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DESCRIPCION
Anticuerpo de reaccion cruzada contra Staphylococcus aureus
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Staphylococcus aureus, un importante patégeno humano, expresa una multitud de toxinas de secrecion (exotoxinas)
que pueden destruir varios tipos celulares diferentes, entre los que se incluyen eritrocitos, granulocitos neutréfilos y
otras células inmunitarias, asi como células epiteliales del pulmén o la piel. Ademas, la mayoria de estas toxinas
activan a algunas células inmunitarias y actian como potentes sefiales proinflamatorias.

Un miembro destacado de las citotoxinas de S. aureus es la hemolisina alfa (Hla), que ejerce una funcion citolitica
sobre las células endoteliales y epiteliales de pulmén humanas, los linfocitos y los macréfagos. También puede lisar
glébulos rojos (GR) de conejo, pero es mucho menos toxica para los GR humanos. La Hla se considera el factor de
virulencia clave en la patogénesis de la neumonia por S. aureus y responsable de las lesiones tisulares debidas a la
lisis de células epiteliales pulmonares y al reclutamiento de células inmunitarias en grandes cantidades. Las células
fagociticas reclutadas, principalmente los granulocitos neutréfilos, se convierten en dianas de otras citotoxinas
producidas por S. aureus durante la enfermedad. Las toxinas mas potentes son las citolisinas de dos componentes, o
leucocidinas, formadas por un componente L (de elucién lenta) y un componente R (de elucion rapida). Los productos
del gen de la hemolisina gamma (HIg) - expresados de forma universal por todas las cepas de S. aureus - pueden
formar dos toxinas: HIgQAB y HIgCB (la subunidad B es el componente R), siendo ambas muy potentes en la
destruccion de células inmunitarias humanas: PMN, linfocitos y macréfagos. La primera también es una hemolisina
muy potente para los GR humanos.

La leucocidina de Panton Valentine (PVL), también denominada LukSF, es la toxina de dos componentes mejor
caracterizada. La portan elementos genéticos derivados de fagos, y se produce por aproximadamente un 5-10% de las
cepas de S. aureus aisladas de pacientes, sin embargo, se ha notificado que el porcentaje de células que expresan
PVL es del 50-93% en las infecciones de la piel y los tejidos blandos, dependiendo del tipo de enfermedad (Lina, Clin
Infect Dis, 1999:1128). LUKED (LukD es el componente R) es una leucocidina menos potente, pero se ha confirmado
que esta presente en la mayoria de los aislados clinicos de S. aureus (Shukla, J Clin Microbiol, 2010:3582).
Inicialmente, su actividad solo se asoci6 con infecciones de la piel, pero al ser la menos caracterizada entre las toxinas
de dos componentes, no puede excluirse su contribucion a otros tipos de infecciones por S. aureus. Recientemente se
ha notificado que LUKED esta implicada en infecciones del torrente sanguineo en un modelo murino de infeccién por S.
aureus (Alonzo, Mol Microbiol, 2012:423). Estos dos pares de genes comparten una homologia significativa entre si
(identidad de aminoacidos del 68-82%), mientras que la leucocidina LukGH identificada recientemente (LukG es el
componente R) tiene menor homologia, con una identidad del 33-40% (Ventura, PloS ONE, 2010:e11634; DuMont,
Mol Microbiol, 2011:814).

Se ha determinado la estructura cristalina de Hla, LukS, LukF, HIgA y HIgB, y ha revelado alguna homologia
estructural, a pesar del bajo nivel de homologia de aminoacidos entre Hla y las subunidades de las toxinas de dos
componentes que supone una identidad de aminoacidos del 16-28% (Galdiero, Protein Sci, 2004:1503; Pedelacq,
Structure, 1999:277; Menestrina, FEBS Letters, 2003:54). Todas estas toxinas forman una estructura parecida a un
anillo formada por subunidades oligomerizadas, que lleva a la formacién de poros dentro de la membrana celulary a la
posterior citolisis. En el caso de Hla, se ha demostrado que el poro es heptamérico, pero en el caso de las toxinas de
dos componentes, se han notificado heterooligémeros hexaméricos (Comai, Mol Microbiol, 2002:1251), heptaméricos
y octaméricos (Yamashita, PNAS, 2011:17314), lo cual ha originado un debate dentro de la comunidad cientifica
(revisado con detalle por Kaneko, Biosci Biotechnol Biochem, 2004:981).

Los diferentes componentes R y L de esta familia de toxinas pueden formar no solo pares afines (siendo estos:
LukS-LukF, LukE-LukD, HIgC-HIgB, HIgA-HIgB y LukH-LukG), sino también pares no afines, habiéndose notificado
muchos de estos pares por Gravet et al. (Gravet, FEBS Letters, 1998:202) y por Dalla Serra et al. para las hemolisinas
gamma y LukS (Dalla Serra, J Chem Inf Model, 2005:1539). Debido a la redundancia y a la naturaleza promiscua de
esta familia de toxinas, es poco probable que la inactivacion de un solo componente sea eficaz para combatir las
infecciones por S. aureus. Esta idea se confirma por observaciones indicadas en la bibliografia en las que la
neutralizacion de una sola toxina de dos componentes solo afectaba parcialmente al fenotipo (por ejemplo, Ventura,
PloS ONE, 2010:e11634; Malachowa, PloS ONE, 2011:e18617). Los estudios realizados en animales mostraron un
impacto diferencial de las diversas toxinas de dos componentes sobre la supervivencia, dependiendo del modelo
empleado o de la especie usada para los experimentos in vivo. Se observé la mayor reduccién en la gravedad de la
enfermedad cuando se eliminaron multiples toxinas, por ejemplo, en un modelo de infeccién de raton usando una cepa
knock-out de S. aureus en la que se habia inactivado el sistema Agr de deteccion de quérum, un regulador global de la
expresion de toxinas (Kobayashi, J Infect Dis, 2011:204). Por lo tanto, es de esperar que mezclas de anticuerpos que
neutralicen mas toxinas ofrezcan una ventaja significativa en relacién con los mAb con respecto a las toxinas
individuales. Sin embargo, es dificil crear mezclas de anticuerpos monoclonales (mAb) que comprenden mas de tres
componentes.
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Ohlsen et al. (International Journal of Medical Microbiology 300 (2010) 402-410) describen estrategias
inmunoterapéuticas para combatir infecciones por estafilococos, por ejemplo, al describir anticuerpos especificos para
Hla, o la neutralizacion de PVL por anticuerpos anti-PVL in vitro.

La probabilidad de encontrar anticuerpos sencillos que presentaran reaccion cruzada entre la hemolisina alfa y
cualquiera de las toxinas de dos componentes se consideré baja, basandose en la baja homologia de secuencia
(<30%) entre Hla y las toxinas de dos componentes. Es de esperar que sea mayor la posibilidad de encontrar
anticuerpos sencillos que presenten reaccion cruzada entre los componentes L y R, debido al mayor nivel de
homologia de secuencia, con la excepcion de LUkGH. Se ha descrito que el suero hiperinmunitario procedente de
animales inmunizados con LukS puede reconocer HIgC, sin embargo, esto se debe a la presencia de diferentes
especificidades en el suero policlonal. Laventie et al. (Laventie, PNAS, 2011:16404) describieron un anticuerpo
neutralizador bi-especifico contra LukS y HIgC. Sin embargo, este tipo de anticuerpo no puede formar una fuerte
interaccion debido a que los sitios de union en el antigeno afin son individuales. La reactividad cruzada de estos mAb
bi-especificos normalmente esta imitada a dos especificidades, es decir, no ofrece la posibilidad de neutralizacion
cruzada amplia. En resumen, hasta la fecha no se ha notificado ningin mAb de reaccion cruzada contra diferentes
toxinas de S. aureus de dos componentes o contra la hemolisina alfa y cualquiera de las toxinas de dos componentes.

SUMARIO DE LA INVENCION

El objeto de la presente invencidn es proporcionar un anticuerpo dirigido contra las diferentes citotoxinas de S. aureus
con mejor potencia de reaccion cruzada y neutralizacion cruzada.

El objeto se consigue con el contenido de la presente invencion.

De acuerdo con la invencién, se proporciona un anticuerpo de neutralizacién cruzada que neutraliza la toxina alfa (Hla)
y al menos una de las toxinas de dos componentes de Staphylococcus aureus, donde el anticuerpo comprende al
menos un sitio de unién poliespecifico que se une a la toxina alfa (Hla) y que se une a al menos una de las toxinas de
dos componentes de Staphylococcus aureus.

Especificamente, la toxina de dos componentes se selecciona del grupo que consiste en pares afines y no afines de
componentes R y L de las hemolisinas gamma (HIgABC), PVL (LukSF) y toxinas parecidas a PVL, preferentemente
cualquiera de HIgAB, HIgCB, LukSF, LUKED, LukGH, LukS-HIgB, LukSD, HIgA-LukD, HIgA-LukF, LukG-HIgA, LUkEF,
LukE-HIgB, HIgC-LukD o HIgC-LukF.

Preferentemente, el sitio de uniébn se une a al menos dos o a al menos tres toxinas de dos componentes,
preferentemente a al menos dos o tres de cualquiera de HIgAB, HIgCB, LukSF y LUKED, preferentemente a todas las
siguientes: HIgAB, HIgCB, LuUkSF y LUkED.

De acuerdo con una realizacion especifica, el sitio de unién es un sitio de unién de CDR, preferentemente que
comprende las secuencias de CDR de un sitio de unién de VH y/o VL.

Especificamente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal de longitud completa o un fragmento de anticuerpo del
mismo que comprende al menos un dominio de anticuerpo que incorpora el sitio de unién, preferentemente un
anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en anticuerpos murinos, quiméricos, humanizados o humanos,
anticuerpos de cadena pesada, Fab, Fd, scFv y anticuerpos de un solo dominio tales como VH, VHH o VL,
preferentemente un anticuerpo IgG1 humano.

El anticuerpo preferentemente tiene una afinidad para unirse a cada una de las toxinas con una Kd menor de 10° M,
preferentemente menor de 10° M.

De acuerdo con un aspecto especifico, el anticuerpo presenta potencia de neutralizacion in vitro en un ensayo basado
en células con un valor de CI50 en relacién de mAb:toxina (mol/mol) menor de 50:1, preferentemente menor de 10:1, y
mas preferentemente menor de 1:1.

De acuerdo con otro aspecto especifico, el anticuerpo neutraliza las toxinas diana en animales, incluyendo tanto,
animales no humanos como seres humanos, e inhibe la patogénesis de S. aureus in vivo, preferentemente cualquier
modelo de neumonia, bacteremia o septicemia, peritonitis y osteomielitis.

De acuerdo con un aspecto especifico, el anticuerpo comprende las seis secuencias de CDR de un anticuerpo
denominado #AB-24, comprendiendo dicho anticuerpo denominado #AB-24

(a) una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-LC cuya secuencia codificante esta incluida en la célula
hospedadora depositada con el nimero de depésito DSM 26748; y

(b) una cadena pesada de anticuerpo denominada #AB-24-HC cuya secuencia codificante esta incluida en la
célula hospedadora depositada con el nimero de deposito DSM 26747.
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De acuerdo con una realizacién especifica, el anticuerpo se une al mismo epitopo que un anticuerpo denominado
#AB-24.

De acuerdo con otra realizacion especifica, el anticuerpo comprende el mismo sitio de unién que un anticuerpo
denominado #AB-24.

De acuerdo con otra realizacion especifica, el anticuerpo se une al mismo epitopo que un anticuerpo denominado
#AB-24.

Especificamente, el anticuerpo es o procede de un anticuerpo producido por una célula hospedadora depositada con
el nimero de depoésito DSM 26747 y/o DSM 26748, o una variante funcionalmente activa de la misma.

Especificamente, el anticuerpo comprende

(a) una cadena ligera de anticuerpo producida por una célula hospedadora depositada con el niUmero de depdsito
DSM 26748; y/o

(b) una cadena pesada de anticuerpo producida por una célula hospedadora depositada con el nimero de
depdsito DSM DSM 26747,

(c) o una variante funcionalmente activa de (a) y/o (b).

De acuerdo con otro aspecto, en el presente documento se proporciona un plasmido que comprende una secuencia de
nucleoétidos

- que codifica una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-LC incluida en una célula hospedadora
depositada con el nimero de depésito DSM 26748; y/o

- que codifica una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-HC incluida en una célula hospedadora
depositada con el nimero de depésito DSM 26747.

De acuerdo con otro aspecto, en el presente documento se proporciona un casete de expresion que comprende una
secuencia codificante para expresar un anticuerpo de acuerdo con la invencion, procediendo dicho casete de
expresion o secuencia codificante del plasmido.

De acuerdo con otro aspecto, en el presente documento se proporciona un método para producir un anticuerpo de la
invencion, en el que una célula hospedadora se transforma con el plasmido o el casete de expresion.

Se prefiere especificamente una célula hospedadora y un método de produccién que emplea dicha célula
hospedadora, comprendiendo dicha célula hospedadora

- el plasmido o casete de expresion, que incorpora una secuencia codificante para expresar la cadena ligera de
anticuerpo; y

- el plasmido o casete de expresion, que incorpora una secuencia codificante para expresar la cadena pesada de
anticuerpo.

De acuerdo con otro aspecto, en el presente documento se proporciona una célula hospedadora que comprende el
plasmido o el casete de expresion.

Especificamente, la célula hospedadora de la invencién comprende

(a) un casete de expresidn que codifica una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-LC, estando dicha
secuencia codificante incluida en la célula hospedadora depositada con el nimero de depdsito DSM 26748; y

(b) un casete de expresion que codifica una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-HC, estando dicha
secuencia codificante incluida en la célula hospedadora depositada con el nimero de depésito DSM 26747.

Especificamente, la invencion se refiere a una célula hospedadora, que esta depositada con el nimero de deposito
DSM 26747 o DSM 26748. Dicha célula hospedadora es una célula hospedadora E. coli transformada con un
plasmido. Especificamente, la célula hospedadora depositada con el nimero de depdsito DSM 26748 se ha
transformado con un plasmido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena ligera de
anticuerpo denominada #AB-24-LC; y la célula hospedadora depositada con el nimero de depésito DSM 26747 se ha
transformado con un plasmido que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada de
anticuerpo denominada #AB-24-HC.

De acuerdo con otro aspecto, la invencién proporciona un método para producir un anticuerpo de la invencién, en el
gue la célula hospedadora de la invencion se cultiva o se mantiene en condiciones adecuadas para producir dicho
anticuerpo.
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De acuerdo con otro aspecto, la invencidén proporciona un método para identificar un anticuerpo protector candidato
que comprende:

(a) proporcionar una muestra que contiene un anticuerpo o célula productora de anticuerpos; y

(b) evaluar la competicion cruzada de un anticuerpo presente en o producido por la muestra, denominandose el
anticuerpo #AB-24, por la unién a la toxina alfa y a al menos una toxina de dos componentes de Staphylococcus
aureus, donde la competicién cruzada identifica al anticuerpo como un anticuerpo protector candidato.

De acuerdo con otro aspecto, la invencidén proporciona un método para identificar un anticuerpo protector candidato
que comprende:

(a) proporcionar una muestra que contiene un anticuerpo o célula productora de anticuerpos; y

(b) evaluar la unién de un anticuerpo presente en o producido por la muestra a la toxina alfa y a al menos una toxina
de dos componentes de Staphylococcus aureus, donde una reaccidn positiva entre el anticuerpo y las toxinas
identifica al anticuerpo como un anticuerpo protector candidato.

De acuerdo con otro aspecto, la invencion proporciona un método para producir un anticuerpo de la invencion, que
comprende

(a) proporcionar un anticuerpo protector candidato identificado de acuerdo con el método de identificacion de la
invencion; y
(b) producir un anticuerpo monoclonal, o una forma humanizada o humana del anticuerpo protector candidato, o un
derivado del mismo que compite de forma cruzada con el anticuerpo denominado #AB-24 por la unién a la
toxina alfa y a al menos una toxina de dos componentes de Staphylococcus aureus, comprendiendo dicho
anticuerpo denominado #AB-24
i) una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-LC, estando dicha secuencia codificante incluida en
la célula hospedadora depositada con el nimero de deposito DSM 26748; y
i) una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-HC, estando dicha secuencia codificante incluida en
la célula hospedadora depositada con el nimero de depoésito DSM 26747.

De acuerdo con otro aspecto, en el presente documento se proporciona un método para producir un anticuerpo de la
invencién, que comprende

(a) inmunizar a un animal no humano con un epitopo reconocido por el anticuerpo denominado #AB-24;

(b) formar lineas celulares inmortalizadas a partir de los linfocitos B aislados;

(c) explorar las lineas celulares obtenidas en b) para identificar una linea celular que produce un anticuerpo
monoclonal que se una al epitopo; y

(d) producir el anticuerpo monoclonal, o una forma humanizada o humana del anticuerpo, o un derivado del mismo
con la misma especificidad de unién a epitopo que el anticuerpo monoclonal.

De acuerdo con otro aspecto, la invencion proporciona un método para producir un anticuerpo de la invencion, que
comprende

(a) inmunizar a un animal no humano con la toxina alfa y al menos un toxina de dos componentes de
Staphylococcus aureus y aislar los linfocitos B productores de anticuerpos;

(b) formar lineas celulares inmortalizadas a partir de los linfocitos B aislados;

(c) explorar las lineas celulares para identificar una linea celular productora de un anticuerpo monoclonal que se
una a la toxina alfa y a al menos una toxina de dos componentes de Staphylococcus aureus; y

(d) producir el anticuerpo monoclonal, o una forma humanizada o humana del anticuerpo, o un derivado del mismo
con la misma especificidad de union a epitopo que el anticuerpo monoclonal.

De acuerdo con otro aspecto, La invencién proporciona un anticuerpo de la invencion para uso médico, incluyendo el
uso médico para seres humanos y el uso veterinario. Especificamente, el anticuerpo se proporciona para su uso en el
tratamiento de un sujeto con riesgo de padecer 0 que padece una infeccion por S. aureus, que comprende administrar
al sujeto una cantidad eficaz del anticuerpo para limitar la infeccion en el sujeto, para mejorar un estado patolégico
debido a dicha infeccion o para inhibir la patogénesis de la neumonia por S. aureus.

Especificamente, el anticuerpo se proporciona para proteger frente a las infecciones por S. aureus.

De acuerdo con un aspecto especifico, ademas se proporciona un método de tratamiento, en el que se trata a un
sujeto con riesgo de padecer o que padece una infeccion por S. aureus, comprendiendo dicho método administrar al
sujeto una cantidad eficaz del anticuerpo para limitar la infeccion en el sujeto, para mejorar un estado patolégico
debido a dicha infeccion o para inhibir la patogénesis de la neumonia por S. aureus.

Especificamente, el método de tratamiento se proporciona para proteger frente a S. aureus patogénico.
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De acuerdo con una realizacion especifica, el anticuerpo se administra en una formulaciéon parenteral o para la
administracion en la mucosa.

De acuerdo con otro aspecto, la invencién proporciona una preparacion farmacéutica de un anticuerpo de la invencion,
gue comprende preferentemente una formulacion parenteral o para la administraciéon en la mucosa, que contiene
opcionalmente un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con otro aspecto, la invenciéon proporciona un anticuerpo de la invencion, para uso diagnostico para
detectar cualquier infeccion por S. aureus, incluyendo infecciones por SARM (S. aureus resistente a meticilina) que
producen un alto nivel de toxinas, tales como neumonia necrotizante, y la produccién de toxinas en furunculosis y
carbunculosis.

Especificamente, el anticuerpo se proporciona para su uso de acuerdo con la invencion, en el que se determina una
infeccion sistémica con S. aureus en un sujeto ex vivo poniendo en contacto una muestra de fluido corporal de dicho
sujeto con el anticuerpo, determinandose la infeccion por una reaccién inmunitaria especifica del sujeto.

De acuerdo con un aspecto especifico, se proporciona ademas un método de diagnostico de una infeccion por S.
aureus en un sujeto, incluyendo infecciones por SARM (S. aureus resistente a meticilina) que producen un alto nivel de
toxinas, tales como neumonia necrotizante, y la produccion de toxinas en la furunculosis y carbunculosis.

Especificamente, se proporciona el método de diagndstico, en el que se determina una infeccion sistémica con S.
aureus en un sujeto ex vivo poniendo en contacto una muestra de fluido corporal de dicho sujeto con el anticuerpo,
determinandose la infeccidn por una reaccién inmunitaria especifica del sujeto.

De acuerdo con otro aspecto, la invencion proporciona una preparacion de diagndstico de un anticuerpo de la
invencién, que contiene opcionalmente el anticuerpo con un marcador y/o un reactivo de diagnéstico adicional con un
marcador.

De acuerdo con otro aspecto, en el presente documento se proporciona un epitopo conformacional aislado reconocido
por un anticuerpo denominado #AB-24. Dicho epitopo puede consistir en un solo epitopo o en una mezcla de epitopos
gue comprenden variantes del epitopo, reconocidos todos ellos por el anticuerpo denominado #AB-24.

De acuerdo con otro aspecto, en el presente documento se proporciona un inmundgeno que comprende:

(a) un epitopo de la divulgacion;
(b) opcionalmente otros epitopos no asociados de forma nativa con dicho epitopo de (a); y
(c) un vehiculo.

Especificamente, el vehiculo es un vehiculo farmacéuticamente aceptable, que comprende preferentemente
sustancias tampon y/o coadyuvantes.

Preferentemente, el inmundgeno se proporciona en una formulacion de vacuna, preferentemente para uso parenteral.

Especificamente, el inmundgeno se proporciona para uso médico, especificamente para su uso en el tratamiento de
un sujeto mediante la administracién de una cantidad eficaz de dicho inmunégeno para proteger al sujeto de una
infeccion por S. aureus, para prevenir un estado patoldgico debido a dicha infeccion o para inhibir la patogénesis de la
neumonia por S. aureus.

Especificamente, el inmundgeno se proporciona para inducir una respuesta inmunitaria protectora.

De acuerdo con un aspecto especifico, ademas se proporciona un método de tratamiento, en el que se trata a un
sujeto con riesgo de padecer una infeccion por S. aureus, comprendiendo dicho método administrar al sujeto una
cantidad eficaz del inmundgeno para prevenir la infeccion en el sujeto, en particular para proteger frente a S. aureus
patogénico.

De acuerdo con otro aspecto, en el presente documento se proporciona un acido nucleico aislado que codifica un
anticuerpo de la invencién, o que codifica un epitopo de la divulgacion.

