ml para los anticuerpos maduros
0 5 pg/ml para los anticuerpos revertidos de la linea germinal. Los anticuerpos se
diluyeron en diluciones dobles hasta que ya no se detecté la union. Se detectaron
anticuerpos unidos utilizando IgG antihumana de cabra conjugada con peroxidasa de
rabano picante y sustrato de TMB. La reaccion se apag6 con acido clorhidrico 1N una
vez que se desarroll6 el color. La absorbancia se midié a 450 nm utilizando un
espectrofotdmetro (Biotek).

Ensayo de visualizacion de antigenos de superficie celular

Las monocapas de células verograficas se monitorizaron hasta un 80% de confluencia y
luego se inocularon con VSV-SARS-CoV-2 V (cepa WA1/2020) a un MOl de 0,5 en
medio de cultivo (DMEM con 2% FBS). Para un matraz T-225, se agregaron 10 ml de
virus VSV-SARS-CoV-2 diluido a la monocapa, luego se incubaron durante 40 min.
Durante la incubacidn, el matraz se balanced suavemente hacia adelante y hacia atras
cada 10 minutos para garantizar una infeccion uniforme. Después, la incubacion del
volumen del matraz se remat6 a 30 ml con un 2% de FBS que contenia DMEM y se
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incubd durante 14 h. Las células fueron monitoreadas para CPE bajo un microscopio,
fueron tripsinizadas y lavadas en tampon de clasificacion celular activada por
fluorescencia (FACS). Se sembraron 100.000 células infectadas por pozo para tefirse
con los anticuerpos respectivos. Todos los anticuerpos se diluyeron a 10 pg / ml en el
tampdn FACS, y luego se diluyeron en serie 3 veces 7 veces para tefiir los anticuerpos
que reaccionan a la proteina S mostrada en la superficie celular. Las células infectadas
se resuspendieron en 50 pL de anticuerpo diluido. La union a anticuerpos se detecté con
anticuerpos secundarios marcados con Alexa Fluor-647 anti-1gG. Las células se
analizaron en un citémetro iQue para la tincién primero mediante la formacion de
identificar las células infectadas segun lo indicado por las células GFP positivas, y
luego se fijaron para la unidn secundaria de anticuerpos.

Ensayo de neutralizacién de andlisis celular en tiempo real (RTCA)

Para determinar la actividad neutralizante de los anticuerpos purificados o del suero
humano, utilizamos el ensayo de andlisis celular en tiempo real (RTCA) en un
analizador xCELLigence RTCA MP Analyzer (ACEA Biosciences Inc.) que mide el
efecto citopatico inducido por virus (CPE) (Gilchuk etal. 2020; Suryadevara etal.. 2021; Zost et al.. 2020b)
Brevemente, se agregaron 50 pL de medio de cultivo celular (DMEM suplementado con
2% FBS) a cada pozo de una placa E de 96 pozos para obtener una lectura de fondo. Se
se seerd una suspension de 18.000 células Vero en 50 uL. de medio de cultivo celular en
cada pozo, y se coloco la placa en el analizador. Las mediciones se tomaron
automaticamente cada 15 minutos, y los sensogramas se visualizaron utilizando el
software RTCA version 2.1.0 (ACEA Biosciences Inc). SARS-CoV-2 S VSV, SARS-
CoV-2 S D614G VSV 0 SARS-CoV-1 (~0.02 MOI, ~120 PFU por pozo) se mezcl6 1:1
con una dilucidn respectiva de mAb o suero humano inactivado por calor en un
volumen total de 100 uL. usando DMEM suplementado con 2% FBS como diluyente e
incubado durante 1 h a 37 °C en 5% de CO,. A las 16 h después de sembrar las células,
las mezclas virus-mAb se agregaron en réplicas a las células en placas E de 96 pozos.
Se incluyeron como controles los pozos triplicados que contenian virus solamente (CPE
méaximo en ausencia de mAb) y los pozos que contenian solo células Vero en medio
(pozos sin CPE). Las placas se midieron continuamente (cada 15 min) durante 48 h para
evaluar la neutralizacion del virus. Los valores del indice celular (IC) normalizado en el
punto final (48 h después de la incubacion con el virus) se determinaron utilizando el
software RTCA version 2.1.0 (ACEA Biosciences Inc.). Los resultados se expresan
como porcentaje de neutralizacion en presencia de mAb respectivos en relacién con los
pozos de control sin valores de CPE menos IC de los pozos de control con CPE
méaximo. RTCA ICs los valores se determinaron mediante analisis de regresion no
lineal utilizando el software Prism.