FIGURAS

Figura 1: Figura esquematica que representa los componentes de toxinas producidas en formas recombinantes
para la exploracion de mAb.
Figura 2: Determinacion de la potencia de neutralizacion de Hla de anticuerpos monoclonales in vitro, tal como se
describe en el Ejemplo 3.
A: usando glébulos rojos de conejo B: usando células epiteliales de pulmén humanas (linea celular A549 (de
la ATCC)
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Figura 3: Afinidad (Kd) de mAb especificos de Hla virgenes y de afinidad madurada con potencia neutralizadora, tal
como se describe en el Ejemplo 3.

Figura 4: Potencia de neutralizacién in vitro de mAb de Hla de afinidad madurada, incluyendo el mAb de Hla de
neutralizacion cruzada #AB-24 (denominado #9028) como se describe en el Ejemplo 3.

Figura 5: Afinidad (Kd) del mAb de Hla de neutralizacion cruzada amplia #AB-24 (denominado #9028) por
componentes R de leucocidinas, tal como se describe en el Ejemplo 3.

Figura 6: Potencia de neutralizacion in vitro del linaje #7667. Ensayo de neutralizacién de hemolisina alfa sobre
células A549 (A), y neutralizacion de LukS-LukF (B), HlgC-HIgB (C), tal como se describe en el Ejemplo 4. Nota:
#AB-24 se denomina en el presente documento #9028.

Figura 7: Proteccion de ratones frente a la exposicién a la toxina letal por tratamiento con anticuerpos
monoclonales, tal como se describe en el Ejemplo 5. Nota: #AB-24 se denomina en el presente documento #9028.
Exposicion intranasal a Hla; exposicion intravenosa a HIgAB.

Figura 8: Competicién entre mAb de Hla determinada en Forte-Bio, tal como se describe en el Ejemplo 6.

Figura 9: Secuencias de la toxina de S. aureus obtenidas como se describe en el Ejemplo 1.

SEC ID NO°: 1 Secuencia de nucleétidos de Hla de la cepa USA300 TCH1516 (Genbank, nimero de referencia

CP000730)

SEC ID N°: 2: Secuencia de aminoacidos de Hla de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID N°: 3: Secuencia de nucledtidos de LukS de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID N°: 4: Secuencia de aminoéacidos de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID NO: 5: Secuencia de nucleétidos de LukF de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID NO: 6: Secuencia de aminoacidos de LukF de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID NO: 7: Secuencia de nucleétidos de LUKE de la cepa USA300 TCH1516
8

SEC ID N°: 8: Secuencia de aminoacidos de LUkE de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID N°: 9: Secuencia de nucleétidos de LukD de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID N°: 10: Secuencia de aminoacidos de LukD de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID N°: 11: Secuencia de nucledtidos de HIgA de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID N°: 12: Secuencia de aminoacidos de HIgA de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID N°: 13: Secuencia de nucleétidos de HIgC de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID N°: 14: Secuencia de aminoacidos de HIgC de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID N°: 15: Secuencia de nucleétidos de HigB de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID N°: 16: Secuencia de aminoacidos de HIgB de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID N°: 17: Secuencia de nucleétidos de LukH de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID N°: 18: Secuencia de aminoacidos de LukH de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID N°: 19: Secuencia de nucledtidos de LukG de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID N°: 20: Secuencia de aminoacidos de LukG de la cepa USA300 TCH1516

SEC ID N°: 21: Secuencia de nucleétidos de la cepa MRSA252 (Genbank, nimero de referencia BX571856)
SEC ID Ne°: 22: Secuencia de aminoacidos de LukH de la cepa MRSA252 SEC ID N°: 23: Secuencia de nucledtidos
de LukG de la cepa MRSA252

SEC ID NO: 24: Secuencia de aminoacidos LUkG de la cepa MRSA252

SEC ID N°: 25: Secuencia de nucledtidos de la cepa MSHR1132 (Genbank, niumero de referencia FR821777)
SEC ID N°: 26: Secuencia de aminoacidos de LukH de la cepa MSHR1132

SEC ID N°: 27: Secuencia de nucledtidos de LukG de la cepa MSHR1132

SEC ID N°: 28: Secuencia de aminoacidos LukG de la cepa MSHR1132

DESCRIPCION DETALLADA

El término "anticuerpo”, como se usa en el presente documento, hara referencia a polipéptidos o proteinas que
consisten o comprenden dominios de anticuerpo, que se entienden como dominios constantes y/o variables de las
cadenas ligeras y/o pesadas de inmunoglobulinas, con o sin una secuencia enlazadora. Polipéptidos se entienden
como dominios de anticuerpo, si comprenden una estructura de barril beta que consiste en al menos dos cadenas beta
de una estructura de dominio de anticuerpo conectadas por una secuencia de lazo. Los dominios de anticuerpo
pueden ser de estructura nativa o pueden estar modificados por mutagénesis o derivatizacion, por ejemplo, para
modificar las propiedades de unidn a antigeno o cualquier otra propiedad, tal como la estabilidad o las propiedades
funcionales, tales como la unién a los receptores de Fc FcRn y/o el receptor Fcgamma.

El anticuerpo, como se usa en el presente documento, tiene un sitio de unién especifico para unirse a uno o mas
antigenos o uno o mas epitopos de dichos antigenos, que comprende especificamente un sitio de uniéon de CDR de un
solo dominio de anticuerpo variable, tal como VH, VL o VHH, o un sitio de unién de pares de dominios de anticuerpo
variables, tales como un par VL/VH, un anticuerpo que comprende un par de dominios VL/VH y dominios de anticuerpo
constantes, tal como Fab, F(ab"), (Fab),, scFv, Fv, o un anticuerpo de longitud completa.

El término "anticuerpo”, como se usa en el presente documento, hara referencia, en particular, a formatos de
anticuerpo que comprenden o que consisten en un solo dominio de anticuerpo variable, tal como VH, VL o VHH, o
combinaciones de dominios de anticuerpo variables y/o constantes con o sin una secuencia de unién o region de
bisagra, incluyendo pares de dominios de anticuerpo variables, tales como un par VL/VH, un anticuerpo que
comprende o consiste en un par de dominios VL/VH y dominios de anticuerpo constantes, tal como anticuerpos de
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cadena pesada, Fab, F(ab"), (Fab), scFv, Fd, Fv, o un anticuerpo de longitud completa, por ejemplo, de un tipo IgG
(por ejemplo, un subtipo IgG1, 1IgG2, IgG3 0 19gG4), IgA1, IgA2, IgD, IgE, o anticuerpo IgM. La expresidn "anticuerpo de
longitud completa” puede usarse para hacer referencia a cualquier molécula de anticuerpo que comprende al menos la
mayor parte del dominio Fc y otros dominios encontrados habitualmente en un monémero de anticuerpo natural. Esta
frase se usa en el presente documento para subrayar que una molécula de anticuerpo particular no es un fragmento de
anticuerpo.

El término "anticuerpo” incluira especificamente anticuerpos en forma aislada, que carecen sustancialmente de otros
anticuerpos dirigidos contra diferentes antigenos diana o que comprenden una disposicién estructural diferente de
dominios de anticuerpo. Ademas, un anticuerpo aislado puede estar incluido en una preparacion de combinacion, que
contiene una combinacién del anticuerpo aislado, por ejemplo, con al menos otro anticuerpo, tal como anticuerpos
monoclonales o fragmentos de anticuerpo que tienen diferentes especificidades.

El término "anticuerpo” se aplicara a anticuerpos de origen animal, incluyendo seres humanos, tales como mamiferos,
incluyendo seres humanos, ratones, conejos, cabras, llamas, vacas y caballos, o aves de corral, tales como gallinas.

El término "anticuerpo" se aplica también a anticuerpos quiméricos con secuencias procedentes de diferentes
especies, tales como secuencias de origen murino y humano.

El término "quimérico"”, como se usa con respecto a un anticuerpo, se refiere a los anticuerpos en los que una parte de
cada una de las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera es homéloga a las secuencias
correspondientes de anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase particular, mientras
gue el segmento restante de la cadena es homologo a secuencias correspondientes de otra especie o clase.
Tipicamente, la region variable tanto de la cadena ligera como de la cadena pesada imita a las regiones variables de
anticuerpos derivados de una especie de mamifero, mientras que las partes constantes son homélogas a secuencias
de anticuerpos derivadas de otra. Por ejemplo, la region variable puede proceder de fuentes actualmente conocidas
usando linfocitos B facilmente adquiribles o hibridomas de organismos hospedadores no humanos en combinacién con
regiones constantes procedentes de, por ejemplo, preparaciones de células humanas.

El término "anticuerpo” se aplica también a anticuerpos humanizados.

El término "humanizado", como se usa con respecto a un anticuerpo, se refiere a una molécula que tiene un sitio de
unién a antigenos que procede sustancialmente de una inmunoglobulina de una especie no humana, donde la
estructura de inmunoglobulina restante de la molécula estd basada en la estructura y/o secuencia de una
inmunoglobulina humana. El sitio de unién a antigeno puede comprender dominios variables completos fusionados
sobre dominios constantes o solo las regiones determinantes de complementariedad (CDR) injertadas sobre regiones
marco conservadas en los dominios variables. Los sitios de unién a antigeno pueden ser de tipo silvestre o
modificados, por ejemplo, por una o mas sustituciones de aminoacidos, preferentemente modificados para parecerse
mas a inmunoglobulinas humanas. Algunas formas de anticuerpos humanizados conservan todas las secuencias de
CDR (por ejemplo, un anticuerpo de raton humanizado que contiene las seis CDR del anticuerpo de ratén). Otras
formas tienen una 0 mas CDR que estan alteradas con respecto al anticuerpo original.

El término "anticuerpo” se aplica también a anticuerpos humanos.

Se entiende que el término "humano”, como se usa con respecto a un anticuerpo, incluye anticuerpos que tienen
regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. El anticuerpo
humano de la invencién puede incluir restos de aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de
linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas mediante mutagénesis aleatoria o especifica del
emplazamiento in vitro o mediante mutacion somatica in vivo), por ejemplo, en las CDR. Los anticuerpos humanos
incluyen anticuerpos aislados de bibliotecas de inmunoglobulinas humanas o de animales transgénicos para una o
mas inmunoglobulinas humanas.

El término se aplica especificamente a anticuerpos de cualquier clase o subclase. Dependiendo de la secuencia de
aminoacidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos pueden asignarse a las clases
principales de anticuerpos IgA, IgD, IgE, 1gG, e IgM, y varias de estas clases se puede subdividir en subclases
(isotipos), por ejemplo, 1gG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgA e IgA2.

El término se aplica ademas a anticuerpos monoclonales o policlonales, especificamente un anticuerpo recombinante,
incluyendo dicho término todos los anticuerpos y estructuras de anticuerpo que se preparan, expresan, crean o aislan
por medios recombinantes, tales como anticuerpos procedentes de animales, por ejemplo, mamiferos incluyendo
seres humanos, que comprenden genes o secuencias de diferente origen, por ejemplo anticuerpos quiméricos
humanizados, o anticuerpos derivados de hibridoma. Otros ejemplos se refieren a anticuerpos aislados de una célula
hospedadora transformada para expresar el anticuerpo, o anticuerpos aislados a partir de una biblioteca combinatoria
recombinante de anticuerpos o dominios de anticuerpo, o anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por
cualquier otro medio que implique el corte y empalme de secuencias de genes de anticuerpos a otras secuencias de
ADN.
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Se entiende que el término "anticuerpo” también se refiere a derivados de un anticuerpo, en particular, derivados
funcionalmente activos. Un derivado de anticuerpo se entiende como cualquier combinacién de uno o méas dominios de
anticuerpo o anticuerpos y/o una proteina de fusién, en la que cualquier dominio del anticuerpo puede fusionarse a
cualquier posicion de una o mas proteinas distintas, tales como otros anticuerpos, por ejemplo, una estructura de unién
gue comprende bucles de CDR, un polipéptido receptor, pero también ligandos, proteinas armazdén, enzimas, toxinas y
similares. Un derivado del anticuerpo puede obtenerse por asociacion o unién a otras sustancias por diversas técnicas
guimicas tales como acoplamiento covalente, interaccion electrostatica, formacién de enlaces disulfuro etc. Las otras
sustancias unidas al anticuerpo pueden ser lipidos, hidratos de carbono, acidos nucleicos, moléculas organicas e
inorganicas, o cualquier combinacion de las mismas (p. ej., PEG, profarmacos o farmacos). En una realizacién
especifica, el anticuerpo es un derivado que comprende un indicador adicional que permite la interaccion especifica
con un compuesto biolégicamente aceptable. No hay una limitacion especifica con respecto al indicador que puede
usarse en la presente invencion, siempre que no haya ningin impacto negativo o haya un impacto tolerable sobre la
unién del anticuerpo a su diana. Los ejemplos de indicador adecuados incluyen el indicador His, indicador Myc,
indicador FLAG, indicador Strep, indicador Calmodulina, indicador GST, indicador MBP, e indicador S. En otra
realizacién especifica, el anticuerpo es un derivado que comprende un marcador. El término "marcador”, como se usa
en el presente documento se refiere a un compuesto o composicion detectable que se conjuga directa o
indirectamente con el anticuerpo para generar un anticuerpo "marcado”. El marcador puede ser detectable por si
mismo, por ejemplo, marcadores de radioisétopos o marcadores fluorescentes, o, en el caso de un marcador
enzimatico, pueden catalizar la alteracién quimica del compuesto o composicion de sustrato que es detectable.

Los derivados preferidos descritos en el presente documento son funcionalmente activos con respecto a la unién del
antigeno, preferentemente son los que tienen potencia para neutralizar S. aureus y/o los que son anticuerpos
protectores.

Debe entenderse que el término "anticuerpo” también se refiere a variantes de un anticuerpo.

El término "variante" hara referencia en particular a anticuerpos, tales como anticuerpos o fragmentos de anticuerpo
mutantes, por ejemplo, obtenidos por métodos de mutagénesis, en particular para eliminar, cambiar, introducir insertos
en una secuencia de aminoacidos especifica de un anticuerpo o modificar quimicamente una secuencia de
aminoacidos, por ejemplo, en los dominios constantes para mejorar mediante ingenieria genética la estabilidad,
funcion efectora o semivida del anticuerpo, o en los dominios variables para mejorar las propiedades de unién al
antigeno, por ejemplo, por técnicas de maduracién de afinidad disponibles en este campo. Se puede usar cualquiera
de los métodos de mutagénesis conocidos, incluyendo mutaciones puntuales en sitios deseados, por ejemplo,
obtenidas por técnicas de aleatorizacion. En algunos casos, las posiciones se eligen de forma aleatoria, por ejemplo,
con cualquiera de los aminoacidos posibles o una seleccion de aminoéacidos preferidos para aleatorizar las secuencias
de anticuerpos. El término "mutagénesis" se refiere a cualquier técnica reconocida en este campo para alterar una
secuencia polinucleotidica o polipeptidica. Los tipos preferidos de mutagénesis incluyen mutagénesis de PCR
propensa a errores, mutagénesis de saturacion, u otras mutagénesis dirigidas.

El término "variante" incluird especificamente variantes funcionalmente activas.

La expresion "variante funcionalmente activa" de un anticuerpo, como se usa en el presente documento, significa una
secuencia resultante de la modificacion de esta secuencia (un anticuerpo parental o una secuencia parental) por
insercién, delecion o sustitucién de uno o mas aminoacidos, o la derivatizacion quimica de uno o mas restos de
aminoécidos en la secuencia de aminoacidos, o nucleétidos dentro de la secuencia de nucleétidos, o en uno o los dos
extremos distales de la secuencia, sin que dicha modificacién afecte (en particular, perjudique) a la actividad de esta
secuencia. En el caso de un sitio de uniéon que tiene especificidad por un antigeno diana seleccionado, la variante
funcionalmente activa de un anticuerpo tendria la especificidad de unién predeterminada, aunque esto podria
cambiarse, por ejemplo, para cambiar la especificidad fina por un epitopo especifico, la afinidad, la avidez, el valor de
Kon o Koff, etc. Especificamente, las variantes funcionalmente activas de la invencion tienen el sitio de union
poliespecifico que se une a Hla y al menos una de las toxinas de dos componentes de S. aureus, como se describe
adicionalmente en el presente documento.

Las variantes funcionalmente activas pueden obtenerse, por ejemplo, cambiando la secuencia de un anticuerpo
parental, por ejemplo, un anticuerpo que comprende el mismo sitio de union que el anticuerpo denominado #AB-24,
pero con modificaciones dentro de una region de anticuerpo aparte del sitio de union, u obtenerse a partir de un
anticuerpo parental, que es el anticuerpo #AB-24, por una modificacién que no perjudique a la unién del antigeno, y
preferentemente debe tener una actividad bioldgica similar a la del anticuerpo parental, incluyendo la capacidad de
unirse a toxinas de S. aureus y/o neutralizar S. aureus con una potencia especifica, por ejemplo, con sustancialmente
la misma actividad biolégica, lo cual se determina por un ensayo funcional o un ensayo de union especifica al S. aureus
diana o0 a toxinas de S. aureus. La expresion "sustancialmente la misma actividad biolégica”, como se usa en el
presente documento, se refiere a la actividad indicada por sustancialmente la misma actividad que es de al menos un
50%, al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 98% o
incluso al menos un 100% o al menos un 110%, o al menos un 120%, o al menos un 130%, o al menos un 140%, o al
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menos un 150%, o al menos un 160%, o al menos un 170%, o al menos un 180%, o al menos un 190%, por ejemplo,
hasta un 200% de la actividad determinada para el anticuerpo parental.

En una realizacién preferida, la variante funcionalmente activa de un anticuerpo parental
a) es un fragmento biolégicamente activo del anticuerpo, comprendiendo el fragmento al menos el 50% de la
secuencia de la molécula, preferentemente al menos un 70%, de forma mas preferente al menos un 80%, ain mas
preferentemente al menos un 90%, incluso mas preferentemente al menos un 95% y ain mas preferentemente al
menos un 97%, 98% o 99%;
b) se obtiene a partir del anticuerpo mediante al menos una sustitucién, adicion y/o delecion de aminoacido, donde
la variante funcionalmente activa tiene una identidad de secuencia con la molécula o parte de ella, tal como un
anticuerpo con una identidad de secuencia de al menos un 50%, preferentemente al menos un 60%, de forma mas
preferente al menos un 70%, de forma mas preferente al menos un 80%, ain mas preferentemente al menos un
90%, incluso mas preferentemente al menos un 95% y alin mas preferentemente al menos un 97%, 98% o 99%;
ylo
c) consiste en el anticuerpo o una variante funcionalmente activa del mismo y ademas al menos un aminoacido
o nucledtido heterélogo al polipéptido o a la secuencia de nucleétidos.

En una realizacion preferida de la invencion, la variante funcionalmente activa del anticuerpo de acuerdo con la
invencién es esencialmente idéntica a la variante descrita anteriormente, pero difiere de su polipéptido o la secuencia
de nucledtidos, respectivamente, ya que procede de una secuencia homoéloga de una especie diferente. Estas se
denominan analogos o variantes naturales.

La expresion "variante funcionalmente activa" también incluye variantes alélicas naturales, asi como mutantes o
cualquier otra variante no natural. Como se conoce en la técnica, una variante alélica es una forma alternativa de un
(poli)péptido que se caracteriza por tener una sustitucion, eliminacion o adicién de uno o mas aminoacidos que no
alteran esencialmente la funcién biolégica del polipéptido.

Las variantes funcionalmente activas pueden obtenerse por alteraciones de secuencias en el polipéptido o la
secuencia de nucleétidos, por ejemplo, por una 0 mas mutaciones puntuales, donde las alteraciones de la secuencia
mantienen una funcién del polipéptido o la secuencia de nucleétidos no alterada, cuando se usan en la combinacion de
la invencién. Dichas alteraciones de secuencias pueden incluir, pero sin limitacién, sustituciones (conservativas),
adiciones, eliminaciones, mutaciones e inserciones.

Son variantes funcionalmente activas especificas variantes de CDR. Una variante de CDR incluye una secuencia de
aminoacidos modificada por al menos un aminoacido en la regién de CDR, donde dicha modificacion puede ser una
alteracion quimica o una alteracién parcial de la secuencia de aminoacidos, permitiendo dicha modificacion que la
variante conserve las caracteristicas biolégicas de la secuencia no modificada. Una alteracién parcial de la secuencia
de aminoacidos de CDR puede ser por delecién o sustitucion de uno a varios aminoacidos, por ejemplo, 1, 2,3,405
aminoacidos, o por adicién o inserciéon de uno a varios aminoacidos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o 5 aminoacidos, o por
derivatizacion quimica de uno a varios aminoacidos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4 0 5 aminoacidos, o una combinacion de las
mismas. Las sustituciones en los restos de aminoacidos pueden ser sustituciones conservativas, por ejemplo, la
sustitucion de un aminoacido hidréfobo por un aminoacido hidréfobo alternativo.

Las sustituciones conservativas son las que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos que estan relacionados
en sus cadenas laterales y propiedades quimicas. Son ejemplos de dichas familias aminoacidos con cadenas laterales
bésicas, con cadenas laterales acidas, con cadenas laterales alifaticas no polares, con cadenas laterales aromaticas
no polares, con cadenas laterales polares no cargadas, con cadenas laterales pequefias, con cadenas laterales largas
etc.

Una mutacion puntual se entiende particularmente como la obtencién por ingenieria genética de un polinucleétido que
se obtiene como resultado de la expresion de una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de
aminoacidos no modificada por ingenieria genética en la sustitucion o cambio, deleciéon o inserciéon de uno o mas
aminoacidos individuales (no consecutivos) o parejas de aminoacidos por aminoacidos diferentes.

Las mutaciones puntuales preferidas se refieren al intercambio de aminoacidos de la misma polaridad y/o carga. En
este sentido, los aminoacidos se refieren a los veinte aminoacidos naturales codificados por sesenta y cuatro codones
de tripletes. Estos 20 aminoacidos se pueden dividir en los que tienen cargas neutras, cargas positivas, y cargas
negativas:

Los aminoacidos "neutros" se muestran mas adelante junto con su cédigo respectivo de tres letras y de una sola letra
y polaridad:

Alanina: (Ala, A) no polar, neutra;
Asparagina: (Asn, N) polar, neutra;
Cisteina: (Cys, C) no polar, neutra;
Glutamina: (GIn, Q) polar, neutra;
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Glicina: (Gly, G) no polar, neutra;
Isoleucina: (lle, 1) no polar, neutra;
Leucina: (Leu, L) no polar, neutra;
Metionina: (Met, M) no polar, neutra;
Fenilalanina: (Phe, F) no polar, neutra;
Prolina: (Pro, P) no polar, neutra;
Serina: (Ser, S) polar, neutra;
Treonina: (Thr, T) polar, neutra;
Triptéfano: (Trp, W) no polar, neutro;
Tirosina (Tyr, Y) polar, neutra;

Valina: (Val, V) no polar, neutra; e
Histidina: (His, H) polar, positiva (10%) neutra (90%).

Los aminoacidos cargados "positivamente” son:
Arginina: (Arg, R) polar, positiva; y
Lisina: (Lys, K) polar, positiva

Los aminoacidos cargados "negativamente” son:
Acido aspartico: (Asp, D) polar, negativo; y
Acido glutamico: Glu, E) polar, negativo.

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a las secuencias de anticuerpos y
homologos descritos en el presente documento se define como el porcentaje de restos de aminoacidos en una
secuencia candidata que son idénticos a los restos de aminoacidos de la secuencia polipeptidica especifica, después
de alinear las secuencias e introducir los espacios en blanco, en caso necesario, para lograr el maximo porcentaje de
identidad de secuencia, y sin tener en cuenta las posibles sustituciones conservativas como parte de la identidad de
secuencia. Los expertos en la materia pueden determinar parametros apropiados para medir el alineamiento,
incluyendo cualquier algoritmo necesario para lograr un alineamiento maximo a lo largo de la longitud completa de las
secuencias que se estén comparando.

Especificamente se entiende que una variante de anticuerpo incluye homodlogos, analogos, fragmentos,
modificaciones o variantes con un patron de glicosilacidn especifico, por ejemplo, producidos por glicoingenieria, que
son funcionales y pueden servir como equivalentes funcionales, por ejemplo, que se unen a las dianas especificas y
con propiedades funcionales. Las variantes preferidas descritas en el presente documento son funcionalmente activas
con respecto a la union al antigeno, preferentemente son las que tienen potencia para neutralizar S. aureus y/o las que
son anticuerpos protectores.

Un anticuerpo de la presente invencioén puede presentar o no funcion efectora de Fc. Aunque el modo de accién
principalmente estd mediado por la neutralizacion de anticuerpos sin funciones efectoras de Fc, Fc puede reclutar el
complemento y ayudar a la eliminacién del antigeno diana, tal como una toxina, de la circulacién por medio de la
formacion de complejos inmunitarios.

Ciertos anticuerpos especificos pueden carecer de un resto de Fc activo, por lo tanto, estan compuestos de dominios
de anticuerpo que no contienen una parte Fc de un anticuerpos o que no contienen un sitio de union al receptor
Fcgamma, o comprenden dominios de anticuerpo que carecen de funcién efectora de Fc, por ejemplo, por
modificaciones para reducir las funciones efectoras de Fc, en particular, para anular o reducir la actividad ADCC y/o
CDC. Pueden obtenerse por ingenieria genética anticuerpos alternativos para incorporar modificaciones que
aumenten las funciones efectoras de Fc, en particular que aumenten la actividad ADCC y/o CDC.

Estas modificaciones pueden realizarse por mutagénesis, por ejemplo, mutaciones en el sitio de unién del receptor
Fcgamma o por derivados o agentes para interferir con la actividad ADCC y/o CDC de un formato de anticuerpo, para
conseguir la reduccién o aumento de la funcién efectora de Fc.

Tipicamente se entiende que una reduccion significativa de la funcion efectora de Fc se refiere a una funcién efectora
de Fc menor del 10% del formato no modificado (de tipo silvestre), preferiblemente menor del 5%, medida por la
actividad ADCC y/o CDC.

Tipicamente se entiende que un aumento significativo de la funcién efectora de Fc se refiere a un aumento en la
funcién efectora de Fc de al menos un 10% del formato no modificado (de tipo silvestre), preferentemente al menos un
20%, 30%, 40% o 50%, medida por la actividad ADCC y/o CDC.

La expresion variantes "obtenidas por glicoingenieria” con respecto a las secuencias de anticuerpo hara referencia a
variantes de glicosilacion que tienen propiedades inmunogénicas modificadas, ADCC y/o CDC como resultado de la
glicoingenieria. Todos los anticuerpos contienen estructuras de carbohidratos en posiciones conservadas en las
regiones constantes de las cadenas pesadas, poseyendo cada isotipo una serie distinta de estructuras de
N-carbohidratos, que afectan de forma variable al ensamblaje, secrecion o actividad funcional de las proteinas. Los
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anticuerpos de tipo IgG1 son glicoproteinas que tienen un sitio de N-glicosilacion conservado en la Asn297 en cada
dominio CH2. Los dos oligosacaridos complejos biantenarios unidos a Asn297 estan sepultados entre los dominios
CH2, formando contactos extensos con la cadena principal del polipéptido, y su presencia es esencial para el
anticuerpo para mediar funciones efectoras tales como la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC). La
eliminacion de N-Glicano en N297, por ejemplo, por mutacién de N297, por ejemplo a A, o T299 tipicamente da como
resultado formatos de anticuerpo aglicosilados con una ADCC reducida.

Existen diferencias importantes en la glicosilacion de anticuerpos entre lineas celulares, e incluso se observan
diferencias minoritarias para una linea celular dada cultivada en diferentes condiciones de cultivo. La expresion en
células bacterianas tipicamente proporciona un anticuerpo aglicosilado. Se notificd que las células CHO con expresion
regulada por tetraciclina de la (1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Il (Gn-Tlll), una glicosiltransferasa que cataliza la
formacion de GIcNAc de biseccién, tenian mayor actividad ADCC (Umana et al., 1999, Nature Biotech. 17:176-180).
Ademas de la eleccion de las células hospedadoras, los factores que afectan a la glicosilacién durante la produccion
recombinante de anticuerpos incluyen el modo de cultivo, la formulacion del medio, la densidad del cultivo, la
oxigenacion, el pH, los esquemas de purificacion y similares.

La expresioén "sitio de unién a antigeno" o "sitio de unién” se refiere a la parte de un anticuerpo que participa en la unién
al antigeno. El sitio de unién al antigeno estd formado por restos de aminoacidos de las regiones N-terminales
variables ("V") de las cadena pesadas ("H") y/o ligeras ("L"), o los dominios variables de las mismas. Tres tramos muy
divergentes dentro de las regiones V de las cadenas pesadas y ligeras, denominadas "regiones hipervariables”, estan
interpuestas entre tramos flanqueantes mas conservados conocidos como regiones marco conservadas. El sitio de
unién al antigeno proporciona una superficie que es complementaria a la superficie tridimensional de un epitopo o
antigeno unido, y las regiones hipervariables se denominan "regiones determinantes de complementariedad”, o
"CDR". El sitio de unién incorporado en las CDR también se denomina en el presente documento "sitio de union de
CDR".

El término "antigeno”, como se usa en el presente documento indistintamente con los términos "diana" o "antigeno
diana" hara referencia a una molécula diana entera o a un fragmento de dicha molécula reconocido por un sitio de
unién de anticuerpo. Especificamente, pueden reconocerse por dicho sitio de unién subestructuras de un antigeno, por
ejemplo, un polipéptido o estructura de carbohidrato, denominadas generalmente "epitopos"”, por ejemplo, epitopos de
linfocitos B o epitopos de linfocitos T, que son inmunolégicamente relevantes.

El término "epitopo”, como se usa en el presente documento, se referira, en particular, a una estructura molecular que
puede formar completamente una pareja de unién especifica o ser parte de una pareja de union especifica a un sitio de
unién de un anticuerpo. Un epitopo puede estar compuesto por un hidrato de carbono, una estructura peptidica, un
acido graso, una sustancia organica, bioquimica o inorganica, o derivados de los mismos y cualquier combinacién de
los mismos. Si un epitopo esta compuesto por una estructura peptidica, tal como un péptido, un polipéptido o una
proteina, normalmente incluira al menos 3 aminoacidos, preferentemente de 5 a 40 aminoacidos, y mas
preferentemente entre aproximadamente 10 y 20 aminoacidos. Los epitopos pueden ser epitopos lineales o
conformacionales. Un epitopo lineal estd compuesto por un Unico segmento de una secuencia primaria de un
polipéptido o cadena de carbohidrato. Los epitopos lineales pueden ser contiguos o0 solapantes. Los epitopos
conformacionales estan compuestos por aminoacidos o carbohidratos juntados plegando el polipéptido para formar
una estructura terciaria y los aminoacidos no son necesariamente adyacentes entre si en la secuencia lineal.
Especificamente y con respecto a los antigenos polipeptidicos, un epitopo conformacional o discontinuo se caracteriza
por la presencia de dos o mas restos de aminoacidos discretos, separados en la secuencia primaria, pero que se
ensamblan formando una estructura consistente en la superficie de la molécula cuando el polipéptido se pliega en la
proteina nativa/antigeno.

En el presente documento, el término "epitopo” hara referencia en particular al epitopo individual reconocido por un
anticuerpo, o la mezcla de epitopos que comprenden variantes de epitopos, estando reconocido cada uno por un
anticuerpo de reaccion cruzada.

El término "expresion” se entiende de la siguiente manera. Para fines de expresion, pueden usarse moléculas de acido
nucleico que contienen una secuencia codificante deseada de un producto de expresion tal como, por ejemplo, un
anticuerpo como se describe en el presente documento, y secuencias de control tales como, por ejemplo, un promotor
unido operativamente. Los hospedadores transformados o transfectados con estas secuencias pueden producir las
proteinas codificadas. Con el fin de efectuar la transformacion, el sistema de expresiéon puede estar incluido en un
vector; sin embargo, el ADN relevante puede también estar integrado en el cromosoma del hospedador.
Especificamente, el término se refiere a una célula hospedadora y un vector compatible en condiciones adecuadas,
por ejemplo, para la expresion de una proteina codificada por un ADN extrafio que porta el vector e introducida en la
célula hospedadora.

Un ADN codificante es una secuencia de ADN que codifica una secuencia de aminoacidos particular para obtener un
polipéptido o proteina particular tal como, por ejemplo, un anticuerpo. Un ADN promotor es una secuencia de ADN que
inicia, regula, o media o controla de otra manera la expresién del ADN codificante. EI| ADN promotor y el ADN
codificante pueden proceder del mismo gen o de genes diferentes, y pueden proceder del mismo organismo o de
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organismos diferentes. Los vectores de clonacién recombinantes con frecuencia incluirdn uno o mas sistemas de
replicacién para clonaciéon o expresion, uno o mas marcadores para seleccion en el hospedador, por ejemplo,
resistencia a antibioticos, y uno o mas casetes de expresion.

Los "vectores" usados en el presente documento se definen como secuencias de ADN que son necesarias para la
transcripcion de secuencias de nucleétidos recombinantes, es decir, de genes recombinantes y la traduccién de su
ARNmM en un organismo hospedador adecuado.

Un "casete de expresién"” se refiere a una secuencia codificante de ADN que codifica un producto de expresion que
puede insertarse en un vector en sitios de restriccion definidos. Los sitios de restriccion del casete estan disefiados
para asegurar la insercion del casete en el marco de lectura apropiado. En general, se inserta ADN extrafio en uno o
mas sitos de restriccion del ADN del vector, y después se porta por el vector en una célula hospedadora junto con un
ADN de vector transmisible. Un segmento o secuencia de ADN que tiene ADN insertado o afiadido, tal como un vector
de expresion, también puede denominarse "construccién de ADN".

Los vectores de expresion comprenden el casete de expresion y ademas normalmente comprenden un origen para la
replicacién autbnoma en las células hospedadoras o un sitio de integracion en el genoma, uno o0 mas marcadores de
seleccidn (por ejemplo, un gen de sintesis de aminoacidos o un gen que confiere resistencia a antibioticos tales como
zeocina, kanamicina, G418 o higromicina), varios sitios de escisién por enzimas de restriccién, una secuencia
promotora adecuada y un terminador de la transcripcion, estando dichos componentes unidos operativamente entre si.
El término "vector”, como se usa en el presente documento, incluye secuencias de nucleétidos de replicacion
auténoma si como secuencias de nucleétidos de integracion en el genoma. Un tipo comun de vector es un "plasmido”,
gue generalmente es una molécula autocontenida de ADN bicatenario que puede aceptar facilmente ADN adicional
(extrafio) y que puede introducirse facilmente en una célula hospedadora adecuada. Un vector de plasmido con
frecuencia contiene ADN codificante y ADN promotor y tiene uno o mas sitios de restriccién adecuados para insertar
ADN extrafio. Especificamente, el término "vector" o "plasmido” se refiere a un vehiculo mediante el cual puede
introducirse una secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen extrafio) en una célula hospedadora, para transformar
el hospedador y promover la expresion (por ejemplo, la transcripcion y la traduccién) de la secuencia introducida.

La expresion "célula hospedadora”, como se usa en el presente documento, hara referencia a células primarias del
sujeto transformadas para producir una proteina recombinante particular, tal como un anticuerpo como se describe en
el presente documento, y cualquier descendencia del mismo. Debe entenderse que no toda la descendencia es
exactamente idéntica a la célula parental (debido a mutaciones deliberadas o involuntarias o a diferencias en el
medio), sin embargo, dicha descendencia alterada se incluye en esta expresion, siempre que la descendencia
conserve la misma funcionalidad que la célula transformada originalmente. La expresion "linea de célula hospedadora”
se refiere a una linea celular de células hospedadoras usadas para expresar un gen recombinante para producir
polipéptidos recombinantes tales como anticuerpos recombinantes. La expresion "linea celular", como se usa en el
presente documento, se refiere a un clon establecido de un tipo celular particular que ha adquirido la capacidad de
proliferar durante un periodo de tiempo prolongado. Dicha célula hospedadora o linea de célula hospedadora puede
mantenerse en cultivo celular y/o cultivarse para producir un polipéptido recombinante.

Una "respuesta inmunitaria” a una composicién, por ejemplo, una composicidon inmunogénica en el presente
documento, también denominada "inmundgeno" que comprende un antigeno o epitopo, 0 una vacuna como se
describe en el presente documento, es el desarrollo en el hospedador o sujeto de una respuesta inmunitaria celular y/o
mediada por anticuerpos contra la composicién o vacuna de interés. Generalmente, dicha respuesta consiste en que el
sujeto produce anticuerpos, linfocitos B, linfocitos T auxiliares, linfocitos T supresores, y/o linfocitos T citotoxicos
dirigidos especificamente contra un antigeno o antigenos incluidos en la composicion o vacuna de interés.

Una "respuesta inmunitaria protectora” se entiende como una respuesta inmunitaria que proporciona un resultado
significativamente mejor de una infeccion inducida o natural o exposicion a una toxina en comparacion con la de la
poblacién no inmune. La respuesta inmunitaria protectora contra toxinas principalmente esta mediada por anticuerpos
neutralizadores que tienen alta afinidad, por ejemplo, con una Kd menor de 10® M. El efecto beneficioso de la
neutralizacion de toxinas es la proteccion de las células diana y la prevencion de la inflamacion. También puede
contribuir la formacion de complejos inmunitarios mediada por Fc al retirarse la toxina de la circulacion (a través de las
células RES).

Un inmunégeno o composicién inmunogénica normalmente comprende el antigeno o epitopo y un vehiculo, que puede
comprender especificamente un adyuvante. El término "adyuvante" se refiere a un compuesto que, cuando se
administra junto con un antigeno, aumenta y/o redirige la respuesta inmunitaria al antigeno, pero cuando se administra
solo no genera una respuesta inmunitaria al antigeno. Los adyuvantes pueden aumentar una respuesta inmunitaria por
varios mecanismos incluyendo el reclutamiento de linfocitos, la estimulacién de linfocitos B y/o T, y la estimulacién de
macréfagos. Son ejemplos de vehiculos los liposomas o péptidos catidnicos; son ejemplos de adyuvantes el fosfato de
aluminio o hidréxido de aluminio, MF59 u oligonucleétidos CpG.

El término "aislado" o "aislamiento”, como se usa en el presente documento con respecto a un acido nucleico, un
anticuerpo u otro compuesto, hara referencia a un compuesto que se ha separado suficientemente del medio con el
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que estaria asociado de manera natural, de forma que existe en forma "sustancialmente pura". "Aislado" no significa
necesariamente la exclusién de mezclas artificiales o sintéticas con otros compuestos o materiales, o la presencia de
impurezas que no interfieren con la actividad fundamental, y que pueden estar presentes, por ejemplo, debido a una
purificacién incompleta. En particular, también se entiende que las moléculas de acido nucleico aisladas de la presente
invencion incluyen las sintetizadas quimicamente.

Con respecto a los acidos nucleicos de la invencion, algunas veces se usa la expresién "acido nucleico aislado". Esta
expresion, cuando se aplica al ADN, se refiere a una molécula de ADN que esta separada de las secuencias con las
gque esta inmediatamente contigua en el genoma natural del organismo en el que se produjo. Por ejemplo, un "acido
nucleico aislado" puede comprender una molécula de ADN insertada en un vector, tal como un plasmido o un vector
viral, o integrada en el ADN gendmico de una célula u organismo procariota o eucariota. Cuando se aplica al ARN, la
expresion "acido nucleico aislado” se refiere principalmente a una molécula de ARN codificada por una molécula de
ADN aislada como se ha definido anteriormente. Como alternativa, la expresion puede hacer referencia a una
molécula de ARN que se ha separado suficientemente de otros acidos nucleicos con los que estaria asociado en su
estado natural (es decir, en células o tejidos). Un "acido nucleico aislado" (ADN o ARN) puede representar ademas una
molécula producida directamente por medios biolégicos o sintéticos y separada de otros componentes presentes
durante su produccion.

Con respecto a polipéptidos o proteinas, tales como anticuerpos o epitopos de la invencion, el término "aislado" hara
referencia especificamente a compuestos que carecen 0 carecen sustancialmente de material con el que estan
asociados naturalmente, tales como otros compuestos con l0s que se encuentran en su entorno natural, o el entorno
en el que se preparan (por ejemplo, cultivo celular) cuando dicha preparaciéon es por la tecnologia de ADN
recombinante realizada in vitro o in vivo. Los compuestos aislados pueden formularse con diluyentes o adyuvantes y,
para fines practicos, pueden aislarse - por ejemplo, los polipéptidos o polinucleétidos pueden mezclarse con vehiculos
0 excipientes farmacéuticamente aceptables cuando se usan en diagnéstico o terapia.

El término "neutralizacién" se usa en el presente documento en su sentido mas amplio y se refiere a cualquier molécula
qgue inhibe que un patégeno, tal como S. aureus infecte a un sujeto, o que inhibe que el patdbgeno promueva
infecciones mediante la produccion de potentes toxinas proteicas, o que inhibe que las toxinas dafien a una célula
diana en un sujeto, independientemente del mecanismo mediante el que se consigue la neutralizacion. La
neutralizacion puede conseguirse, por ejemplo, por un anticuerpo que inhibe la unién y/o interaccién de la toxina o
toxinas de S. aureus con su receptor afin en células diana. En determinadas realizaciones, los anticuerpos descritos en
el presente documento pueden neutralizar la actividad de la toxina, reduciéndose o eliminandose los efectos in vivo o
in vitro de la interaccion entre la toxina y la célula diana, tal como glébulos rojos. La neutralizacion puede realizarse
adicionalmente mediante la inhibicion de la formacién de la toxina activa, por ejemplo, en el caso de las citolisinas de
dos componentes de S. aureus, mediante la inhibicién de la unién de los componentes L y R o la formacion de los
poros oligoméricos en citomembranas.

La potencia de neutralizacion de anticuerpos contra toxinas citoliticas tipicamente se determina en un ensayo
convencional midiendo la mayor viabilidad o funcionalidad de células susceptibles a la toxina dada. La neutralizacion
puede expresarse por el porcentaje de células viables con y sin anticuerpos. En el caso de anticuerpos muy potentes,
una forma preferida para expresar la potencia de neutralizacion es la relacion molar anticuerpo:toxina, donde los
valores inferiores corresponden a una mayor potencia. Los valores inferiores a 1 definen una potencia muy alta.

La expresion "neutralizacion cruzada”, como se usa en el presente documento, hara referencia a la neutralizacion de
varias toxinas, por ejemplo, toxinas que incorporan un epitopo de reaccién cruzada reconocido por el anticuerpo de
reaccion cruzada o poliespecifico.

La expresion "Staphylococcus aureus” 0 'S. aureus" 0 "S. aureus patogénico” se entiende de la siguiente manera. Las
bacterias Staphylococcus aureus normalmente se encuentran en la piel de personas y animales. Las bacterias
generalmente sin inocuas, a menos que entren en el cuerpo a través de un corte u otra herida. Tipicamente, las
infecciones son problemas cutaneos de poca importancia en las personas sanas. Histéricamente, las infecciones se
trataban con antibiéticos de amplio espectro, tales como meticilina. Sin embargo, ahora han aparecido ciertas cepas
gue son resistentes a meticilina y otros antibiéticos betalactamicos, tales como penicilina y cefalosporinas. Estos se
conocen como Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (también conocidos como Staphylococcus aureus con
resistencia multifarmaco, o "MRSA").

Staphylococcus aureus, un importante patégeno humano, expresa una multitud de toxinas de secrecién (exotoxinas).
Puede atacar a diversos tipos de células hospedadoras, entre los que se incluyen eritrocitos, granulocitos neutréfilos y
otras células inmunitarias, asi como células epiteliales del pulmdén o la piel. Un miembro importante de las toxinas de S.
aureus es la hemolisina alfa (Hla), que ejerce funcion citolitica sobre los linfocitos, macréfagos, células epiteliales del
pulmén y células endoteliales pulmonares.

Las infecciones por S. aureus, incluyendo MRSA, generalmente comienzan como pequefios abultamientos de color
rojo que parecen granos, furdnculos o picaduras de arafia. Estos abultamientos o manchas pueden convertirse
rapidamente en abscesos profundos, dolorosos que requieren drenaje quirdrgico. Algunas veces, las bacterias
permanecen confinadas en la piel. En ocasiones, pueden excavar e introducirse en el interior del cuerpo, produciendo
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infecciones que podrian poner en peligro la vida en una amplia gama de tejidos humanos, incluyendo piel, tejido
blando, huesos, articulaciones, heridas quirtrgicas, el torrente sanguineo, valvulas cardiacas, pulmones, u otros
organos. Por lo tanto, las infecciones por S. aureus pueden producir enfermedades asociadas dicha bacteria, que son
enfermedades potencialmente fatales, tales como fascitis necrotizante, endocarditis septicemia, sindrome de choque
téxico, y diversas formas de neumonia, incluyendo neumonia necrotizante, y la produccion de toxinas en furunculosis
y carbunculosis. La infecciéon por MRSA es especialmente problematica en situaciones hospitalarias o en residencias
de ancianos en las que los pacientes tienen riesgo 0 son propensos a tener heridas abiertas, hay dispositivos
invasivos, y sistemas inmunitarios debilitados y, por lo tanto, tienen mayor riesgo de infeccion que el puablico general.