ELISA vinculante para la competencia

Los pozos de placas de microtitulacion de 384 pozos se recubrieron con SARS-CoV-2
S6P recombinante purificado.., proteina a 4°C durante la noche. Las placas se
bloguearon con albimina sérica bovina (BSA) al 2% en DPBS que contenia 0,05%
Tween-20 durante 1 h. Cada anticuerpo se diluy6 a una concentracion de 10 pg/ml. A
continuacion, los anticuerpos biotinilados se diluyeron a 2,5 pg/ml y se afiadieron a la
solucion primaria de anticuerpos sin lavar la placa a una concentracion final de 0,5
pg/ml. La union a anticuerpos biotinilados se detectd con avidina conjugada con
peroxidasa de rabano picante (Sigma) y se desarrolld con TMB. La reaccion se apagd
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con &cido clorhidrico 1N una vez que se desarrollé el color. La absorbancia se midi6 a
450 nm utilizando un espectrofotémetro.

Ensayo de bloqueo ACE2

Los pozos de placas de microtitulacion de 384 pozos se recubrieron con SARS-CoV-2
S6P recombinante purificado.., proteina a 4°C durante la noche. Las placas se
bloquearon con leche en polvo sin grasa al 2% en DPBS que contenia 0.05% Tween-20
durante 1 h. Cada anticuerpo se diluy6 a una concentracion de 10 pg/ml. A
continuacion, la proteina ACE2 humana recombinante con una etiqueta FLAG C-
terminal se diluy6 a 2 pg / ml y se agregd a la solucion de anticuerpos sin lavar la placa
a una concentracion final de ACE2 de 0.4 ng / ml. La union a ACE2 se detecto
utilizando anticuerpos anti-FLAG conjugados con HRP y se desarrollé con sustrato
TMB. La reaccion se apag6 con acido clorhidrico 1 N una vez que se desarroll6 el color.
La absorbancia se midi6 a 450 nm utilizando un espectrofotémetro.

Ensayo de neutralizacién por tincién de dsRNA

Las células Calu-3 se sembraron a 5.000 células por pozo en placas negras
SCREENSTAR de 384 pozos (Greiner) y se les permitié adherirse durante la noche.
Luego, las células fueron tratadas con anticuerpos en 12 concentraciones que abarcan de
5,65 x 10° pg/mL a 10 pg/mL y transferidos inmediatamente a una instalacion BSL-3
donde fueron inoculados con SARS-CoV-2 a un MOI aproximado de 1 PFU/célula en
medio de 50 pL, e incubados durante 48 h. Al final de la incubacion, las placas se
sumergieron en PBS con solucién de paraformaldehido al 4% y sacarosa al 4% durante
30 minutos para fijar. Las células luego se permeabilizaron con Triton X-100 / PBS al
0.2% durante 10 min y se bloquearon con BSA / PBS al 5% durante 1 h. La solucién
primaria de anticuerpos anti-dsRNA (Scicons #10010500) a una dilucion de 1: 1,000 se
coloco en las células durante la noche a 4 ° C. Las células se lavaron con 0.1% Tween-
20/ PBS (PBST) tres veces y las placas se incubaron con anticuerpo secundario anti-
raton de cabra Alexa Fluor-546 marcado con dilucion 1: 1,000 (Thermo Fisher
Scientific) durante 2 h a temperatura ambiente en la oscuridad. Las placas se lavaron
tres veces con PBST y se incubaron con DAPI durante 30 minutos a temperatura
ambiente en la oscuridad. Luego se fotografio las placas con microscopia fluorescente
en un sistema de microscopia automatizada Nikon Eclipse TI2 con un objetivo de 20 x.
Se tomaron imagenes de seis fotogramas por pozo y la intensidad de fluorescencia de
dsRNA, normalizada al recuento de células por DAPI, se midié mediante el software de
imagenes Nikon Elements.