Los anticuerpos neutralizadores de las toxinas de S. aureus interfieren con los patégenos y reacciones patogénicas, y
por lo tanto pueden limitar o prevenir la infeccién y/o mejorar una afeccion debida a dicha infeccién, o inhibir la
patogénesis de S. aureus, en particular, la patogénesis de la neumonia. A este respecto, en el presente documento los
"anticuerpos protectores" se consideran anticuerpos neutralizadores que son responsables de la inmunidad frente a un
agente infeccioso observado en inmunidad activa o pasiva. En particular, los anticuerpos protectores, como se
describen en el presente documento, pueden neutralizar los efectos toxicos (tales como citdlisis, inducciéon de la
expresion de citocinas proinflamatorias por células diana) de factores de virulencia secretados (exotoxinas) y, por lo
tanto, interferir con el potencial patégeno de S. aureus.

El término "recombinante”, como se usa en el presente documento, significara "que se ha preparado por o es el
resultado de ingenieria genética". Un hospedador recombinante comprende especificamente un vector de expresion o
vector de clonacion, o se ha modificado por ingenieria genética de manera que contiene una secuencia de acido
nucleico recombinante, en particular, que emplea una secuencia de nucleétidos extrafia para el hospedador. Una
proteina recombinante se produce expresando un acido nucleico recombinante respectivo en un hospedador. La
expresion "anticuerpo recombinante”, tal como se usa en el presente documento, incluye anticuerpos que se preparan,
expresan, crean o aislan por medios recombinantes, tales como (a) anticuerpos aislados a partir de un animal (por
ejemplo, un ratén) que es transgénico o transcromosémico para genes de inmunoglobulina humanos o un hibridoma
preparado a partir del mismo, (b) anticuerpos aislados a partir de una célula hospedadora transformada para expresar
el anticuerpo, por ejemplo, a partir de un transfectoma, (c) anticuerpos aislados a partir de una biblioteca combinatoria
de anticuerpos humanos recombinante, y (d) anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier
otro medio que implique el corte y empalme de secuencias de genes de inmunoglobulina a otras secuencias de ADN.
Dichos anticuerpos recombinantes comprenden anticuerpos modificados por ingenieria genética para incluir
transposiciones y mutaciones que se producen, por ejemplo, durante la maduracién de anticuerpos.

Tal como se usa en el presente documento, el término "especificidad” o "unidn especifica" se refiere a una reaccion de
unioén que es determinativa del ligando afin de interés en una poblacion heterogénea de moléculas. Por lo tanto, en las
condiciones indicadas (p. €j., condiciones de inmunoensayo), un anticuerpo se une especificamente a su diana
particular y no se une en una cantidad significativa a otras moléculas presentes en una muestra. La unién especifica
significa que la unién es selectiva en términos de identidad de la diana, afinidad de union o avidez alta, media o baja,
segun se seleccione. La unién selectiva normalmente se consigue si la unién constante o la dinamica de union es, al
menos, 10 veces diferente, preferentemente, la diferencia es de al menos 100 veces y, mas preferentemente, al menos
1.000 veces.

El término también es aplicable cuando, por ejemplo, un anticuerpo es especifico para un epitopo particular que
presenta reaccion cruzada con varios antigenos, en cuyo caso el anticuerpo especifico podra unirse a los diversos
antigenos que llevan el epitopo de reacciéon cruzada. Dicho sitio de unién de un anticuerpo o un anticuerpo con
especificidad para unirse a un epitopo de reaccion cruzada también se denomina sitio y anticuerpo de unién
poliespecifica o de unién especifica cruzada, respectivamente. Por ejemplo, un anticuerpo puede tener un sitio de
unién poliespecifico que se une especificamente a un epitopo con reaccion cruzada con varios antigenos diferentes
con homologia de secuencia dentro del epitopo y/o similitudes estructurales para proporcionar un epitopo
conformacional de esencialmente la misma estructura, por ejemplo, de reaccién cruzada con al menos la toxina Hla 'y
una toxina de dos componentes de S. aureus.

La inmunoespecificidad de un anticuerpo, su capacidad de unién y la afinidad relacionada que presenta el anticuerpo
por una secuencia de union de reaccién cruzada, se determinan por una secuencia de unién de reaccion cruzada con
la que inmunorreacciona (se une) el anticuerpo. La especificidad de la secuencia de unién con reaccion cruzada puede
definirse, al menos en parte, por los restos de aminoacido de la region variable de la cadena pesada del anticuerpo
inmunoglobulina y/o por la secuencia de restos de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera.

El uso de las expresiones "que tiene la misma especificidad", "que tiene el mismo sitio de unién" o "que se une al
mismo epitopo"” indica que anticuerpos monoclonales equivalentes presentan las mismas o esencialmente las mismas
caracteristicas de inmunorreaccion (unién), es decir, similares y compiten por la unién a una secuencia de union a la
diana preseleccionada. La especificidad relativa de una molécula de anticuerpo para una diana particular puede
determinarse relativamente por ensayos de competicion, por ejemplo, como se describe en Harlow, et al.,
ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1988).
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El término "sujeto”, como se usa en el presente documento, hara referencia a un mamifero de sangre caliente,
particularmente un ser humano o un animal no humano. MRSA es un patégeno humano criticamente importante que
también preocupa cada vez mas en la medicina veterinaria. Esta presente en una amplia serie de especies animales
no humanas. Por lo tanto, el término "sujeto” también puede referirse particularmente a animales, incluyendo perros,
gatos, conejos, caballos, ganado bovino, cerdos y aves de corral. En particular, el uso médico de la invencion o el
método de tratamiento respectivo se aplica a un sujeto que necesita profilaxis o tratamiento de una patologia asociada
con la infeccién por S. aureus. El sujeto puede ser un paciente con riesgo de infeccién por S. aureus o que padece la
enfermedad, incluyendo la primera fase o una fase avanzada de la enfermedad. El término "paciente" incluye seres
humanos y otros sujetos mamiferos que reciben tratamiento profilactico o terapéutico. Por lo tanto, se entiende que el
término "tratamiento” incluye el tratamiento tanto profilactico como terapéutico.

Un sujeto, por ejemplo, se trata para la profilaxis o terapia de S. aureus. En particular, se trata un sujeto, que tiene
riesgo de infeccion o que desarrolla dicha enfermedad o la recurrencia de la enfermedad, o un sujeto que padece dicha
infeccion y/o la enfermedad asociada con dicha infeccion.

Especificamente, el término "profilaxis" se refiere a medidas preventivas que se pretende que incluyan la prevencion
del inicio de la patogénesis o medidas profilacticas para reducir el riesgo de patogénesis.

Especificamente, el método para tratar, prevenir, o retrasar una patologia en un sujeto como se describe en el
presente documento, se realiza por interferencia con la patogénesis de S. aureus como agente causal de la afeccion,
donde la patogénesis incluye una etapa para formar un poro en la membrana celular del sujeto, por ejemplo, por los
factores de virulencia o toxinas especificas.

El término "toxina", como se usa en el presente documento hara referencia a la toxina alfa (Hla) y a las toxinas de dos
componentes de S. aureus.

La virulencia de S. aureus se debe a una combinacién de numerosos factores de virulencia, que incluyen proteinas
asociadas a la superficie que permiten que la bacteria se adhiera a membranas celulares eucariotas, un polisacarido
capsular que la protege de la opsonofagocitosis, y varias exotoxinas. S. aureus produce enfermedades principalmente
mediante la produccién de factores de virulencia secretados tales como hemolisinas, enterotoxinas y toxina del
sindrome del choque toxico. Estos factores de virulencia secretados reprimen la respuesta inmunitaria inactivando
muchos mecanismos inmunoldgicos en el hospedador, y producen la destruccion de tejidos y ayudan a establecer la
infeccion. Esto Ultimo se consigue por un grupo de toxinas formadoras de poros, de las que la mas importante es Hla,
un factor de virulencia clave para la neumonia por S. aureus.

S. aureus produce una serie diversa de factores de virulencia adicionales y toxinas que permiten que esta bacteria
neutralice y soporte el ataque por diferentes tipos de células inmunitarias, especificamente subpoblaciones de
glébulos blancos que constituyen el sistema de defensa principal del cuerpo. La produccion de estos factores de
virulencia y toxinas permite que S. aureus mantenga un estado infeccioso. Entre estos factores de virulencia, S. aureus
produce varias leucotoxinas de dos componentes, que dafian a las membranas de las células de defensa del
hospedador y los eritrocitos por la accion sinérgica de dos proteinas o subunidades no asociadas. Entre estas toxinas
de dos componentes, la hemolisina gamma (HIgAB y HIgCB) y la leucocidina de Panton-Valentine (PVL) son las mejor
caracterizadas.

La toxicidad de las leucocidinas hacia las células de mamifero implica la acciéon de dos componentes. La primera
subunidad se denomina componente de clase L, y la segunda subunidad se denomina componente de clase R. Las
subunidades L y R actdan sinérgicamente formando poros en los glébulos blancos, incluyendo los monocitos,
macréfagos, células dendriticas y neutréfilos (conocidos colectivamente como fagocitos). Se sabe que el repertorio de
leucotoxinas de dos componentes producidas por S. aureus incluye pares afines y no afines de los componentes Ry L,
por ejemplo, hemolisinas gamma, toxinas PVL y toxinas de tipo PVL, incluyendo HIgAB, HIgCB, LukSF, LUkED,
LukGH, LukS-HIgB, LukSD, HIgA-LukD, HIgA-LukF, LukG-HIgA, LUKEF, LukE-HIgB, HIigC-LukD o HIgC-LukF, que son
dianas preferidas como se describe en el presente documento. La Figura 1 proporciona una visién general de algunas
toxinas importantes de dos componentes.

La expresion "sustancialmente puro" o "purificado”, como se usa en el presente documento, hara referencia a una
preparacién que comprende al menos un 50% (p/p), preferentemente al menos un 60%, 70%, 80%, 90% o0 95% de un
compuesto, tal como una molécula de acido nucleico o un anticuerpo. La pureza se mide por métodos apropiados para
el compuesto (por ejemplo, métodos cromatograficos, electroforesis en gel de poliacrilamida, analisis por HPLC, y
similares).

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz", usada en el presente documento indistintamente con cualquiera de
los términos "cantidad eficaz" o "cantidad suficiente" de un compuesto, por ejemplo, un anticuerpo o inmunégeno de la
presente invencion, es una cantidad o actividad suficiente cuando se administra al sujeto, para producir resultados
beneficiosos o deseados, incluyendo resultados clinicos, y, como tal, una cantidad eficaz o un sindnimo de la misma
depende del contexto en el que se aplica.
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Una cantidad eficaz pretende significar la cantidad de un compuesto que es suficiente para tratar, prevenir o inhibir
dicha enfermedad o trastorno. En el contexto de una enfermedad, se usan especificamente cantidades
terapéuticamente eficaces del anticuerpo como se describe en el presente documento para tratar, modular, atenuar,
invertir, o afectar a una enfermedad o afeccién que se beneficia de la inhibicion de S. aureus o de la patogénesis de S.
aureus.

La cantidad del compuesto que correspondera a dicha cantidad eficaz variara dependiendo de varios factores, tales
como el farmaco o compuesto dado, la formulacion farmacéutica, la via de administracién, el tipo de enfermedad o
trastorno, la identidad del sujeto u hospedador que se esté tratando, y similares, pero en cualquier caso se puede
determinar de manera rutinaria por una persona experta en la materia.

El anticuerpo o el inmunégeno de la presente invenciéon puede usarse profilacticamente para inhibir el inicio de la
infeccion por S. aureus, o terapéuticamente para tratar la infeccién por S. aureus, particularmente infecciones por S.
aureus tales como MRSA que sabe que son refractarias o en el caso de un sujeto especifico que ha resultado ser
refractario al tratamiento con otra terapia de antibi6ticos convencional.

Una cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo como se describe en el presente documento, tal como la
proporcionada a un paciente humano que lo necesita, puede estar especificamente en el intervalo de 0,5-500 mg,
preferentemente de 1-400 mg, incluso mas preferiblemente hasta 300 mg, hasta 200 mg, hasta 100 mg o hasta 10 mg,
aunque pueden indicarse dosis mayores, por ejemplo, para tratar patologias agudas.

Ademas, un régimen de tratamiento o prevencién de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz del
anticuerpo de la presente invencion puede consistir en una sola administracion, o, como alternativa, comprende una
serie de aplicaciones. Por ejemplo, el anticuerpo puede administrarse al menos una vez al afio, al menos una vez cada
seis meses o0 al menos una vez al mes. Sin embargo, en otra realizacién, el anticuerpo puede administrarse al sujeto
desde aproximadamente una vez por semana a aproximadamente una administracion diaria para un tratamiento dado.
La duracién del periodo de tratamiento depende de una diversidad de factores, tales como la gravedad de la
enfermedad, si la enfermedad es aguda o crénica, la edad del paciente, la concentracion y la actividad del formato de
anticuerpo. También se apreciara que la dosificacion eficaz usada para el tratamiento o profilaxis puede aumentar o
disminuir durante el transcurso de un régimen de tratamiento o profilaxis particular. Pueden realizarse cambios en la
dosificaciéon y estos se haran evidentes por ensayos de diagndstico convencionales conocidos en la técnica. En
algunos casos, puede necesitarse una administracion cronica.

Una cantidad eficaz de un inmundgeno como se describe en el presente documento, tal como la proporcionada a un
paciente con riesgo de desarrollar una patologia asociada con una infeccibn por S. aureus, puede estar
especificamente en el intervalo de 1-15 mg/kg por dosis.

Por ejemplo, el inmundgeno puede administrarse como una primera dosis seguida por una o mas dosis de refuerzo,
dentro de un cierto intervalo de tiempo, de acuerdo con un esquema de inmunizacién de sensibilizacion-refuerzo para
inducir una respuesta inmunitaria eficaz de larga duracion frente a la infeccién por S. aureus. Un programa de
vacunacion preferido incluiria la administracion de tres dosis, por ejemplo, una primera dosis el dia 0, una segunda
dosis el dia 5-40, y una tercera dosis el dia 10-100, preferentemente los dias 0, 28 y 90. De acuerdo con un programa
acelerado preferido, la administracion puede realizarse los dias 0, 7 y 14. Los programas acelerados pueden estar
indicados para profilaxis, por ejemplo, para pacientes que se enfrentan a una cirugia optativa. Normalmente se usa
alumbre como adyuvante, por ejemplo, en forma de fosfato o hidréxido.

Por lo tanto, la invencion se refiere especificamente a anticuerpos monoclonales con neutralizacién cruzada tanto de la
toxina hemolisina alfa como de las toxinas de dos componentes de S. aureus con una homologia de secuencia del
20-28%. Esto fue sorprendente debido al bajo nivel de homologia de secuencia. La probabilidad de generar mAb con
neutralizacion cruzada de Hla y al menos una toxina de dos componentes supuestamente era baja.

Aungue sigue sin esclarecerse el modo de accion detallado, los datos obtenidos para #AB-24 (#9028) tienen un gran
valor potencial y proporcionan la primera prueba de concepto de un solo anticuerpo que neutraliza tanto la hemolisina
alfa como mudltiples toxinas de dos componentes.

La anica publicacion que describe anticuerpos de especificidad multiple por dos componentes (Laventie, PNAS,
2011:16404) se considera no relevante para la presente invencion, ya que la especificidad dual por LukS y HIgC se
generd disefiando un anticuerpo biespecifico que utilizaba dos sitios de union diferentes. Por el contrario, la presente
invencion se refiere al mismo sitio de unién que puede unirse a las diferentes toxinas, por ejemplo, cuatro toxinas
diferentes: toxina alfa y componentes R de la hemolisina gamma, la leucocidina de Panton Valentine (PVL, LUkSF) y
LUkED. Es factible que el mAb de reactividad cuadruple también se una a la leucocidina LukM bovina basandose en la
elevada homologia de aminoéacidos con respecto a LUKED y LukSF.

En algunas realizaciones, los anticuerpos de la invencién que reconocen un epitopo en Hla y presentan reaccion

cruzada con HIgA, pueden tener una reactividad cruzada adicional con otros compuestos de leucocidina S de
estafilococos tales como HIgC, LukS-PVL, LukHLukS-l, LUkE, LukEv, y LukM. Del mismo modo, en algunas
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realizaciones, los anticuerpos de la invencién que reconocen un epitopo en Hla y presentan reaccion cruzada con
HIgB, pueden tener ademas reactividad cruzada con otros compuestos de leucocidina R de estafilococos tales como
LukF'-PV, LukF-PV, LukDv, LukD, LukF-1, y LukG. Los anticuerpos anti-HIgA y/o anti-HIgB con reaccién cruzada
pueden inhibir o reducir la actividad de HIgA y la actividad de HIgB, respectivamente. En algunas realizaciones, los
anticuerpos con reaccion cruzada anti-HIgA y/o anti-HIgB neutralizan, por ejemplo, eliminan sustancialmente, la
actividad de HIgA y HIgB, respectivamente.

De acuerdo con un aspecto especifico, se proporciona un anticuerpo que se une al mismo epitopo, incluyendo dicho
término variantes que se unen a esencialmente el mismo epitopo, que el anticuerpo denominado #AB-24, o que
comprenden el mismo sitio de unién, incluyendo dicho término variantes que comprenden esencialmente el mismo sitio
de unidn, que el anticuerpo denominado #AB-24. El anticuerpo #AB-24 y las variantes funcionalmente activas podrian
comprender particularmente un sitio de unién que podria neutralizar Hla y presentar neutralizacion cruzada con al
menos uno de, al menos dos o al menos los tres pares de toxinas afines LukS-LukF, LukE-LukD, y HIgB-HIgC, y
posiblemente ademas toxinas de dos componentes.

Se dice que los anticuerpos "se unen al mismo epitopo" o "comprenden el mismo sitio de unién" o tienen
"esencialmente las mismas caracteristicas de unién”, si los anticuerpos compiten de forma cruzada de manera que
solo un anticuerpo puede unirse al epitopo en un punto de tiempo dado, es decir, un anticuerpo impide la unién o el
efecto de modulacion del otro.

La expresion "compite" o "compite de forma cruzada”, como se usa en el presente documento con respecto a un
anticuerpo, significa que un primer anticuerpo, o una parte de unién a antigeno del mismo, se une a un epitopo de una
manera suficientemente similar a la union de un segundo anticuerpo, o una parte de unién a antigeno del mismo, de tal
forma que el resultado de la unién del primer anticuerpo con su epitopo afin se reduce de manera detectable en
presencia del segundo anticuerpo en comparacion con la union del primer anticuerpo en ausencia del segundo
anticuerpo. Puede ocurrir la alternativa, en la que la unién del segundo anticuerpo a su epitopo también se reduce de
manera detectable en presencia del primer anticuerpo, pero esto no ocurre necesariamente. Es decir, un primer
anticuerpo puede inhibir la uniéon de un segundo anticuerpo a su epitopo sin que el segundo anticuerpo inhiba la union
del primer anticuerpo a su epitopo respectivo. Sin embargo, cuando cada anticuerpo inhibe de manera detectable la
unién del otro anticuerpo con su epitopo afin, ya sea en una medida igual, mayor o menor, se dice que los anticuerpos
"compiten de forma cruzada" entre si por la unién de su epitopo o epitopos respectivos. La presente invencion incluye
anticuerpos tanto competitivos como de competicién cruzada.

Competicion en el presente documento significa una inhibicion relativa mayor de aproximadamente un 30%, como se
determina por un analisis ELISA de competicion, por ejemplo, como se describe en la seccion de Ejemplos. Puede ser
deseable establecer un mayor umbral de inhibicidn relativa cuyo criterio es un nivel adecuado de competicion en un
contexto particular, por ejemplo, cuando el andlisis de competicion se usa para seleccionar o explorar nuevos
anticuerpos disefiados con la funcién deseada de la union de toxinas adicionales de S. aureus. Por lo tanto, por
ejemplo, es posible establecer criterios para la unién competitiva, en los que se detecta al menos un 40% de inhibicién
relativa, o al menos un 50%, al menos un 60%, al menos un 70%, al menos un 80%, al menos un 90% o incluso al
menos un 100%, antes de considerar un anticuerpo suficientemente competitivo.

Especificamente, se proporciona un anticuerpo que comprende la region variable del anticuerpo denominado #AB-24,
en particular al menos una de las secuencias de CDR, preferentemente al menos dos, al menos 3, al menos 4, al
menos 5 o al menos seis de las secuencias de CDR, o variantes de CDR de las mismas que son funcionalmente
activas. Mas especificamente, se proporciona el anticuerpo denominado #AB-24.

Especificamente, empleando el material depositado, puede producirse el anticuerpo #AB-24 o cualquier variante
funcionalmente activa del mismo, tal como uno o los dos plasmidos depositados y/o una o las dos células
hospedadoras depositadas.

De acuerdo con un aspecto especifico, el anticuerpo puede proceder de un anticuerpo codificado por el plasmido de la
invencion, por ejemplo, empleando una secuencia parcial del material depositado para producir por ingenieria genética
el anticuerpo #AB-24 o cualquier variante funcionalmente activa del mismo.

De acuerdo con otro aspecto especifico, el anticuerpo #AB-24 o cualquier variante funcionalmente activa del mismo
puede proceder de un anticuerpo producido por una célula hospedadora depositada con el nimero de referencia DSM
26747 ylo DSM 26748, por ejemplo, empleando una secuencia parcial del material depositado para obtener por
ingenieria genética el anticuerpo #AB-24 o cualquier variante funcionalmente activa del mismo.

Especificamente, la variante de #AB-24 es una variante de CDR que es funcionalmente activa, por ejemplo, con
alteraciones paralelas en al menos una de las secuencias de CDR.

En ciertos aspectos, la invencidon proporciona dichos anticuerpos variantes, preferentemente anticuerpos
monoclonales, mas preferentemente anticuerpos humanos, que comprenden una cadena pesada y una cadena ligera,
donde cualquiera de la cadena pesada o region variable de VH o las CDR respectivas comprende una secuencia de
aminoacidos procedente del plasmido depositado respectivo y/o de la célula hospedadora depositada respectiva.
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En ciertos aspectos, la invencion proporciona dichos anticuerpos variantes, preferentemente anticuerpos
monoclonales, mas preferentemente anticuerpos humanos, que comprenden una cadena pesada y una cadena ligera,
donde cualquiera de la cadena ligera o region variable de VL o las CDR respectivas comprende una secuencia de
aminoacidos procedente del plasmido depositado respectivo y/o de la célula hospedadora depositada respectiva.

En ciertos aspectos, la invencion proporciona dichos anticuerpos variantes, preferentemente anticuerpos
monoclonales, mas preferentemente anticuerpos humanos, que comprenden un cadena pesada y una cadena ligera,
donde cualquiera de la cadena pesada y ligera, o las regiones variables de VH/VL, o las CDR respectivas comprende
una secuencia de aminoacidos procedente de los plasmidos depositados respectivos y/o de las células hospedadoras
depositadas respectivas.

En ciertos aspectos, la invencion proporciona también dichos anticuerpos variantes, que comprenden las secuencias
de union respectivas, tales como las secuencias variables y/o las secuencias de CDR, procedentes del material
depositado, donde las secuencias de uniéon comprenden una secuencia que tiene al menos un 70%, o al menos un
80%, o al menos un 90%, o al menos un 95%, o al menos un 99% de identidad con la secuencia de amino4cidos
procedente del material depositado, y donde la variante es una variante funcionalmente activa.

Como se describe en el presente documento, en un aspecto, la invencién proporciona moléculas de anticuerpo
caracterizadas por, por ejemplo, la capacidad de competir con el anticuerpo monoclonal #AB-24 por la union a Hla,
LukSF, LUKED y HigCB. #AB-24 es un anticuerpo IgG1 humano, que aislaron y caracterizaron los inventores. La
cadena variable pesada madura de #AB-24 se produce, por ejemplo, empleando la célula hospedadora de DSM
26747. La cadena variable ligera madura de #AB-24 se produce, por ejemplo, empleando la célula hospedadora de
DSM 26748.

Son anticuerpos preferidos de la invencion los que se unen a dichos antigenos individuales con alta afinidad, en
particular con una constante de asociacién alta y/o de disociacion baja, o una avidez alta por la unién. La afinidad de
unién de un anticuerpo normalmente se caracteriza en términos de la concentracion del anticuerpo a la cual estan
ocupados la mitad de los sitios de union a antigeno, conocida como la constante de disociacién (Kd, o Kp).
Normalmente, un agente de unién se considera un agente de unién de alta afinidad con una Kd<10® M,
preferentemente una Kd<10° M y incluso mas preferida una Kd<10™° M.

Ademas, en una realizacién particularmente preferida, las afinidades de unién al antigeno individual son afinidades
intermedias, por ejemplo, con una Kd menor de 10° y de hasta 10% ™, por ejemplo, cuando se unen a al menos dos
antigenos.

Pueden proporcionarse agentes de union con afinidad intermedia de acuerdo con la invencién, preferentemente junto
con un proceso de maduracion de la afinidad, si fuera necesario.

La maduracion de la afinidad es el proceso mediante el cual se producen anticuerpos con mayor afinidad por un
antigeno diana. Puede emplearse uno cualquiera 0 mas métodos para preparar y/o usar bibliotecas de maduracion de
afinidad disponibles en la técnica para generar anticuerpos con maduracion de afinidad de acuerdo con diversas
realizaciones de la invencion desveladas en el presente documento. Los ejemplos de dichos métodos y usos de
maduracion de afinidad, tales como mutagénesis aleatoria, pases de cepas de mutadores bacterianos, mutagénesis
de sitio dirigido, direccion a puntos calientes mutacionales, mutagénesis parsimoniosa, reordenamiento de
anticuerpos, reordenamiento de cadena ligera, reordenamiento de cadena pesada, CDR1 y/o mutagénesis de CDR1, y
métodos para producir y usar bibliotecas de maduracion de la afinidad que pueden utilizarse para implementar y usos
de acuerdo con diversas realizaciones de la invencion desvelada en el presente documento, incluyen, por ejemplo, los
desvelados en: Prassler et al. (2009); Immunotherapy. Vol. 1(4), pags. 571-583, Sheedy et al. (2007), Biotechnol. Adv.
Vol. 25(4), pags. 333-352, documento W02012/009568; documento W02009/036379; documento W02010/105256;
documento US2002/0177170; y documento W02003/074679.

Con cambios estructurales de un anticuerpo, incluyendo mutagénesis de aminoacidos o como consecuencia de la
mutacién somatica en los segmentos génicos de la inmunoglobulina, se producen variantes de un sitio de unién a un
antigeno y se seleccionan las afinidades mayores. Los anticuerpos de afinidad madurada pueden exhibir una afinidad
mayor que un anticuerpo parental. Los anticuerpos parentales Unicos se pueden someter a maduracién de la afinidad.
Como alternativa, conjuntos de anticuerpos con una afinidad de union similar al antigeno diana se pueden considerar
estructuras parentales que varian para obtener anticuerpos Unicos de afinidad madurada o conjuntos de dichos
anticuerpos con afinidad madurada.

La variante de afinidad madurada preferida de un anticuerpo de acuerdo con la invencioén presenta un aumento en la
afinidad de unién de al menos 10 veces, preferentemente un aumento de al menos 100 veces. La maduracion de la
afinidad se puede usar en el transcurso de las campafias de seleccién que usan las respectivas bibliotecas de
moléculas parentales, con anticuerpos que tienen una afinidad de union intermedia para obtener el anticuerpo de la
invencion que tiene la propiedad de unidn a la diana especifica de una afinidad de unién Kd<10® M. Como alternativa,
la afinidad puede aumentarse incluso mas por maduracién de la afinidad del anticuerpo de acuerdo con la invencién
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para obtener los altos valores correspondientes a una Kd menor de 10° M, preferentemente menor de 10" Mo incluso
menor de 10™ M, siendo lo mas preferido que el valor esté en el intervalo picomolar.

Las células efectoras fagociticas pueden activarse mediante otra ruta que emplea la activacién del complemento. Los
anticuerpos que se unen a antigenos de superficie presentes en los microorganismos atraen al primer componente de
la cascada del complemento con su region Fc e inician la activacion del sistema del complemento "clasico”. Esto da
como resultado la estimulacién de células efectoras fagociticas, que finalmente destruyen la diana por citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC).

De acuerdo con una realizacion especifica, el anticuerpo de la invencién tiene una actividad citotoxica en presencia de
células efectoras inmunitarias medida en un ensayo convencional de ADCC o CDC. Puede mostrarse una actividad
citotoxica determinada por un ensayo de ADCC o CDC para un anticuerpo de la invencion, si existe un incremento
significativo en el porcentaje de la citdlisis en comparacién con un control. La actividad citotoxica relacionada con la
ADCC o CDC se mide, preferentemente, como el incremento del porcentaje absoluto, que es, preferentemente,
superior al 5%, mas preferentemente, superior al 10%, incluso mas preferentemente superior al 20%.

La invencién proporciona especificamente anticuerpos de reaccion cruzada, que se obtienen por un proceso que
identifica anticuerpos neutralizadores con mdltiples especificidades, por ejemplo, por un esquema de seleccion de
descubrimiento de reaccién cruzada. Por consiguiente, una biblioteca de anticuerpos que incluye anticuerpos que
muestran reactividad con dos dianas, las dianas A y B, primero puede seleccionarse por reactividad con una de las
dianas, por ejemplo, la diana A, seguido de la seleccién por reactividad con la otra diana, por ejemplo, la diana B. Cada
vuelta de seleccion sucesiva refuerza la fuerza reactiva del grupo resultante hacia las dos dianas. Por consiguiente,
este método es particularmente Util para identificar anticuerpos con reactividad cruzada dirigidos a las dos dianas
diferentes, y el potencial para neutralizar de manera cruzada un patégeno. El método puede ampliarse para identificar
anticuerpos que muestran reactividad hacia dianas adicionales, incluyendo vueltas adicionales de enriquecimiento
hacia la diana o dianas adicionales.

Los anticuerpos con reaccion cruzada, en algunos casos, se producen mediante la seleccién frente a antigenos
individuales. Para aumentar la probabilidad de aislar clones de reactividad cruzada, se podrian aplicar multiples
presiones selectivas explorando sucesivamente frente a multiples antigenos. Las estrategias de seleccion de mAb
especiales emplean los diferentes componentes de toxina de una manera alternativa. Por ejemplo, los mAb anti-Hla
neutralizadores mas potentes después se ensayan por la unién a PVL y toxinas de tipo PVL en neutréfilos humanos,
gue representan la diana principal para las toxinas de dos componentes durante la infeccion por S. aureus.

Las toxinas recombinantes pueden usarse para seleccionar anticuerpos de una biblioteca de anticuerpos, por ejemplo,
una biblioteca de anticuerpos presentados en levaduras.

En cualquier caso, la reactividad cruzada puede mejorarse adicionalmente por métodos de optimizacién de
anticuerpos conocidos en la técnica. Por ejemplo, ciertas regiones de las regiones variables de las cadenas de
inmunoglobulinas descritas en el presente documento pueden someterse a una 0 mas estrategias de optimizacion,
incluyendo reordenamiento de cadena ligera, mutagénesis destinacional, amalgamacién de CDR y mutagénesis
dirigida de CDR seleccionadas y/o regiones marco conservadas.

Los métodos de exploracion para identificar anticuerpos con las propiedades de neutralizacién deseadas pueden ser
por inhibicién de la toxina que se une a las células diana, inhibicién de la formacion de dimeros u oligdmeros. inhibicion
de la formacién de poros, inhibicién de la lisis celular, inhibicién de la induccién de citocinas, linfocinas, y cualquier
sefializacion proinflamatoria, y/o la inhibicion del efecto in vivo en animales (muerte, hemolisis, inflamacion excesiva,
disfuncion organica, La reactividad puede evaluarse basandose en la union directa a las toxinas deseadas, por
ejemplo, usando ensayos convencionales.

Una vez que se han identificado anticuerpos de neutralizacion cruzada con las propiedades deseadas, pueden
determinarse el epitopo o epitopos dominantes reconocidos por los anticuerpos. En la técnica son bien conocidos
métodos para la localizacion de epitopos y se desvelan, por ejemplo, en Epitope Mapping: A Practical Approach,
Westwood and Hay, eds., Oxford University Press, 2001.

La localizacion de epitopos se refiere a la identificacion del epitopo al que se une un anticuerpo. Hay muchos métodos
conocidos por los expertos en la materia para determinar la localizacion de epitopos en proteinas, incluyendo el
analisis cristalografico del complejo de antigeno-anticuerpo, ensayos competitivos, ensayos de expresion de
fragmentos de genes, y ensayos basados en péptidos sintéticos. En el presente documento, un anticuerpo que "se une
al mismo epitopo" que un anticuerpo de referencia se entiende de la siguiente manera. Cuando dos anticuerpos
reconocen epitopos que son epitopos idénticos o estéricamente solapantes, se dice que los anticuerpos se unen al
mismo, esencialmente al mismo o sustancialmente al mismo epitopo. Un método usado cominmente para determinar
si dos anticuerpos se unen a epitopos idénticos o estéricamente solapantes es el ensayo de competicion, que puede
configurarse en varios formatos diferentes, usando antigeno marcado o anticuerpo marcado. Generalmente, un
antigeno se inmoviliza en una placa de 96 pocillos, y se mide la capacidad de los anticuerpos no marcados de bloquear
la union de los anticuerpos marcados usando marcadores radiactivos 0 enzimaticos.
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Una vez identificados los anticuerpos con las propiedades de neutralizacién cruzada deseadas, dichos anticuerpos,
incluyendo fragmentos de anticuerpos, pueden producirse por métodos bien conocidos en la técnica, incluyendo, por
ejemplo, técnicas de hibridoma o la tecnologia de ADN recombinante.

En el método de hibridoma, un ratén u otro animal hospedador adecuado, tal como un hamster, se inmuniza para
inducir anticuerpos que producen o son capaces de producir anticuerpos que se uniran especificamente a la proteina
usada para la inmunizacion. Como alternativa, los linfocitos pueden inmunizarse in vitro. Entonces se fusionan los
linfocitos con células de mieloma usando un agente de fusiéon adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una
célula de hibridoma.

El medio de cultivo en el que estan creciendo las células de hibridoma se ensaya con respecto a la produccion de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antigeno. Preferentemente, la especificidad de unién de los anticuerpos
monoclonales producidos por las células de hibridoma se determina mediante inmunoprecipitacion o mediante un
ensayo de unién in vitro, tal como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

Los anticuerpos monoclonales recombinantes pueden producirse, por ejemplo, aislando el ADN que codifica las
cadenas de anticuerpo requeridas y transfectando una célula hospedadora recombinante con las secuencias
codificantes para la expresién, usando vectores de expresion recombinantes bien conocidos, por ejemplo, los
plasmidos de la invencion o uno o mas casetes de expresion que comprenden las secuencias de nucleétidos que
codifican las secuencias de anticuerpo. Las células hospedadoras recombinantes pueden ser células procariotas y
eucariotas, tales como las descritas anteriormente.

De acuerdo con un aspecto especifico, la secuencia de nucleétidos puede usarse para manipulacién genética para
humanizar el anticuerpo o mejorar la afinidad, u otras caracteristicas del anticuerpo. Por ejemplo, la region constante
puede modificarse por ingenieria genética para parecerse mas a las regiones constantes humanas para evitar la
respuesta inmunitaria, si el anticuerpo se usa en ensayos clinicos y tratamientos en seres humanos. Puede ser
deseable manipular genéticamente la secuencia de anticuerpos para obtener mayor afinidad por las toxinas diana y
mayor eficacia contra S. aureus. Sera evidente para un experto en la materia que pueden realizarse uno o mas
cambios de polinucledtidos en el anticuerpo mientras se mantiene su capacidad de union a las toxinas diana.

La produccion de moléculas de anticuerpo, por diversos medios, generalmente se entiende bien. La patente de
Estados Unidos 6331415 (Cabilly et al.), por ejemplo, describe un método para la produccion recombinante de
anticuerpos donde las cadenas pesada y ligera se expresan simultaneamente a partir de un solo vector o a partir de
dos vectores distintos en una sola célula. Wibbenmeyer et al., (1999, Biochim Biophys Acta 1430(2):191 -202) y Lee
and Kwak (2003, J. Biotechnology 101 :189-198) describen la produccion de anticuerpos monoclonales a partir de
cadenas pesadas y ligeras producidas por separado, usando plasmidos expresados en cultivos separados de E. coli.
Se proporcionan otras diversas técnicas relevantes para la produccién de anticuerpos, por ejemplo, Harlow, et al.,
ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (1988).

Si se desea, el anticuerpo de la invencion, por ejemplo, el anticuerpo #AB-24 puede secuenciarse y la secuencia
polinucleotidica después puede clonarse en un vector para la expresion o propagacion. La secuencia que codifica el
anticuerpo puede mantenerse en el vector en una célula hospedadora y la célula hospedadora después puede
expandirse y congelarse para un uso futuro. La produccion de anticuerpos monoclonales en cultivo celular puede
realizarse mediante la clonacion de genes de anticuerpo procedentes de linfocitos B por medios conocidos en la
técnica.

En otro aspecto, la invencién proporciona un acido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica la pro-
duccion del anticuerpo recombinante de la presente invencion.

En otro aspecto, la invencidn proporciona un acido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica la pro-
duccion del epitopo recombinante de la presente invencion, o una molécula que comprende dicho epitopo de la
presente invencion. Sin embargo, el epitopo de la invencion también puede producirse de manera sintética, por
ejemplo, mediante cualquiera de los métodos de sintesis bien conocidos en la técnica.

Un acido nucleico que codifica un anticuerpo o epitopo puede tener cualquier caracteristica adecuada y comprender
cualquier rasgo adecuado o combinaciones de los mismos. Por lo tanto, por ejemplo, un acido nucleico que codifica un
anticuerpo o epitopo puede estar en forma de ADN, ARN, o un hibrido de los mismos, y puede incluir bases no
naturales, una cadena principal modificada, por ejemplo, una cadena principal de fosforotioato que promueve la
estabilidad del acido nucleico, 0 ambas cosas. El acido nucleico ventajosamente puede incorporarse en un casete de
expresion, vector o plasmido de la invencién, que comprende caracteristicas que promueven la expresion deseada,
replicacién, y/o seleccion en la célula hospedadora diana. Los ejemplos de dichas caracteristicas incluyen un
componente de origen de replicaciéon, un componente de gen de selecciéon, un componente de promotor, un
componente de elemento potenciador, un componente de secuencia de poliadenilacion, un componente de
terminacion, y similares, conociéndose numerosos ejemplos adecuados.
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La presente divulgacion proporciona ademas las construcciones de ADN recombinante que comprenden una o mas de
las secuencias de nucleétidos descritas en el presente documento. Estas construcciones recombinantes se usan en
relacién con un vector, tal como un plasmido, fagémido, fago o vector viral, en el que se inserta una molécula de ADN
que codifica cualquier anticuerpo desvelado.

Los anticuerpos monoclonales se producen usando cualquier método que produce moléculas de anticuerpo por lineas
celulares continuas en cultivo. Los ejemplos de métodos adecuados para preparar anticuerpos monoclonales incluyen
los métodos de hibridoma de Kohler et al. (1975, Nature 256:495-497) y el método de hibridoma de linfocitos B
humanos (Kozbor, 1984, J. Immunol. 133:3001; y Brodeur et al., 1987, Monoclonal Antibody Production Techniques
and Applications, Marcel Dekker, Inc., Nueva York), pags. 51-63.

La invencion ademas proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo o un inmunégeno
como se describe en el presente documento y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Estas
composiciones farmacéuticas pueden administrarse de acuerdo con la presente invencién como una inyeccion en
embolada o infusién o por infusion continua. En la técnica son bien conocidos vehiculos farmacéuticos adecuados para
facilitar dichos medios de administracion.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables generalmente incluyen todos y cada uno de los disolventes adecuados,
medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y de retraso de la
absorcién, y similares que sean fisiolégicamente compatibles con un anticuerpo o composicion relacionada o
combinacién proporcionada por la invencion. Otros ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen
agua estéril, suero salino, solucién salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol, y similares, asi como
combinaciones de cualquiera de los mismos.

En un aspecto similar, un anticuerpo puede combinarse con uno o mas vehiculos apropiados para una via de
administracion deseada, los anticuerpos pueden, por ejemplo, mezclarse con cualquiera de lactosa, sacarosa,
almidén, ésteres de celulosa de acidos alcanoicos, acido estearico, talco, estearato de magnesio, 6xido de magnesio,
sales de sodio y calcio de acido fosforico y sulfarico, goma arabiga, gelatina, alginato de sodio, polivinilpirrolidona,
alcohol polivinilico, y opcionalmente ademéas comprimirse o encapsularse para la administraciéon convencional. Como
alternativa, un anticuerpo puede disolverse en solucion salina, agua, polietilenglicol, propilenglicol, soluciones
coloidales de carboximetil celulosa, etanol, aceite de maiz, aceite de cacahuete, aceite de semilla de algoddn, aceite
de sésamo, goma de tragacanto, y/o diversos tampones. Otros vehiculos, adyuvantes, y modos de administracién son
bien conocidos en las técnicas farmacéuticas. Un vehiculo puede incluir un material de liberacion controlada o un
material de retardo en el tiempo, tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo solo o con una cera, u
otros materiales bien conocidos en la técnica.

En la técnica se conocen otros vehiculos farmacéuticamente aceptables y se describen en, por ejemplo,
REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES. Las formulaciones liquidas pueden ser soluciones, emulsiones o
suspensiones y pueden incluir excipientes tales como agentes de suspension, solubilizantes, tensioactivos,
conservantes, y agentes quelantes.

Se contemplan composiciones farmacéuticas en las que se formulan un anticuerpo o inmundogeno de la presente
invencién y uno o mas agentes terapéuticamente activos. Las formulaciones estables del anticuerpo o inmundgeno de
la presente invencion se preparan para el almacenamiento mezclando dicha inmunoglobulina que tiene el grado
deseado de pureza con vehiculos farmacéuticamente aceptables opcionales, excipientes o estabilizantes, en forma de
formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Las formulaciones que se van a usar para la administracién in vivo
son, especificamente, estériles, preferentemente en forma de una solucién acuosa estéril. Esto se consigue facilmente
mediante filtracién a través de membranas de filtracion estériles u otros métodos. El anticuerpo y otros agentes
terapéuticamente activos divulgados en el presente documento también se pueden formular como inmunoliposomas,
y/o encerrarse en microcapsulas.

La administracion de la composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo o inmundégeno de la presente inven-
cion, puede realizarse de varios modos, incluyendo por via oral, subcutanea, intravenosa, intranasal, intradtica,
transdérmica, mucosa, por via tpica, por ejemplo, geles, salvas, lociones, cremas, etc., por via intraperitoneal, por via
intramuscular, por via intrapulmonar, por ejemplo, empleando una tecnologia inhalable o sistemas de liberacién
pulmonar, por via vaginal, por via parenteral, por via rectal, o intraocular.

Las formulaciones ejemplares usadas para administracion parenteral incluyen las adecuadas para inyeccion
subcutanea, intramuscular o intravenosa tales como, por ejemplo, una solucion estéril, emulsion o suspension.

En una realizacion, el anticuerpo o inmundégeno de la presente invencion es el Unico agente terapéuticamente activo
administrado a un sujeto, por ejemplo, como una monoterapia para modificar o prevenir la enfermedad.

Como alternativa, el anticuerpo o inmundgeno de la presente invencion se administra en combinacién con uno o mas
agentes terapéuticos o profilacticos distintos, incluyendo, pero sin limitacién, tratamientos convencionales, por ejemplo
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antibidticos, inhibidores de la inflamacion esteroideos y no esteroideos, y/u otra terapia basada en anticuerpos, por
ejemplo, empleando agentes antibacterianos o antiinflamatorios.

Una terapia de combinacion emplea particularmente un régimen convencional, por ejemplo, como el usado para tratar
la infeccion por MRSA. Este puede incluir antibiéticos, por ejemplo, tigeciclina, linezolida, meticilina y/o vancomicina.