Prueba de neutralizacion de reduccion de enfoque

Las diluciones seriadas de mADs (a partir de una dilucion de 10 pg/mL) se incubaron
con 100 FFU de diferentes cepas de SARS-CoV-2 durante 1 h a 37 °C. Se agregaron
complejos anticuerpo-virus a monocapas celulares Vero-TMPRSS2 en placas de 96
pozos y se incubaron a 37 °C durante 1 h. Posteriormente, las células se superpusieron
con metilcelulosa al 1% (p/v) en MEM. Las placas se recogieron 30 h mas tarde
mediante la eliminacién de superposiciones y se fijaron con 4% de PFA en PBS durante
20 min a temperatura ambiente. Las placas se lavaron e incubaron secuencialmente con
un grupo oligoclonal de SARS2-2, SARS2-11, SARS2-16, SARS2-31, SARS2-38,
SARS2-57 y SARS2-71 (Caoetal. 20202) gnticuerpos anti-S e 1gG anti-raton de cabra
conjugada con HRP (Sigma, 12-349) en PBS suplementado con saponina al 0,1% y
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alblmina sérica bovina al 0,1%. Los focos celulares infectados por SARS-CoV-2 se
visualizaron utilizando sustrato de peroxidasa TrueBlue (KPL) y se cantidadron en un
microanalizador ImmunoSpot (Cellular Technologies).

Experimentos con ratones

Los estudios en animales se llevaron a cabo de acuerdo con las recomendaciones de la
Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de los Institutos Nacionales de
Salud. Los protocolos fueron aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso
de Animales de la Facultad de Medicina de la Universidad de Washington (nimero de
garantia A3381-01). Las inoculaciones del virus se realizaron bajo anestesia que fue
inducida y mantenida con clorhidrato de ketamina y xilazina, y se hicieron todos los
esfuerzos para minimizar el sufrimiento de los animales. Ratones heterocigotos K18-
hACE c57BL/6J (cepa: 2B6. Cg-Tg(K18-ACE2)2PrImn/J) se obtuvieron del
Laboratorio Jackson. Los animales fueron alojados en grupos y alimentados con dietas
estandar de chow. Un dia antes de la infeccién, los ratones recibieron una dosis Unica de
200 pg de COV2-2351 o COV2-2164 por inyeccion intraperitoneal. A ratones de ocho a
nueve semanas de edad se les administré 103 PFU del SARS-CoV-2 por administracion
intranasal.

Medicion de la carga viral en tejidos de raton

Los tejidos se pesaron y homogeneizaron con perlas de zirconia en un instrumento
MagNA Lyser (Roche Life Science) en 1.000 pL de medio DMEM suplementado con
FBS inactivado por calor al 2%. Los homogeneizados de tejidos se clarificaron
mediante centrifugacién a 10.000 rpm durante 5 min y se almacenaron a -80 °C. El
ARN se extrajo utilizando el kit de aislamiento de ARN total MagMax mirVana
(Thermo Fisher Scientific) en el robot de extraccion Kingfisher Flex (Thermo Fisher
Scientific). El ARN se transcribi6 y amplificd inversamente utilizando el kit de 1 paso
de ARN a TC de TagMan (Thermo Fisher). La transcripcion inversa se llevo a cabo a
48 °C durante 15 minutos seguido de 2 min a 95 °C. La amplificacion se realizé durante
50 ciclos de la siguiente manera: 95 ° C durante 15 sy 60 ° C durante 1 min. El nimero
de copias de ARN del gen N del SARS-CoV-2 en muestras se determiné mediante un
ensayo publicado previamente (Cacetal.20202)  Breyemente, un ensayo TagMan fue
disefiado para apuntar a una region altamente conservada del gen N (cebador delantero:
ATGCTGCAATCGTGCTACAA; Imprimacidn inversa: m
GACTGCCGCCTCTGCTC; Sonda: /56-
FAM/TCAAGGAAC/ZEN/AACATTGCCAA/3IABKFQ/). Esta region se incluyé en
un estandar de ARN para permitir la determinacién del nimero de copias hasta 10
copias por reaccion. La mezcla de reaccion contenia concentraciones finales de
cebadores o sondas de 500 0 100 nM, respectivamente.