En una terapia combinada, el anticuerpo puede administrarse como una mezcla, o concomitantemente con uno o0 mas
regimenes terapéuticos distintos, por ejemplo, antes, simultaneamente o después de la terapia concomitante.

En algunos casos, la administracion profilactica de inmundgenos puede emplear una vacuna que comprende el
inmunogeno de la presente invencion, es decir, una vacuna monovalente. Sin embargo, puede usarse una vacuna
multivalente que comprende diferentes inmunégenos para inducir una respuesta inmunitaria contra el mismo o
diferentes patégenos diana.

Las propiedades bioldgicas del anticuerpo, el inmundgeno o las preparaciones farmacéuticas respectivas de la
invencion puede caracterizarse ex vivo en experimentos en células, tejidos y organismos enteros. Como se conoce en
la técnica, los farmacos a menudo se analizan in vivo en animales, incluyendo, entre otros, ratones, ratas, conejos,
perros, gatos, cerdos, y monos, con el fin de medir la eficacia de un farmaco para el tratamiento contra una enfermedad
0 modelo de enfermedad, o para medir la farmacocinética de un farmaco, la farmacodinamica, la toxicidad, y otras
propiedades. Se puede hacer referencia a los animales como modelos de enfermedad. A menudo, los agentes
terapéuticos se prueban en ratones, incluyendo, entre otros, ratones atimicos, ratones SCID, ratones con xenoinjertos,
y ratones transgénicos (incluyendo activados e inactivados). Dicha experimentacién puede proporcionar datos
significativos para la determinacion del potencial del anticuerpo a usar como agente terapéutico o profilactico con la
semivida, funcion efectora, actividad de neutralizacion cruzada y/o respuesta inmunitaria tras una inmunoterapia activa
0 pasiva, adecuadas. Cualquier organismo, preferentemente mamiferos, se puede usar para las pruebas. Por ejemplo,
debido a su similitud genética con los seres humanos, primates, los monos pueden ser modelos terapéuticos
adecuados y por tanto, se pueden usar para probar la eficacia, la toxicidad, la farmacocinética, la farmacodinamica, la
semivida, u otra propiedad del agente o composicién objeto de la invencién. Finalmente se requieren pruebas en seres
humanos para la aprobacion como farmacos y, por tanto, por supuesto, se contemplan estos experimentos. Por lo
tanto, el anticuerpo, inmundégeno y composiciones farmacéuticas respectivas de la presente invencion pueden
probarse en seres humanos para determinar su eficacia terapéutica o profilactica, la toxicidad, la inmunogenicidad, la
farmacocinética, y/u otras propiedades clinicas.

La invencién también proporciona el anticuerpo objeto de la presente invencion para fines de diagnéstico, por ejemplo,
para su uso en métodos para detectar y determinar cuantitativamente la concentracién de una toxina o anticuerpo
como inmunorreactivo o diana en una muestra de fluido bioldgico.

La invencion también proporciona métodos para detectar el nivel de toxinas o infeccién por S. aureus en una muestra
bioldgica, tal como un fluido corporal, que comprenden la etapa de poner en contacto la muestra con un anticuerpo de
la invencién. El anticuerpo de la invencion puede emplearse en cualquier método de ensayo conocido, tales como
ensayos de union competitiva, ensayos de tipo sandwich directos e indirectos, ensayos de inmunoprecipitacion y
ensayos de inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA).

Un fluido corporal como se usa de acuerdo con la presente invencion incluye muestras biolégicas de un sujeto, tales
como extracto de tejido, orina, sangre, suero, deposiciones y flemas.

En una realizacién, el método comprende poner en contacto un soporte sélido con un exceso de un cierto tipo de
fragmento de anticuerpo que forma especificamente un complejo con una diana, tal como al menos una de las toxinas
a las que se dirige el anticuerpo de la invencién, en condiciones que permitan que el anticuerpo se una a la superficie
del soporte sélido. El soporte sélido resultante al que se une el anticuerpo después se pone en contacto con una
muestra de fluido biolégico de manera que la diana presente en el fluido biol6gico se una al anticuerpo y forme un
complejo diana-anticuerpo. El complejo puede marcarse con un marcador detectable. Como alternativa, la diana o el
anticuerpo pueden marcarse antes de la formacion del complejo. Por ejemplo, un marcador detectable (marcador)
puede conjugarse con el anticuerpo. El complejo después puede detectarse y determinarse cuantitativamente,
detectando y determinando cuantitativamente de esta manera la concentracién de la diana en la muestra de fluido
bioldgico.

Para aplicaciones particulares, el anticuerpo de la invenciéon se conjuga con un marcador o molécula indicadora,
seleccionada del grupo que consiste en moléculas organicas, marcadores enzimaticos, marcadores radiactivos,
marcadores coloreados, marcadores fluorescentes, marcadores cromogénicos, marcadores luminiscentes, haptenos,
digoxigenina, biotina, complejos metalicos, metales, oro coloidal y mezclas de los mismos. Pueden usarse anticuerpos
conjugados con marcadores o moléculas indicadoras, por ejemplo, en sistemas de ensayo o métodos de diagndstico.
por ejemplo, para diagnosticar una infeccion por S. aureus a patologias asociadas con dicha infeccién.

El anticuerpo de la invencién se puede conjugar con otras moléculas que permiten la simple detecciéon de dicho
conjugado en, por ejemplo, ensayos de union (p. €j., ELISA) y estudios de unién.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2546 105 T3

Otro aspecto de la presente invencion proporciona un kit que comprende un anticuerpo, que puede incluir, ademas de
uno o mas anticuerpos, diversos agentes de diagnostico o terapéuticos. Un kit también puede incluir instrucciones para
su uso en un método de diagndstico o terapéutico. Dichas instrucciones pueden, por ejemplo, proporcionarse en un
dispositivo incluido en el kit, por ejemplo, herramientas o un dispositivo para preparar una muestra biolégica con fines
de diagndstico, tal como para separar una célula y/o fracciéon que contiene proteina antes de determinar la toxina o
toxinas respectivas para diagnosticar una enfermedad. Ventajosamente, dicho kit incluye un anticuerpo y un agente o
reactivo de diagnéstico que puede usarse en uno o mas de los diversos métodos de diagnoéstico descritos en el
presente documento. En otra realizacion preferida, el kit incluye un anticuerpo, por ejemplo, en forma liofilizada, en
combinacién con uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden mezclarse antes del uso para
formar una composicion detectable para la administraciéon en un futuro cercano.

El anticuerpo denominado #AB-24 (también denominado en el presente documento #9028), especificamente la
cadena ligera y/o la cadena pesada del anticuerpo, se caracteriza ademas por el material biolégico depositado en la
DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Mascheroder Weg 1b / Inhoffenstral3e 7B, 38124
Braunschweig (DE) con los niumeros de registro indicados en el presente documento.

DSM 26747 es una célula hospedadora E. coli transformada con un plasmido que comprende la secuencia codificante
de la cadena pesada de #AB-24 (AB-24-HC): Escherichia coli DH5alfa AB-24-HC = DSM 26747, fecha de deposicion:
8 de enero, 2013; depositador: Arsanis Biosciences GmbH, Vienna, Austria.

DSM 26748 es una célula hospedadora E. coli transformada con un plasmido que comprende la secuencia codificante
de la cadena ligera de #AB-24 (AB-24-LC): Escherichia coli DH5alfa AB-24-LC = DSM 26748; fecha de deposicion: 8
de enero, 2013; depositador: Arsanis Biosciences GmbH, Vienna, Austria.

La materia objeto de las siguientes definiciones se considera una realizacion como se describe en el presente
documento:

1. Un anticuerpo con neutralizacion cruzada que neutraliza la toxina alfa (Hla) y al menos una de las toxinas de
dos componentes de Staphylococcus aureus, donde el anticuerpo comprende al menos un sitio de unién
poliespecifico que se une a la toxina alfa (Hla) y que se une a al menos una de las toxinas de dos componentes de
Staphylococcus aureus.

2. Anticuerpo de acuerdo con la definicion 1, en el que dicha toxina de dos componentes se selecciona del grupo
que consiste en pares afines y no afines de componentes R y L de hemolisinas gamma, toxinas PVL y toxinas de
tipo PVL, preferentemente cualquiera de HIgAB, HIgCB, LukSF, LUKED, LukGH, LukS-HIgB, LukSD, HIgA-LukD,
HIgA-LukF, LukG-HIgA, LUKEF, LukE-HIgB, HIgC-LukD o HIgC-LukF.

3. Anticuerpo de acuerdo con la definicion 1 o 2, en el que dicho sitio de unién se une a al menos dos o al menos
tres toxinas de dos componentes, preferentemente a al menos dos o tres de cualquiera de HIgAB, HIgCB, LUkSFy
LUkED, preferentemente HIgAB, HIgCB, LukSF y LUkED.

4.  Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 3, en el que dicho sitio de union es un sitio de
uniéon de CDR, preferentemente que comprende las secuencias de CDR de un sitio de unién de VH y/o VL.

5.  Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 4, que es un anticuerpo monoclonal de longitud
completa o un fragmento de anticuerpo del mismo que comprende al menos un dominio de anticuerpo que
incorpora el sitio de unién, preferentemente un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en anticuerpos
murinos, quiméricos, anticuerpos humanizados o humanos, anticuerpos de cadena pesada, Fab, Fd, scFv y
anticuerpos de un solo dominio tales como VH, VHH o VL, preferentemente un anticuerpo IgG1 humano.

6. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 5, que tiene una afinidad para unirse a cada una
de las toxinas con una Kd menor de 10® M, preferentemente menor de 10° M.

7. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 6, que presenta potencia de neutralizacion in
vitro en un ensayo basado en células con un valor de CI50 en relacién de mAb:toxina (mol/mol) menor de 50:1,
preferentemente menor de 10:1, y mas preferentemente menor de 1:1.

8.  Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 7, que neutraliza las toxinas diana en animales
e inhibe la patogénesis de S. aureus in vivo, preferentemente cualquiera de neumonia, bacteremia o septicemia,
peritonitis y osteomielitis.

9.  Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 8, donde el anticuerpo se une al mismo epitopo
que un anticuerpo denominado #AB-24.
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10. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 9, donde el anticuerpo comprende el mismo sitio
de union que un anticuerpo denominado #AB-24.

11. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 10, donde el anticuerpo procede de un
anticuerpo producido por una célula hospedadora depositada con el nimero de depdsito DSM 26747 y/o DSM
26748, o una variante funcionalmente activa del mismo.

12. Anticuerpo de acuerdo con la definicién 11, que comprende
(a) una cadena ligera de anticuerpo producida por una célula hospedadora depositada con el nimero de
depésito DSM 26748; y/o
(b) una cadena pesada de anticuerpo producida por una célula hospedadora depositada con el nimero de
depdsito DSM 26747;
(c) o una variante funcionalmente activa de (a) y/o (b).

13. Un plasmido que comprende una secuencia de nucleétidos

- que codifica una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-LC incluida en una célula hospedadora
depositada con el nimero de depésito DSM 26748; y/o

- que codifica una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-HC incluida en una célula hospedadora
depositada con el nimero de deposito DSM 26747.

14. Un casete de expresion que comprende una secuencia codificante para expresar una cadena ligera y/o
cadena pesada de un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12, procediendo dicho casete
de expresion o secuencia codificante del plasmido de acuerdo con la definicion 13.

15. Meétodo para producir un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12, en el que una célula
hospedadora se transforma con el plasmido de la definicion 13 o el casete de expresion de acuerdo con la
definicion 14.

16. Una célula hospedadora que comprende el plasmido de acuerdo con la definicién 13 o el casete de expresion
de acuerdo con la definicién 14.

17. Lacélula hospedadora de acuerdo con la definicion 16, que esta depositada con el nimero de depésito DSM
26747 o DSM 26748.

18. Meétodo para producir un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12, en el que una célula
hospedadora de acuerdo con la definicién 16 o 17 se cultiva o se mantiene en condiciones para producir dicho
anticuerpo.

19. Un método para identificar un anticuerpo protector candidato, que comprende:

(a) proporcionar una muestra que contiene un anticuerpo o célula productora de anticuerpos; y

(b) evaluar la unién de un anticuerpo presente en o producido por la muestra con un epitopo reconocido por el
anticuerpo denominado #AB-24, donde una reaccién positiva entre el anticuerpo y el epitopo identifica al
anticuerpo como un anticuerpo protector candidato.

20. Un método para identificar un anticuerpo protector candidato, que comprende:

(a) proporcionar una muestra que contiene un anticuerpo o célula productora de anticuerpos; y

(b) evaluar la unién de un anticuerpo presente en o producido por la muestra a la toxina alfa y a al menos una
toxina de dos componentes de Staphylococcus aureus, donde una reaccion positiva entre el anticuerpo y las
toxinas identifica al anticuerpo como un anticuerpo protector candidato.

21.Un método para producir un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12, que comprende
(a) proporcionar un anticuerpo protector candidato identificado de acuerdo con la definicion 19 o 20; y
(b) producir un anticuerpo monoclonal, o una forma humanizada o humana del anticuerpo protector candidato,
o un derivado del mismo con la misma especificidad de unién de epitopo que el anticuerpo protector candidato.
22.Un método para producir un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12, que comprende
(a) inmunizar a un animal no humano con un epitopo reconocido por el anticuerpo denominado #AB-24;
(b) formar lineas celulares inmortalizadas a partir de los linfocitos B aislados;

(c) explorar las lineas celulares obtenidas en b) para identificar una linea celular que produce un anticuerpo
monoclonal que se una al epitopo; y

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2546 105 T3

(d) producir el anticuerpo monoclonal, o una forma humanizada o humana del anticuerpo, o un derivado del
mismo con la misma especificidad de unién a epitopo que el anticuerpo monoclonal.

23.Un método para producir un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12, que comprende

(a) inmunizar a un animal no humano con la toxina alfa y al menos un toxina de dos componentes de
Staphylococcus aureus y aislar los linfocitos B productores de anticuerpos;

(b) formar lineas celulares inmortalizadas a partir de los linfocitos B aislados;

(c) explorar las lineas celulares para identificar una linea celular productora de un anticuerpo monoclonal que
se una a la toxina alfa y a al menos una toxina de dos componentes de Staphylococcus aureus; y

(d) producir el anticuerpo monoclonal, o una forma humanizada o humana del anticuerpo, o un derivado del
mismo con la misma especificidad de union a epitopo que el anticuerpo monoclonal.

24. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12, para su uso en el tratamiento de un sujeto
con riesgo de padecer o que padece una infeccién por S. aureus, que comprende administrar al sujeto una cantidad
eficaz del anticuerpo para limitar la infecciéon en el sujeto, para mejorar un estado patolégico debido a dicha
infeccion o para inhibir la patogénesis de la neumonia por S. aureus.

25. Anticuerpo para su uso de acuerdo con la definicion 25, para proteger contra infecciones por S. aureus.

26. Anticuerpo para su uso de acuerdo con la definiciébn 24 o 25, donde el anticuerpo se administra en una
formulacién parenteral o para la administracion en la mucosa.

27.Preparacion farmacéutica de un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12, que
comprende preferentemente una formulacién parenteral o para la administracién en la mucosa, que contiene
opcionalmente un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

28. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12, para uso diagndstico para detectar cualquier
infeccion por S. aureus, incluyendo infecciones por SARM (S. aureus resistente a meticilina) que produce un alto
nivel de toxinas, tales como neumonia necrotizante, y la produccién de toxinas en furunculosis y carbunculosis.

29. Anticuerpo para su uso de acuerdo con la definicién 28, en el que se determina una infeccién sistémica con S.
aureus en un sujeto ex vivo poniendo en contacto una muestra de fluido corporal de dicho sujeto con el anticuerpo,
determinandose la infeccién por una reaccion inmunitaria especifica del sujeto.

30. Preparacion de diagnéstico de un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12, que contiene
opcionalmente el anticuerpo con un marcador y/o un reactivo de diagndstico adicional con un marcador.

31. Epitopo conformacional aislado reconocido por un anticuerpo denominado #AB-24.
32.Un inmundgeno que comprende:
(a) un epitopo de acuerdo con la definicion 31;
(b) opcionalmente otros epitopos no asociados de forma nativa con dicho epitopo de (a); e

(c) un vehiculo.

33.Inmundégeno de acuerdo con la definicion 32, donde dicho vehiculo es un vehiculo farmacéuticamente
aceptable, que comprende preferentemente sustancias tampon y/o coadyuvantes.

34.Inmundgeno de acuerdo con la definicién 32 o 33, en una formulacién de vacuna, preferentemente para uso
parenteral.

35. Inmundgeno de acuerdo con cualquiera de las definiciones 32 a 34, para su uso en el tratamiento de un sujeto
mediante la administraciéon de una cantidad eficaz de dicho inmundgeno para proteger al sujeto de una infeccion
por S. aureus, para prevenir un estado patoldgico debido a dicha infeccién o para inhibir la patogénesis de la
neumonia por S. aureus.

36. Inmundgeno de acuerdo con la definicién 35, paya inducir una respuesta inmunitaria protectora.

37. Acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12 o un
epitopo de acuerdo con la definicion 31.

La descripcion anterior se entenderd mas completamente con referencia a los ejemplos siguientes. Dichos ejemplos
son, sin embargo, meramente representativos de los métodos de la practica de una o mas realizaciones de la presente
invencién y no deben interpretarse como limitantes del alcance de la invencion.
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EJEMPLOS
Ejemplo 1: Generacion de toxinas recombinantes

Diez toxinas de S-aureus - Hla, LukF, LukD, LukS, Lukg, HIgA, HIgC, HIgB, LukG y LukH - se produjeron de manera
recombinante en E. coli (BL21, Rosetta o Tuner DE3) (Fig. 1). Se optimizaron los codones de los genes de las toxinas
para las proteinas maduras (determinado usando SignalP 4.1 Server; http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para la
expresion en E. coli y se generaron por sintesis de péptidos basandose en secuencias genémicas publicadas de las
cepas de Staphylococcus aureus USA300_TCH1516, MRSA252 y MSHR1314 (Sec ID 1 a 28, Fig. 9. Todas las
toxinas, excepto LUkG y LukH, se expresaron en forma soluble con un marcador NusA/Hise N-terminal que se retird
proteoliticamente. La purificacion consistio tipicamente en tres etapas cromatograficas 1) IMAC (Columna de afinidad
con metal inmovilizado) 2) intercambio catiénico o IMAC, y 3) cromatografia de exclusion molecular. LukG y LukH se
expresaron sin marcadores en forma soluble, las proteinas se replegaron en cuerpos de inclusion y se purificaron; la
purificacién consistia en dos etapas en la columna de exclusidon molecular en el caso de LukH y una etapa de
intercambio catidnico y una de intercambio aniénico a pH 10,2 - 11,0 en el caso de LukG.

Las proteinas se ensayaron para determinar su pureza (por SDS-PAGE) y estado monomérico (por exclusion
molecular) y su secuencia secundaria (determinada por dicroismo circular) se comparé con los datos bibliograficos,
cuando estaban disponibles. Todas las proteinas se marcaron con el reactivo que reacciona con el grupo amino
Sulfo-NHS-LC biotina.

Ejemplo 2: Seleccion de anticuerpos monoclonales humanos que se unen a toxinas

Se seleccionaron anticuerpos que se unian a toxinas mediante bibliotecas de presentacion en superficie desarrolladas
de acuerdo con los documentos W02009/036379A2, W02012009568 y W02010105256. Las moléculas de toxina se
expresaron como proteinas producidas por E. coli recombinante y se marcaron con biotina. Todas las toxinas se
ensayaron para determinar su alta pureza e integridad, y también para determinar su funcionalidad en ensayos in vitro
e in vivo por exposicién a las toxinas de ratones como se describe en el Ejemplo 3.

Se incubé una biblioteca de células de levadura modificadas por ingenieria genética para expresar anticuerpos 1gG1
humanos de longitud completa con una diversidad de aproximadamente 10°*° con toxinas marcadas con biotina a
diferentes concentraciones. Se aislaron células de levadura que expresaban anticuerpos con la capacidad de unién a
las toxinas por seleccion con perlas magnéticas y clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) em-
pleando reactivos secundarios de estreptavidina en varias vueltas de seleccion sucesivas (hasta cinco). Después se
produjeron anticuerpos por los clones de levadura seleccionados y se purificaron por cromatografia de afinidad de
Proteina A. La union de mAb solubles individuales a las diferentes toxinas se confirmé por mediciones de
interferometria usando un instrumento ForteBio Octet Red [Pall Life Sciences]; el antigeno biotinilado o el anticuerpo
se inmovilizé en el sensor y se midié la asociacion y disociacién del fragmento de anticuerpo Fab o del antigeno,
respectivamente (tipicamente 200 nM), en solucion. Las afinidades (valores de Kd) se calcularon basandose en los
parametros cinéticos medidos (kon y koff)

Ejemplo 3: Identificacién de mAb humanos capaces de neutralizar multiples exotoxinas de estafilococos.

En primer lugar, se ensayaron 12 MaB de union a Hla con secuencias de CDR especiales con respecto a la
neutralizacion de Hla en dos ensayo in vitro diferentes usando glébulos rojos de conejo o la linea de células epiteliales
de pulmén humanas A549. Para el ensayo de inhibicion de la toxina con células epiteliales de pulmén humanas (A549,
HPACC #86012804), las células se tripsinizaron y se cultivaron el dia anterior a una densidad de 20.000 células por
pocillo (placas de luminiscencia de 96 pocillos "half area", Greiner, Austria) en medio F12K (Gibco, Estados Unidos)
suplementado con FCS al 10% y Pen/Estrep. Los anticuerpos se diluyeron en serie en medio F12K suplementado con
FCS al 5% y Pen/Estrep (= medio de ensayo de células A549) en una placa de dilucién separada y se mezclaron con
hemolisina alfa (Hla) purificada del sobrenadante de cultivo bacteriano a una concentracion fija [3,03 nM]. Después de
una etapa de preincubacion de 1 hora a temperatura ambiente, se desech6 el medio de siembra en células A549
adherentes y se reemplaz6 por la mezcla de mAb-toxina. Las células se intoxicaron durante 6 horas a 37°C +5% de
CO2 y después se midio la viabilidad usando un kit disponible en el mercado (Ensayo de Viabilidad de Células
Luminiscentes Cell Titer-Glo®; Promega, Estados Unidos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El % de
viabilidad se calcul6 con respecto a controles tratados de forma simulada. El % de inhibicién de la actividad de la toxina
se calcul6 utilizando la siguiente férmula:

% de inhibicién = [(toxina de viabilidad solo - actividad inhibida)/(toxina de viabilidad solo)]x100

Para la inhibicion de la hemolisis de glébulos rojos de conejo, se obtuvo EDTA-gl6bulos rojos de conejo a partir de
conejos blancos New Zealand (Preclinics GmbH, Alemania). La sangre se diluyé 1:1 con PBS sin Ca/Mg (PAA
Laboratories, Austria) y se prepararon gradientes poniendo 15 ml de sangre diluida sobre 15 ml de LSM 1077 (PAA
Laboratories, Austria) en tubos de polipropileno de 50 ml. Después de la centrifugaciéon a 680 x g (TA, sin freno) se
retiraron las plaquetas, el plasma, las PBMC (células mononucleares de sangre periférica) y el Ficoll por aspiracién y
se desecharon. El sedimento de glébulos rojos restante se lavd dos veces en 40 ml de PBS sin Ca/Mg (centrifugacion
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680 x g, TA, sin freno) y finalmente se resuspendié en 20 ml de PBS sin Ca/Mg. La integridad y el nimero de eritrocitos
se determinaron en un hemocitbmetro convencional. Para los ensayos de neutralizacién con anticuerpos
monoclonales, los anticuerpos se diluyeron en serie en PBS y se mezclaron con hemolisina alfa a una concentracion
fija [12,12 nM]. El ensayo de hemoalisis se inici6 después de una etapa de preincubacién de 1 hora para permitir la
unién al anticuerpo-toxina. Se afadieron 5 x 10’ glébulos rojos de conejo diluidos en PBS sin Ca/Mg por pocillo. El %
de inhibicion de actividad de la toxina se calculé usando la siguiente formula:

% de inhibicion = [(hemolisis de toxina solo - actividad inhibida) / (hemolisis de toxina solo)] x100.

7 de los 12 mAb presentaron actividad neutralizadora en las concentraciones ensayadas, que variaban de muy
potentes a débilmente neutralizadoras (Fig. 2). Estos 7 anticuerpos tenian afinidades que variaban de Kd= 9 - > 300
nM (medido por ForteBio [Pall Life Sciences]) y una potencia de neutralizacion fuertemente correlacionada con la
afinidad.

Las secuencias de CDR de estos 7 mAb se usaron para generar una primera serie de bibliotecas de maduracion de
afinidad que se ensayaron de nuevo con Hla (concentracion menor que la usada para la seleccién de biblioteca virgen)
para seleccionar anticuerpos de descendencia de mayor afinidad. La descendencia de mayor afinidad de cada linaje
se sometié adicionalmente a maduracion de afinidad por una segunda serie de maduracién de afinidad. Los 42 mAb
resultantes de los 7 linajes tenian aumentos de hasta 10.000 veces en afinidad y potencia de neutralizacion. Muchos
mAb alcanzaron la medida del limite de afinidad incluso con un método MSD altamente sensible usando un
instrumento Sector Imager 2400 (Meso Scale Discovery). Tipicamente, se incub6 una concentracion 20 pM de
antigeno biotinilado con Fab o 1gG, a diversas concentraciones, durante 16 h a temperatura ambiente, y el antigeno no
unido se capturd en IgG inmovilizada; un grafico de antigeno no unido frente a la concentracion de Fab o IgG
proporciona la constante de disociacion, Kd.] (Kd 4 pM, Fig. 3) y la mayoria de ellos también alcanzaron el limite tedrico
de los ensayos de neutralizacion in vitro con valores de CI50 de 0,25 expresados como relacion de mAb a toxina (1:4)

(Fig. 4).
Ejemplo 4: Ensayo para determinar la potencia de neutralizaciéon cruzada de mAb seleccionados para la toxina Hla

El ensayo de los 42 mAb de Hla de los siete linajes con respecto a la reactividad cruzada con toxinas de dos
componentes reveld una sola descendencia derivada del clon virgen con neutralizacion méas débil que presentaba
afinidades de union en el intervalo picomolar a Hla, HIgB y LukF, y en el intervalo nM de un solo digito en el caso de
LukD. Fig. 5. La unién a estas toxinas relacionadas de forma distante dio como resultado una neutralizacion muy
potente de las toxinas de dos componentes correspondientes HIgB-HIgC, HigB-HIgA, LukSF (PVL) y LUKED (Fig. 6).

El mismo mAb con amplia neutralizaciéon cruzada (#AB-24) se identificd a partir de las bibliotecas de levadura con
exploracion alterna con Hla y componentes R.

El potencial de neutralizacién del linaje #7667 contra Hla se determiné en células A549 (Fig. 6A) y en globulos rojos de
conejo como se describe en el Ejemplo 3. Todos los mAb de este linaje podian inhibir la actividad de la hemolisina alfa.
La potencia estaba bien correlacionada con el estado de maduracién. Aunque la actividad de neutralizacion mas débil
se observo con el clon virgen #7667, la maxima proteccion se vio con los clones #9024, #AB-24, #9029 y #9030, que
se generaron usando una segunda serie de bibliotecas de maduracién de afinidad. El clon de mAb #8268, generado
por maduracion empleando la primera biblioteca de maduracién de afinidad, presenté una actividad de neutralizacién
intermedia.

La actividad de neutralizacién cruzada contra las toxinas de dos componentes LUkE-LukD, HIgB-HIgC y LukS-LukF se
evalud en un ensayo de viabilidad con neutréfilos humanos (Fig. 6). Para este fin, se aislaron neutréfilos de sangre
entera humana recién extraida, obtenida del Red Cross (heparinizada) u obtenida por puncién venosa de voluntarios
sanos normales en tubos vacutainer K-EDTA (BD, Estados Unidos). Para agregar los eritrocitos, se afiadio 1 parte de
solucion HetaSep (Stem Cell Technologies, Francia) a 5 partes de sangre, se mezclé y se incubd a 37°C hasta que la
interfase de plasmal/eritrocitos fue aproximadamente un 50% del volumen total. La capa de plasma enriquecida en
leucocitos se deposité cuidadosamente sobre un gradiente de Percoll de dos etapas (73% y 63% de Percoll Plus
diluido en HBSS, GE Healthcare) y se centrifugé a 680 x g, TA, 30 min, sin freno. La primera y segunda capa del
gradiente después de la centrifugacion (principalmente suero y monocitos) se retird por aspiracion. Se recogieron
neutrdéfilos de la segunda capa opaca y se lavaron dos veces en 50 ml de HBSS (Gibco, Estados Unidos) + Glucosa 10
mM. El nimero de células viables se conté usando exclusion de colorante azul tripan en un hemocitémetro. El método
de aislamiento descrito normalmente produjo 1-5 x 10® neutrdfilos con una viabilidad > 95% de 50 ml de sangre entera.
Para los ensayos de viabilidad, las células se resuspendieron en RPMI 1640 (PAA Laboratories, Austria)
suplementado con FCS al 10%, L-Glutamina y Pen/Estrep (=medio de neutrdéfilos). Los anticuerpos monoclonales se
diluyeron en serie en medio de neutrdéfilos y se mezclaron con toxinas a una concentracion fija que redujo la viabilidad
celular > 95% [2,94 nM para LukS-LukF y HIgC-HIgB, 7,35 nM para LukE-LukD]. El ensayo de viabilidad se inicié
después de una etapa de preincubacion de 1 hora para permitir la unién de anticuerpo-toxina. se afiadieron 25.000
células por pocillo y la reaccion se incub6 durante 4 horas a 37°C, + CO- al 5%. Después se examino la viabilidad de
PMN usando un kit disponible en el mercado (Ensayo de Viabilidad de Células Luminiscentes Cell Titer-Glo®;
Promega, Estados Unidos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El % de viabilidad se calculé con respecto
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a controles tratados de forma simulada. El % de inhibicion de actividad de la toxina se calculé usando la siguiente
férmula: % de inhibicién = [(viabilidad de toxina solo - actividad inhibida) / (viabilidad de toxina solo)] x 100. Se
incluyeron los siguientes mAb de control: #8247 (mAb monoespecifico para Hla procedente de otro linaje (#7660)),
#8207 (mAb monoespecifico para LukD en ensayo de LUkE-LukD), #8210 (mAb monoespecifico para LukF en ensayo
de LukS-LukF), #8182 (mAb monoespecifico para HIgB en ensayo de HIgC-HIgB) y #7335 (mAb de control negativo
generado contra lisozima de huevo de gallina en todos los ensayos).

Aungue el mAb virgen #7667 y los mAb de la descendencia #8268, generados por maduraciéon usando la primera
biblioteca de maduracion de afinidad, no mostraron actividad neutralizadora detectable contra ninguna de las toxinas
de dos componentes afines, la descendencia correspondiente de mAb #AB-24, generada por maduracion usando la
segunda biblioteca de maduracion de afinidad, resulté ser un potente inhibidor de LUkE-LukD, HIgC-HIgB y LukS-LukF
en neutrofilos humanos (Fig. 6). Aunque fueron comparables en la actividad neutralizadora de Hla, los otros mAb
madurados del mismo linaje que se maduraron usando la segunda biblioteca de maduracién de afinidad no pudieron
neutralizar de forma cruzada las tres toxinas de dos componentes en este ensayo. Sin embargo, se observo que #9029
tenia una potencia comparable a #AB-24 en la neutralizacion de LukE-LukD. Los resultados de los ensayos de
neutralizacién in vitro estuvieron de acuerdo con las mediciones de kD de ForteBio, donde #AB-24 mostré unién a Hla
x HigB x LukD x LukF, y se observd que #9029 se unia a Hla x LukD.

Ejemplo 5: Ensayo para determinar la actividad biolégica

La potencia in vitro resultdé ser predictiva de la eficacia in vivo. El tratamiento de ratones con los mAb #AB-24 les
protegia muy bien frente a la exposicion letal a toxinas Hla o HIgAB (Fig. 7). El potencial de neutralizacion cruzada in
vivo del mAb #AB-24 se ensay6 en diversos modelos de raton. En estudios piloto, la concentracion letal minima de las
toxinas purificadas de interés se determiné mediante la administracién de diluciones seriadas y la posterior supervision
de la supervivencia durante 14 dias. En el caso de la instilacion nasal de Hla, se observé que la dosis letal minima era
0,32 mg/ratén. Después de la inyeccion intravenosa de diversas dosis de HIgAB, se determiné una dosis letal minima
de 0,375 mg (de los dos componentes).

Basandose en estos resultados, en los experimentos de exposicién que pretendian ensayar la capacidad protectora de
la inmunizacién pasiva por mAb, se usaron las siguientes dosis de exposicion: 0,4 mg para Hla aplicado por via
intranasal, y 0,5 mg para cada componente de HIgAB administrados por via intravenosa.

La inmunizacion pasiva con mAb #AB-24 se realizd por via intraperitoneal 4 h (exposiciéon a Hla) o 24 h (exposicién a
HIgAB) antes de la exposicion letal por toxinas. Grupos de 5 ratones recibieron diversas dosis de los mAb individuales
disueltos en PBS. Los grupos de control recibieron PBS sola o la dosis mayor de mAb no especifico de isotipo
correspondiente. Después de la exposicién a toxinas purificadas, se superviso la letalidad de los ratones durante 7
dias.

En la Fig. 7 se representa el resultado del experimento de exposicion a Hla. Los ratones de control LI sucumbieron a la
exposicion a la toxina dentro de un periodo de 24 h, mientras que el mAb #AB-24 proporciond una proteccion
significativa repetidamente a la dosis de 100 mg de mAb/raton (60-100%). El mismo anticuerpo también protegio a los
ratones de la exposicion letal a HIQAB y rescat6 el 80% y el 40% de los ratones a dosis de 200 y 50 mg/ratén,
respectivamente.

Estos experimentos probaron el potencial de reaccion cruzada de #AB-24 para las dos citotoxinas mas importantes de
estafilococos que estan relacionadas estructuralmente, sin embargo, estas dos toxinas solo estan relacionadas de
forma muy distante a nivel de la secuencia de aminoacidos primaria (identidad de aminoéacidos del 27%).

Ejemplo 6: Ensayo para determinar la competicion de mAb Hla

La competicién entre los mAb Hla se estudio por interferometria (Forte-Bio). En una situacion tipica, se inmovilizé Hla
[5 mg/ml en tampén (PBS mas BSA al 0,1 %)] en sensores de Estreptavidina (Pall Life Sciences). Los sensores
después se trataron con el anticuerpo primario (o tampén solo), seguido del anticuerpo secundario (10 mg/ml de cada
uno), tipicamente durante 10 min cada uno; (la condicién de tamp6n solo dio la respuesta correspondiente a una unién
del 100% del anticuerpo secundario a Hla). Se calcul6 el porcentaje de inhibicién de unién al anticuerpo secundario,
para cada anticuerpo primario (Figura 8).

Para los tres anticuerpos mostrados en la Figura 8, la auto-inhibicion varié del 81 al 91%, mientras que la inhibicion
entre diferentes anticuerpos varié del 30 al 76%. Para el fin de una diferenciacién fina entre anticuerpos, y basandose
en los datos con anticuerpos de Hla adicionales, en este estudio se establecié un limite de inhibicion del 80%. Por lo
tanto, se considerd que cualquier anticuerpo que es capaz de inhibir la unién del segundo anticuerpo en un 80%
compite con dicho anticuerpo secundario, mientras que si la inhibiciéon cae por debajo del 80%, los anticuerpos no son
suficientemente competitivos.
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<110> Arsanis Biosciences GmbH

<120> ANTICUERPO DE REACCION CRUZADA CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS

<130> AR0OO2P

<160> 28

<170> Patentln versién 3.5

<210>1

<211> 879

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 1

gccgacageg acatcaacat caaaacgggc acgacggaca ttggcetcaaa tacgacggtg 60
aaaacgggcg atctggttac ctatgacaaa gaaaacggca tgcataaaaa agtgttttat 120
agtttcatcg atgacaaaaa ccacaacaaa aaactgcetgg tcattcgtac caaaggcacg 180
atcgcaggec agratcgegt gracagcgaa gaaggcgceta ataaatcagg tctggeatgg 240
ccgtcggcett ttaaagttca gctgcaactg ccggataacg aagtcgcgca aattagcgac 300
tattacccge gtaactctat cgataccaaa gaatacatgt ctaccctgac gtacggetic 360
aacggtaatyg ttaccggcga tgacacgggt aaaattggcy gtctgatcgg cgccaacgtg 420
agcattggtc ataccctgaa atatgttcag ccggacttta aaaccatccet ggaatcteceg 480
acggataaaa aagtgggctg gaaagttatc ttcaacaaca tggttaacca gaactggggt 540
ccgtatgatc gtgactcatg gaacccggtc tacggcaatc aactgtttat gaaaacccgc 600
aacggrtcga tgaaagcogge cgataactte ctggacccga ataaagegag ctctotgetg 660
agttccggect ttagtccgga cttcgcgacc gtgattacga tggatcgcaa agcctccaaa 720
cagcaaacca atattgatgt catctatgaa cgtgtgcgecg atgactacca gotgecactog 780
accagcacga actggaaagg taccaatacg aaagataaat ggattgaccg ctectcggaa 840
cgctacaaaa ttgactggga aaaagaagaa étgacgaac 879
<210> 2

<211> 293

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 2

Ala Asp Ser Asp §1e Asn Ile

Lys Thr Gly Thr Thr Asp Ile Gly Ser
1 10 15

Asn Thr Thr \2181 Lys Thr Gly Asp ligu val Thr Tyr Asp %s Glu Asn

Gly Met ;hss Lys Lys val pPhe Igr ser Phe Ile Asp ﬁgp Lys Asn His
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AsSn

Tyr

65

Pro

Gln

Met

Thr

Thr

145

Thr

Gln

Asn

Asn

Ser

225

GIn

GIn

Lys

Glu

Arg

ser

Ile

ser

ASp

Asn

Phe

210

Pro

Gln

Leu

Trp

Glu
290

<210>3
<211> 852
<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus

Lys

val

Ala

Ser

Thr

115

Lys

Lys

Lys

Trp

Leu

195

Leu

Asp

Thr

His

Ile

275

Met

Leu

Phe

Asp

100

Leu

Ile

TYr

Lys

ASp

Phe

Asn

Trp

260

Asp

Thr

Leu

ser

Tyr

Thr

Gly

val

val

165

Pro

Met

Pro

Ala

Ile

245

The

Arg

Asn

val

Glu

70

val

Tyr

TYr

Gly

Gln

150

Gly

Tyr

Lys

Asn

Thr

230

Asp

ser

ser
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Ile

55

Glu

G1n

Pro

Gly

Leu

135

Pro

Trp

Asp

Thr

Lys

val

val

Thr

Ser

Arg

Gly

Leu

Arg

Phe

120

Ile

ASp

Lys

Arg

Ar

20

Ala

Ile

Ile

Asn

Glu
280

Thr

Ala

Glin

Asn

105

Asnh

Gly

Phe

val

Ser

Thr

TYr

Trp

Arg

31

Lys

Asn

Leu

90

Ser

Gly

Ala

Lys

Ile

170

Ser

Gly

Ser

Met

Glu

250

Lys

Tyr

Gly

Lys

Pro

Ile

Asn

Asn

Thr

155

Phe

Trp

Ser

Leu

ASp

Arg

Gly

Lys

Thr

60

Ser

Asp

ASp

val

val

140

Ile

Asn

Asn

Met

Leu

220

Arg

val

Thr

Ile

ITe

Gly

ASn

Thr

Thr

125

Ser

Leu

Asn

Pro

Lys

ser

LyS

Arg

AsSn

ASp

Ala

Leu

Glu

Lys

110

Gly

Ile

Glu

Met

val

190

Ala

Ser

Ala

Asp

Thr

270

Trp

Gly

Ala

val

95

Glu

Asp

Gly

Ser

val

175

Tyr

Ala

Gly

ser

ASp

Lys

Glu

Gln

Trp

80

Tyr

Asp

His

Prao

160

Asn

Gly

Asp

Phe

Lys

Tyr

Asp

Lys
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<400> 3

gacaacaaca
tcaagcgata
tacaacaaag
tacaactaca
ggtctgaaaa
gattcagtga
ccgrccaceg
aactacatct
aattccttta
tataaaccgt
ctggtccatt
ggtgatacca
cgtcgcacca
gttaaccgea
aaaggtcata

<210> 4

<211> 284
<212> PRT

ttgaaaacat
aatgggotot
atgcactgat
aaaacaccga
cgaacgatcc
acgtttcgea
gcggtaacyg
ctgaagtcga
tcacctgact
acagccagaa
ctggctitaa
gcgaatttga
cgcactatgg
attacacggt

ac

<213> Staphylococcus aureus

<400> 4
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tggtgatggc
gacgcagaac
tctgaaaatg
ccatatcaaa
gaatgttgac
aaccctgggc
tagcttcaac
acgtcagaac
gggcaaaatg
cccgegegat
ccecgagtttc
aatcacgtat
caactcctac

gaaatacgaa

gcagaagtgg
attcagttcg
caaggcttta
gcratgegtt
ctgatcaact
tacaatatcg
tactctaaaa
agcaaatctg
tcgggtcatg
tatttcgttc
attgcaaccg
ggtcgcaata
ctggaaggtt
gtcaactgga

tgaaacgcac
atttcgtcaa
tcaacagcaa
ggcecgttcca
acctygccgaa
gcggtaactt
cgatcagtta
tgcaatgggg
atccgaacct
cggacaatga
tgagccacga
tggacgttac
cacgtattca

aaacgcacga

ggaagatace
agacaaaaaa
aaccacgtac
gtacaatatc
aaacaaaatc

taatagtggc

caaccagcaa

cattaaagcg
grttgtgggt
actgcegecy
aaaaggctcg
ccatgegacg
caatgecttc

aatcaaagtg

AsSp Asn
1

Thr Glu
Phe Asp
Lys Met

50

Asn Thr
65

Gly Leu

Lys Asn

Asnh

Asp

Phe

35

Gin

ASp

Lys

Lys

Ile

Thr

20

val

Gly

His

Thr

Ile
100

Glu

5

Ser

Lys

Phe

Ile

Asn
85

Asp

Asn

ser

Asp

Ile

Asp

ser

Ile
ASp
Lys
Asn
5S

Ala
Pro

val

Gly
Lys
Lys
40

ser
Met

Asn

Asn

Asp

Trp

25

Tyr

Lys

Arg

val

val
105

32

Gly
10

Gly
Asn
Thr
Trp
Asp
90

Ser

Ala

val

Lys

Thr

Pro

75

Leu

Gln

Glu

Thr

Asp

Tyr

60

Phe

Ile

Thr

val

GIn

Ala

45

Tyr

Gln

Asn

Leu

val
ASnh
30

Leu
AsSn
Tyr

Tyr

Gly
116

Lys

15

Ile

Ile

Tyr

Asn

Leu

95

Tyr

Arg

GIn

Leu

Lys

Ile

80

Pro

Asn

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
852



Ile
Phe
Glu
145
Asn
Leu
val
ser
Glu
225
Arg
His

Trp

Gly

Asn

130

val

Ser

Phe

Pro

Phe

210

Phe

Arg

Asn

Lys

<210>5
<211>903
<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus

<400> 5

Gly

Tyr

Glu

Phe

val

ASp

195

Ile

Glu

Thr

Ala

Thr
275

Asnh

Ser

Arg

Ile

Gly

Asn

ala

Ile

Thr

Phe

260

His

Phe

Lys

Gln

Thr

165

Tyr

Glu

Thr

Thr

His

245

val

Glu

Asn

Thr

Asn

150

ser

Lys

Leu

val

Tyr

230

Tyr

Asn

Ile
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Ser

Ile

135

Ser

Leu

Pro

Pro

Ser

215

Gly

Gly

Arg

Lys

Lys

Gly

Tyr

Pro

200

His

Arg

Asn

AsSn

val
280

Pro

Tyr

Serl

Lys

Ser

185

Leu

Glu

Asn

ser

Tyr

265

Lys

33

Ser

Asn

val

Met

170

GIn

val

Lys

Met

Tyr

250

Thr

Gly

Thr

GIn

GIn

155

ser

Asn

His

Gly

ASp

Leu

val

His

Gly

GIn

140

Trp

Gly

Pro

ser

Ser

220

val

Glu

Lys

Asn

Gly

Asn

Gly

His

Arg

Gly

Thr

Gly

Tyr

AsSn

Tyr

Ile

Asp

Asp

His

Ser

Glu
270

Gly

Ile

Lys

Pro

175

Tyr

Ash

Thr

Ala

Ar

25

val

Ser

ser

Ala

160

Asn

Phe

Pro

ser

Thr

240

Ile

Asn



gcgcagcaca
acgacggcca
atcaaagata
tctggctaca
aaatacaaca
ccgaaaaacc
gacattaaca
acgatcaact

aaaattggtt

cgtgattctt
ctgaatgccyg
tttaatccag
atcaccgtga
tggatcggca
gactgggaaa
tcg
<210>6

<211>301
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 6

tcacgeegygt
cgagecgactc
aaagttacga
cﬁaaaccgaa
tctcaatcaa
agaatgaaga
tctegaatgg
acaaacaygga

gggacgttga

atcacagtac
gtcaaaattt
aattcattgy
cgtatcagcg
acaactacaa

accacacggt
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ctcegaaaaa
tgacaaactg
taaagacacg
tccgaaagac
cagtgattcc
attccaagte
tctgagegyc
atcttacegt

agcgcataaa

ctacggtaac
cctggaatac
cgtectgteg
tgaaatggat
agatgaaaac

gaaactgatt

aaagttgacg
aaaatttcte
ctgattctga
acgatcagct
aacgactccg
cagcaaaccg
ggtggcaacg
accagtctgy

atcatgaaca

gaaatgtttc
cataaaatgc
cgcaaacaga
cgctacacca
cgtgccacce

gatacccaaa

34

acaaaatcac
agatcctgac
aagcggeegg
ctcaatrcta
tcaatgtggt
tgggctatag
gctcaaaatc

ataaacgcac

atggtiggag

tgggctcccy
cggttctgag
acgcagcgaa
acttttggaa
acacgagcat

gtaaagaaaa

cctgtataaa
cttcaacttc
taacatctat
ctggggttcc
tgattatgca
ttacggcggt
gttcagcgaa
gaatttcaag

cccgtargge

ccagtcaaac
cegtggtaac
aaaatctaaa
tcaactgcat
ctacgaagtt

aaacccgatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
660
720
780
840
900
903