Preparacién, obtencion de imagenes y procesamiento de muestras y
rejillas de microscopia electronica de S6P...—Complejos fab

Los Fabs se produjeron mediante la digestion de 1gG purificadas por cromatografia
recombinante utilizando la enzima proteasa de cisteina inmovilizada con resina
(FabALACTICA, Genovis). La digestion se produjo en 100 mM de fosfato de sodio y
150 mM de NaCl pH 7.2 (PBS) durante alrededor de 16 h a temperatura ambiente. Para
eliminar el Fc escindido de la IgG intacta, la mezcla de digestion se incubd con resina
CaptureSelect Fc (Genovis) durante 30 min a temperatura ambiente en tampon PBS.
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Para la deteccion y la obtencion de imégenes del SARS-CoV-2 S6P tefiido
negativamente.., proteina en complejo con Fabs humanos, las proteinas se incubaron en
una proporcion molar Fab:S de 4:1 durante aproximadamente 1 h a temperatura
ambiente o durante la noche a 4°C. Aproximadamente 3 pL de la muestra a
concentraciones de aproximadamente 10 a 15 pg / ml se aplicaron a una rejilla
descargada con resplandor con pelicula de carbono continua en 400 rejillas de
microscopia electrénica de cobre de malla cuadrada (Electron Microscopy Sciences).
Las rejillas se tifieron con formiato de uranilo al 0,75% (Chietal.2004) | a5 imagenes se
grabaron en una cdmara GAtan US4000 4k x 4k CCD utilizando un microscopio
electrénico de transmision FEI TF20 (TFS) operado a 200 keV y control con Serial EM.
Todas las imagenes se tomaron a 50.000 x aumento con un tamafio de pixel de 2,18 A
por pixel en modo de dosis baja a un desenfoque de 1,5 a 1,8 um. La dosis total para las
micrografias fue de alrededor de 30 e— por A2 El procesamiento de imagenes se realizé
utilizando el paquete de software cryoSPARC. Se importaron imagenes, se estim6 CTF
y se recogieron particulas. Las particulas se extrajeron con un tamafio de caja de 256
pixeles y se unieron a 128 pixeles (tamafio de pixel de 4,36 A / pix) y se realizaron
promedios de clase 2D.

Mapeo de anticuerpos en epitopos mediante escaneo de alanina

El mapeo de epitopos se realiz6 esencialmente como se describi6 anteriormente (Pavidsony
boranz, 2014) ytilizando las bibliotecas de mutaciones de mutagénesis de la proteina S RBD
del SARS-CoV-2 (cepa Wuhan-Hu-1) y la mutagénesis de escopeta S2, realizadas
utilizando una construccion de expresion de longitud completa para la proteina S. 184
residuos de la RBD (entre los residuos S 335y 526), y 513 residuos S2 (entre los
residuos 689 —1247) fueron mutados individualmente a alanina, y los residuos de
alanina a serina. Las mutaciones se confirmaron mediante secuenciacion del ADN, y los
clones se agruparon en una placa de 384 pozos, un mutante por pozo. La unién de mAbs
a cada clon mutante en la biblioteca de escaneo de alanina se determind, por duplicado,
mediante citometria de flujo de alto rendimiento. Un plasmido que codifica cDNA para
cada mutante de proteina S fue transfectado en células HEK293T y se le permitio
expresarse durante 22 h. Las células se fijaron en paraformaldehido al 4% (v/v)
(Ciencias de la Microscopia Electrdnica) y se permeabilizaron con saponina al 0,1%
(p/v) (Sigma-Aldrich) en PBS mas calcio y magnesio (PBS++) antes de la incubacion
con mAbs diluidos en PBS++, 10% de suero normal de cabra (Sigma) y saponina al
0,1%. Las concentraciones de deteccién de mAb se determinaron utilizando una curva
de titulacién de inmunofluorescencia independiente contra células que expresaban
proteina S de tipo salvaje para garantizar que las sefiales estuvieran dentro del rango
lineal de deteccion. Se detectaron anticuerpos utilizando 3,75 pg/ml de anticuerpos
secundarios etiquetados con Alexa Fluor-488 (Jackson ImmunoResearch Laboratories)
en suero de cabra normal al 10% con saponina al 0,1%. Las células se lavaron tres veces
con PBS ++ / saponina al 0,1% seguida de dos lavados en PBS, y se detectd
fluorescencia celular media utilizando un citometro de flujo Intellicyte iQue de alto
rendimiento (Sartorius). La reactividad de anticuerpos contra cada clon mutante de
proteina S se calculd en relacion con la reactividad de la proteina S de tipo salvaje
restando la sefial de los controles transfectados simulados y normalizando a la sefial de
los controles transfectados de tipo salvaje S. Las mutaciones dentro de los clones se
identificaron como criticas para el epitopo mAb si no apoyaban la reactividad del mAb
de prueba, pero apoyaban la reactividad de otros anticuerpos contra el SARS-CoV-2.
Esta estrategia de contra-pantalla facilita la exclusion de mutantes de proteina S que
estan localmente mal plegados o tienen un defecto de expresion.
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Union de la superficie celular a la proteina S de longitud completa, las
proteinas varianteS S o la proteina del dominio S2

Un plasmido que codifica la region S terminal S2 de la proteina S (a partir del residuo
S685) fue transfectado en células HEK293T dispuestas en una placa de 384 pozos y se
dejo expresar durante 22 h. Las células transfectadas con vector solo actuaron como
controles negativos. Los MAbs se examinaron en un rango de concentraciones, 4
réplicas para cada concentracion de mAb, como se describe para el mapeo de epitopos.
Los valores de fluorescencia se restaron de fondo.

Ensayo de union a ELISA para analisis sérico

Para evaluar la reactividad sérica, se recubrieron placas de microtitulacién de 384 pozos
con SARS-CoV-2 S6P recombinante purificadoe: a 4°c durante la noche. Las placas se
bloguearon con tampon de bloqueo (2% de leche seca sin grasa y 2% de suero normal
de cabra en DPBS que contenia 0,05% tween-20) durante 1 h. El suero se diluy6 1:75
en tampdn de bloqueo, y luego se diluyd tres veces en serie 15 veces, y se agreg6 a los
pozos. Se detectd unién con IgG antihumana de cabra conjugada con peroxidasa de
rabano picante y sustrato de TMB. La reaccion se apag6 con acido clorhidrico 1N una
vez que se desarrollo el color. La absorbancia se midié a 450 nm utilizando un
espectrofotémetro (Biotek).

Aislamiento de plasmablastos y anédlisis citométrico de flujo

La sangre se recogi6 en tubos que contenian heparina. Para evaluar la frecuencia de los
plasmablastos en pbmc para estudios citométricos de flujo analitico, los PBMC se
enriquecieron a partir de sangre total (dia 10 después del primero y dia 7 después de la
segunda vacunacion) utilizando el kit de aislamiento directo de PBMC (StemCell
Technologies). Para la secrecién de anticuerpos de células singe y los estudios de
secuenciacion de anticuerpos pareados, los plasmablastos se enriquecieron a partir de la
sangre entera (dia 7 después de la segunda vacunacion) mediante la seleccién negativa
utilizando un kit de aislamiento de plasmablastos humanos directos personalizado que
contenia perlas paramagnéticas y anticuerpos para la seleccion negativa (StemCell
Technologies). Las células enriquecidas se tifieron 30 minutos en hielo en un tampon
RoboSep (StemCell Technologies) que contenia anticuerpos fenotipantes siguientes;
anti-CD19-FITC (dilucion 1:20, eBioscience), anti-CD27-APC (dilucion 1:20) y anti-
CD38-PE (dilucidn 1:25, BD Biosciences), y luego analizado por citometria de flujo
utilizando un clasificador celular SH800 (Sony). Se utiliz6 una tincion DAPI como
colorante de viabilidad para excluir las células muertas. Los plasmablastos fueron
identificados como DAPI-CD19°CD27"2CD38"" células. Aproximadamente 40,000 y
~6,000 plasmablastos fueron clasificados por FACS a granel para la secuenciacion de
anticuerpos pareados y los estudios de secrecion de anticuerpos unicelulares,
respectivamente.

Generacion de bibliotecas de genes variables de anticuerpos a partir de
plasmablastos individuales

Para la secuenciacion de anticuerpos pareados, las células se resuspendieron en DPBS
que contenian 0.04% de BSA no acetilada, se dividieron en cuatro réplicas y se

agregaron por separado a 50 pL. de RT Reagent Mix, 5.9 puL de Poly-dt RT Primer, 2.4
pL de Aditivo A y 10 uLL de RT Enzyme Mix B para completar la Mezcla de Reaccion



segun el protocolo del proveedor. Las reacciones se cargaron en un chip de cromo (10x
Genomics). Las bibliotecas enriquecidas con células B de células Gnicas de cromo se
generaron, cuantificaron, normalizaron y secuenciaron de acuerdo con la Guia del
usuario para kits de reactivos de células individuales de cromo V(D)J (CG000086_REV
C). Los amplicones se secuenciaron en un Illumina Novaseq 6000, y los datos se
procesaron utilizando el software CellRanger v3.1.0 (10X Genomics).

Anélisis de secrecion de anticuerpos unicelulares utilizando el
instrumento Beacon

Los plasmablastos purificados por FACS se resuspendieron en un medio de
supervivencia de plasmablastos que promueve la secrecion de anticuerpos y se evaluo la
reactividad de los anticuerpos secretados utilizando el chip 11k en el instrumento
optofluidico Beacon (Berkley Lights) como se describi6 anteriormente (2ostetel.20200) F|
ensayo de union a la secrecién de anticuerpos unicelulares se realizé como se describid
anteriormente (Zestetal.20208) ytjlizando el SARS-CoV-2 S6P.- Y cuentas recubiertas de
SARS-CoV-2 RBD.

Ensayo ELISpot

Se realizé un ensayo directo de punto inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISpot)
para enumerar los plasmablastos presentes en las muestras de PBMC que secretan
anticuerpos IgG, 1gM o IgA que reaccionan con EL SARS-CoV-2-S6P., proteina o
influenza A/Darwin/42/2020 Proteina de hemaglutinina HLN1 (como control negativo).
Brevemente, las placas ELISpot MSIP de 96 pozos (Millipore) se activaron con 100 uL
100% metanol/pozo durante 10 s, se lavaron tres veces con 1 x DPBS, se recubrieron
durante la noche con 100 uL de 2 ug/ml de SARS-CoV-2-S6P, 0 la proteina HA de la
influenza en PBS durante la noche a 4 °C. Las placas se lavaron tres veces con 1 x
DPBS y se bloguearon por incubacién con RPMI que contenia 10% fcSa 37 ° C
durante 2 h. Se agregaron plasmablastos enriquecidos o plasmablastos clasificados por
FACS a las placas y se incubaron 18-24 h a 37 ° C. Las placas se lavaron con PBS y
luego PBS que contenian 0.05% tween, y luego se incubaron con anticuerpos
conjugados 1gG-HRP anti-humanos de cabra (Southern Biotech), anticuerpos
conjugados igA-HRP anti-humanos de cabra (Southern Biotech) o anticuerpos
conjugados igM-HRP anti-humanos de cabra (Southern Biotech) durante 2 h a
temperatura ambiente. Después de lavar tres veces con PBS que contenia 0.05%
Tween/1% BSA, las placas se desarrollaron utilizando sustrato 3-amino-9-etil-carbazol
(AEC) (Sigma). Las placas desarrolladas fueron escaneadas y las manchas fueron
analizadas utilizando un contador ELISpot automatizado (Cellular Technologies Ltd.).
Se agregaron plasmablastos o plasmablastos clasificados de PBMCs a las placas y se
incubaron 18-24 h a 37 ° C. Las placas se lavaron con PBS y luego pbS que contenian
0.05% tween, y luego se incubaron con anticuerpos conjugados 1gG-HRP antihumanos
de cabra (Southern Biotech, catalogo no. 2040-05), anticuerpos conjugados IgA-HRP
antihumanos de cabra (Southern Biotech, catadlogo no. 2050-05) o anticuerpos
conjugados igM-HRP antihumanos de cabra (Southern Biotech, catadlogo no. 2020-05)
durante 2 h a temperatura ambiente. Después de lavar tres veces con PBS que contenia
0.05% Tween/1% BSA, las placas se desarrollaron utilizando sustrato 3-amino-9-etil-
carbazol (AEC) (Sigma). Las placas desarrolladas fueron escaneadas y las manchas
fueron analizadas utilizando un contador ELISpot automatizado (Cellular Technologies
Ltd.).
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Cuantificacion y analisis estadistico

La media estadistica descriptiva £ SEM o la media + SD se determinaron para las
variables continuas como se sefial6. Los titulos de virus en los tejidos se compararon
utilizando ANOVA unidireccional con la prueba posterior de Turquia. Las curvas para
la unién y neutralizacion de anticuerpos se ajustaron después de la transformacion
logaritmica de las concentraciones de anticuerpos mediante analisis de regresién no
lineal. Las réplicas técnicas y bioldgicas se indican en las leyendas de las figuras. Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando Prism v8.4.3 (GraphPad).
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