Ala
Thr
ser
‘Asp
Lys
Lys
val
Thr
Ser
Lys
145

Lys

Gly

GIn

Leu

GlIn

Thr

50

Pro

Tyr

ASp

val

Ile

Pro

His

Tyr

Ile

35

Leu

Asn

Asnh

Tyr

Gly

Glu

Gly

Tyr

Ile

Pro

Ile

Ala
100

Tyr

Gly

ser

Trp

Gly

Thr
Thr
Thr
L'eu
Lys
ser
85

Pro
ser
Asn
Tyr
Asp

Arg

Pro

Thr

Phe

Lys

ASp

70

Ile

LyS

Tyr

Gly

Arg

150

val

AsSp
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val

Ala

Asn

Ala

3%

Thr

Asn

Asn

Gly

ser

135

Thr

Glu

Ser

Ser

Thr

Phe

40

Ala

Ile

Ser

GIn

Lys

Ser

Ala

Tyr

Glu

Ser

25

Ile

Gly

ser

Asp

Asn

105

AsSp

ser

Leu

His

His
185

35

Lys

10

Asp

LysS

Asn

Ser

Ser

20

Glu

Ile

Phe

Asp

Lys

Ser

Lys

Ser

ASp

Ile

GlIn

75

Asn

Glu

Asn

ser

Lys

155

Ile

Thr

val

Asp

Lys

Tyr

60

Phe

ASp

Phe

Ile

Glu

140

Arg

Met

Tyr

Asp
Lys
ser
45

ser

ser

GIn

ser

125

Thr

The

Asn

Gly

Asp

Leu

30

Tyr

Gly

Trp

val

val

110

Asn

Ile

Asn

Asn

Asn
190

Lys

Asp

Tyr

Gly

Asn

95

Gln

Gly

Asn

Phe

Ite

Ile

Lys

Thr

Ser

80

val

GIn

Leu

Tyr

Lys

160

Trp

Met
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15

Phe Leu

Glu Tyr

210

Phe Ile

225

Ile Thr

Gln

Asn

Thr His

Gly

val

Leu

Thr

Ser Arg

Lys Met

val Leu

Thr Tyr
245

His

Trp
260

Ser Ile

275

Ile
290

Leu

<210>7
<211> 849
<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 7

Adatacgaata
agcagcaaaa
tacaacaaag
tcecgacgtta
aacatcggtc
daaaatcgaaa
agcgctecgt
cagaaaagtt
aaagcgaacg
gtgcagtcgce
ctgecgeege
aaaggcagct
tacgcaacgc
aaccgcaatt
ggccataac
<210> 8

<211> 283
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

Asp

Thr GIn

tcgaaaatat
aatggggtgt
atgcactgat
aaggcagtgg
tgaccacgaa
ccacggacgt
¢tatcggcegg
acgtgtccga
aatttgtcac
cgaatggtcc
tggtgcaatc
ctgatacctc
tgttteogey
tcgttgtccg
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Gln ser

AsSn

Leu Asn

200

val
215

Pro

Ser

Arg
230

GIn Arg
Ile Gly

Tyr Glu

Leu

Lys

Glu

Asn

val

ser Arg

GlIn

Asn

Met

Asn
265

Tyr

Asp Trp

280

ser

cggcgacggc
tacgcagaat
tgtgaaaatg
ttatgaactg
agatccgaac
cggccagace
taacggctca
agttgataaa
cccggatggt
gacgggtagc
tggctttaac
cgaattcgaa
taccggtatc

ctacgaagtg

Glu

LYS Asn

gcagaagtia
gttcagttcg
caaggcttta
acgaaacgca
gtttecctga
ctgggttaca
ttcaattact
caaaactcaa
aaaaaatctg
gcacgtgaat
cegagtttca
atttcatatyg
tatgcagaac

aactggaaaa

36

Ala Gly

GIn

Asn Phe

205

Asn
220

Gly

Ala Ala

235

Arg Tyr

Lys Asp

Glu Asn

Phe

Lys

Thr

Glu

His

Asn Pro

ser

Lys

Phe
255

Asn

Asn

Arg
270

Thr val

285

Met
300

Pro

tcaaacgcac
atttcgtcaa
tcaattctceg
tgatttggec
tcaactacct
acattggcoay
cgaaaaccat
aatcggtcaa
cccatgaccg
actttgccee
ttaccacgcet
gtcgtaatct
gcaaacacaa

cccatgaaat

Ser

ggaagatgtc
dagacaadaaa
taccagtttc
gtttcagtac
gccgaaaaac
taattttcaa
tagctatacg
atgogycytg
ttacctgttt
ggataatcag
gagccatgaa
ggacatcacc
cgcttttgtt

caaagtgaaa

Leu
Glu
Lys
240
Trp

Ala

Lys

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
849
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<400> 8

?sn Thr Asn Ile Glu Asn Ile Gly Asp Gly Ala Glu val 1le Lgs Arg

Thr Glu Asp ggl ser Ser Lys Lys ;;p Gly val Thr GIn gsn val GIn
)

Phe Asp gge val Lys Asp Lys h%s TYr Asn Lys Asp an ieu Ile val

Lys ?gt GIn Gly phe Ile égn Ser Arg Thr Ser gge ser Asp val Lys

Gly Ser Gly Tyr Glu Leu Thr Lys Arg Met Ile Trp Pro Phe GIn Tyr
65 70 75 80

Asn Ile Gly Leu Thr Thr Lys Asp Pro Asn val Ser Leu Ile Asn Tyr
85 a0 95

Leu Pro Lys Asn Lys Ile Glu Thr Thr Asp val Gly GIn Thr Leu Gly
100 105 110

Tyr Asn Ile Gly Gly Asn Phe Gln Ser Ala Pro Ser Ile Gly Gly Asn
115 120 125

Gly Ser Phe Asn Tyr Ser Lys Thr Ile Ser Tyr Thr GIn Lys Ser Tyr
130 135 140

val Ser Glu val Asp Lys Gln Asn Ser Lys Ser val Lys Trp Gly val
145 150 155 160

Lys Ala Asn Glu Phe val Thr Pro Asp Gly Lys Lys Ser Ala His Asp
165 170 175

Arg Tyr Leu Phe val GIn Ser Pro Asn Gly Pro Thr Gly Ser Ala Arg
180 185 190

Glu Tyr Phe Ala Pro Asp Asn Gln Leu Pro Pro Leu val GIn Ser Gly
195 200 205

Phe Asn Pro ser pPhe Ile Thr Thr Leu Ser His Glu Lys Gly Ser Ser
210 215 220

Asp Thr Ser Glu phe Glu Ile Ser Tyr Gly Arg Asn Leu Asp Ile Thr
225 230 23 240

Tyr Ala Thr Leu Phe Pro Arg Thr Gly Ile Tyr Ala Glu Arg Lys His
245 250 255

37
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15

Asn Ala Phe val Asn Arg Asn Phe val val Arg Tyr Glu val Asn Trp
260 265 270

ES 2546 105 T3

Lys Thr His Glu Ite Lys val 538(3 Gly His Asn

275
<210>9
<211> 903
<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus
<400>9
gcccaacaca ttacgccggt ctcggaaaaa aaagtggatg acaaaatcac gctgtataaa 60
acgacggcaa cctcagataa cgacaaactg aacattagtc agatcctgac cttcaacttc 120
atcaaagata aatcctacga taaagacacg ctggtgctga aagcggecgg caacattaat 180
tcaggttaca aaaaaccgaa cccgaaagac tataattact cgcagtttta ttggggcggt 240
aaatacaacg tcagcgtgag ctctgaatct aacgatgcag tcaatgtggr tgactatgct 300
¢Cgaaaaacc agaatgaaga atttcaagtg cagcaaaccc tgggctatag ctacggeggt 360
gatattaaca tctcaaatgg cctgtcggge ggtctgaacyg gttcgaaaag cttctctgaa 420
accatcaact acaaacagga aagctaccgt accacgattg atcgcaaaac gaaccataaa 480
tctatcgget ggggtgttga agcgcacaaa attatgaaca atggctgggg tccgtatggce 540
cgtgattcct atgacccgac ctacggtaat gaactgttte tgggcggtcg ccagagttece 600
tcaaacdcgg gccaaaattt cctgccgacyg catcagatgc cgectgcetgge acgtggtaac 660
tttaatccgg aattcatcag tgtgetgtce cacaaacaaa acgataccaa aaaatctaaa 720
atcaaagtta cgtatcaacg tgaaatggac cgctacacca accagtggaa tcgectgeat 780
tgggttggta acaactacaa aaaccagaac accgttacgt tcacctctac gtacgaagtc 840
gattggcaaa accatacggt caaactgatt ggcacggaca gcaaagaaac gaacccgggc 900
grc 903
<210> 10
<211> 301
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 10

Ala Gln His Ile Thr Pro val Ser Glu Lys Lys val Asp Asp Lys Ile
1 5 10 15
Thr Leu Tyr 555 Thr Thr Ala Thr ggr Asp Asn Asp Lys ;gu Asn Ile

ser 6lIn ﬂe Leu Thr phe Asn ige Ile Lys Asp Lys igr Tyr Asp Lys

38



Asp
Lys
&b

Lys
val
Thr
ser
LYyS
145
ser
Gly
Phe
Pro
Phe
225
Ile
Asn

Thr

Leu

Thr

50

Pro

Tyr

Asp

Leu

Ile

Pro

Leu

Thr

210

Ite

LysS

Arg

Phe

Ile
290

<210> 11
<211> 840
<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus

Leu

Asn

AsSNn

Tyr

Gly

Glu

Gly

Tyr

ser

val

Leu

Thr

275

Gly

val
Pro
val
A]Ia
100
Tyr
Leu

Ser

Trp

Gly
Gln
val
Thr
His
260

ser

Thr

Leu

Lys

ser

85

Pro

Ser

Asnh

TYr

Arg

Arg

Met

Leu

Tyr

245

Trp

Thr

ASp

ES 2546 105 T3

Lys

ASp

70

val

Lys

Tyr

Gly

Asp

GlIn

Pro

Ser

230

GIn

val

TYr

Ser

Ala
55

Tyr

ser

Asn

Gly

ser

135

Thr

Glu

Ser

Ser

Leu

215

His

Arg

Gly

Glu

Lys
295

Ala

ASn

ser

GIn

Gly

Lys

Thr

Ala

Tyr

Ser

200

Leu

Lys

Glu

Asn

val

280

Glu

Gly
Tyr
Glu
Asn
105
Asp
Ser
Ile
_H'is
Asp
Ser
Ala
Gln
Met
Asn
265

Asp

Thr

39

Asn

ser

ser

90

Glu

Ile

Phe

Asp

Lys

Pro

AsSn

Arg

Asn

Tyr

Trp

Ash

Ile

Gln

75

AsSn

Glu

Asn

ser

Arg

Ile

Thr

Ala

Gly

Asp

Arg

Lys

Gln

Pro

Ash
60

Phe
Asp
Phe
Ile
Glu
140
Lys
Met
Tyr
Gly
Asn
220
Thr
Tyr

Asn

Asn

Ser

Tyr

Ala

Gln

Ser

125

Thr

Thr

ASn

Gly

GIn

205

Phe

Lys

Thr

GIn

His

285

val

Gly

Trp

val

val

110

Asn

Ile

Asn

Asn

AsSn

190

Asn

AsSn

Lys

Asn

Asn

270

Thr

TYr

Gly

Asn

95

Gln

Gly

AsSn

His

Phe

Pro

Ser

Gln

Thr

val

Lys

Gly

80

val

GIn

Leu

‘Tyr

LyS
160
Trp
Leu
Leu
Glu
Lys
240
Trp

val

Lys



10

<400> 11

gaaaacaaaa
acgagtaaac
tacaacaaag
agcgatctga
agtctgaaaa
gatagtgcgg
ccgrtcgatcg
aattacgtta
aattcatttg
gacccgacgg
attcaaagcg
gataaaagcg
acgegteate
gtgaaatacy
<210> 12

<211> 280
<212> PRT

tcgaagacat
gcctggcaat
atgcactggt
aaaaatatcc
ccaaagattc
acgtttccea
gcggtagtgg
cggaagtcga
tcaccccgaa
gtccggeage
gctttaacec
aatttgaaat
gcetggeagt

aagtcaactyg

<213> Staphylococcus aureus

<400> 12

ES 2546 105 T3

cggccaaggt
cacgcagaat
ggttaaaatg
gtacattaaa
caacgtggac
gaaactggge
ttccttcaat
aagccaaaac
cggccaggtg
acgtgattat
gtctttcatc
tacctatggt
cgatcgtaaa

gaaaacgcac

gctgaaatca
attcagttcg
caaggcttta
cgcatgatct
ctgattaatt
tataacattyg
tactcaaaaa
tctaaaggcg
tcggcgtatg
ttcgttcecgg
accacgctgt
cgcaacatgg
cacgacgctt

daagtcaaaa

40

tcaaacgcac
atttcgtgaa
tcagectcteg
ggccgttcca
accrgecgaa
gcggtaattt
ccatetegta
tgaaatgqggg
atcagtacct
acaatcagct
cccatgaacg
atgcaaccta
tcadaaaccy

tcaaatcaat

gcaagacatc
agacaaaaaa
taccacgtac
gtacaacatc
aaacaaaatc
tcaatcagee
caaccagaaa
tgttaaageg
gtttgcacaa
gccgccgety
tggcaaaggt
tgcttacgtt
caatgtcace

caccccgaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840



Glu

Thr

Phe

Lys

Lys

Ile

Asn

GIn

Asp

Met

50

Tyr

Leu

Asn

Gly

Lys

Asp

Phe

35

GlIn

Pro

Lys

Lys

Ile

Ile

20

val

Gly

Tyr

Thr

Ile

100

Asn

Glu

Thr

Lys

Phe

Ile

LyS

Asp

Phe

Asp

Ser

Asp

Ile

ASp

Ser

GlIn

ES 2546 105 T3

Ile

Lys

Lys

Ser

55

Arg

ser

Ala

Ser

Gly

Arg

LyS

40

Ser

Met

AsSn

Asp

Ala
120

GIn

Leu

25

Tyr

Arg

Ile

val

val

105

Pro

41

¥
Ala
Asn
Thr
Trp
%"

ser

Ser

Ala

Ile

Lys

Thr

Pro

75

Leu

GIn

Ile

Glu

Thr

Asp

Tyr

60

Phe

Ile

Lys

Gly

Ile

GIn

Ala

45

ser

GIn

Asn

Leu

Gly

Ile

AsSn

30

Leu

Asp

Tyr

Tvyr

Gly

110

Ser

val

Leu

Asn

Leu

95

TYyr

Gly

Arg

Glin

val

Lys

Ile

80

Pro

AsSn

Ser



10

Phe Asn

130

Glu val

145

Asn Ser

Phe

Leu

Pro Asp

Tyr

Glu

Phe

ala

Asn

ser

ser

val

Lys

Gln

Thr

ES 2546 105 T3

Thr Ile

Asn Ser

150

Pre Asn

165

Gln
180

GlIn

195

Ile
210

Phe

Phe Glu

225

Thr Arg

Asn

Arg

Lys Ile

Thr

Ile

His

val

Lys

Thr

Thr

Arg

ASp

Leu

Leu

Tyr

Leu

Pro Thr

Pro

Pro

His
215

ser

Arg

val

245

Thr
260

ser

275

<210> 13
<211> 858
<212> ADN

val

Ile

Lys Tyr

Thr Pro

<213> Staphylococcus aureus

<400> 13

gcaaacgaca
gacaaaacga
aaaaaataca
acgtactaca
aacatcggtc
aaaatcgaat
tccgeacegt
cagcaaaact
aaagcgaata

gtgggctata

cggaagacat
gcaataaatg
ataaagatgc
actacaagaa
tgaaaacgaa
cgaccaacgt
cactgggcgg
acgtgtctga
gerrtgccac

aaccgcattc

cggcaaaggt
gggtotgace
gctgattetg
aaccaaccat
tgacaaatat
gagccagacy
taacggttca
agttgaacag
ggaatctggt

aaaagatccg

ser Tyr

Gly

Lys

Gly GIn

Asn

val

val

Lys

Asn Tyr

140

170

Gly Pro

185

Leu Ile

200

Glu Arg

Asn Met
Asp Arg

val
265

Glu

LyS

tcagacatcg
cagaacattc
aaaatgcagg
gttaaagcca
gtcagtctga
ctgggctata
ttcaattact
caaaattcta
cagaaaagtg

cgtgactact

42

Ala

Gln

Gly

Asp

Lys

AsSn

Ala

ser

Lys

Ala
235

His

Trp

aaatcatcaa
aattcgattt
gctttatcag
tgcgctggec
ttaactacct
acattggegg
caaaatcgat
aaagtgtcct
catttgattc

tecgtgecgga

Trp

Ala

Arg

Gly

ASp

Lys

Gly val

Tyr Asp

Asp Tyr
190

Phe
205

Asn
Asp Lys
Tyr Ala
Ala Phe

His
270

Thr

acgcacggaa
cgtgaaagac
ctctegtace
gttccaatﬂc
gccgaaaaat
taattttcaa
cagctatace
gtggggcgtyg
cgacctgttc

ttcggaactg

val

Lys

GIn

175

Phe

Pro

Ser

Tyr

LyS
255

Glu

Thr

Ala
160

Tyr

val

Ser

Glu

val
240

Asn

val

120
180
240
300
360
420
480
540
600



ES 2546 105 T3

ccgccgetgg ttcagtcagg ttttaacccy togttcattg ctaccgttag tcacgaaaaa
ggcagttccg atacctccga atttgaaatt acgtatggtc gtaatatgga cgtcacccat
gcaatcaaac gcagcacgca ctatggcaac tcttacctgg atggtcatcg tgttcacaat
gcttttgtca accgcaatta tacggtgaaa tacgaagtca actggaaaac gcacgaaatc
aaagtcaaag gtcaaaac

<210> 14

<211> 286

<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus

<400> 14

43

660
720
780
840
858



ES 2546 105 T3

Ala Asn Asp Thr Glu Asp Ile Gly Lys Gly Ser Asp Ile Glu Ile Ile

Lys Arg Thr gau Asp Lys Thr Ser ggn Lys Trp Gly val ;gr GIn Asn

Ile Gln g?e Asp Phe val Lys ﬁgp Lys Lys Tyr Asn :gs Asp Ala Leu

Ile %gu Lys Met GIn Gly Ege Ile Ser Ser Arg Egr Thr Tyr Tyr Asn

Tyr Lys Lys Thr Asn His val Lys Ala Met Arg Trp Pro Phe GIn Tyr
65 70 75 80

Asn Ile Gly Leu Lys Thr Asn Asp Lys Tyr val Ser Leu Ile Asn Tyr

Leu Pro Lys Asn Lys Ile Glu Ser Thr Asn val Ser GIn Thr Leu Gly
100 105 110

Tyr Asn Ile Gly Gly Asn Phe Gln Ser Ala Pro Ser Leu Gly Gly Asn
115 120 125

Gly sSer Phe Asn Tyr Ser Lys Ser Ile Ser Tyr Thr GIn Gln Asn Tyr
130 135 : 140

val ser Glu val Glu GIln GIn Asn Ser Lys Ser val Leu Trp Gly val
145 150 155 160

Lys Ala Asn ser Phe Ala Thr Glu Ser Gly Gin Lys Ser Ala Phe Asp
165 170 175

ser Asp Leu Phe val Gly Tyr Lys Pro His Ser Lys Asp Pro Arg Asp
180 185 190

Tyr Phe val Pro Asp Ser Glu Leu Pro Pro Leu val GIn Ser Gly Phe
195 . 200 205

44
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15

Asn Pro Ser Phe Ile

210

Thr Sser Glu

225

Phe Glu

Ala Ile Lys Arg Ser

Arg val

245

His Asn Ala

260

val Asn Trp Lys Thr

<210> 15

<211>900

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 15

gcggaaggea
aaaacgacgg
ttcatcaaag
aatagcggtt
gcaaaataca
gctccgaaaa
ggtgatattt
gaaacgatta
aaaaatgtcg
ggccgtgact
tcegeatatyg
aactttaatc
aaaatcaccg
tattgggcag
atcgattygg

aaattacccc
ccacggetga
ataaatctta
ttgttaaacc
atgtttcgat
accaaaatga
caatctcgaa
actataaaca
gctggggtgt
cctttecaccc
caggtcaaaa
cggaattcct
ttacgtacca
gtgcraacta

daaaccacaa

<210> 16

<211> 300

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 16

Ala Glu Gly Lys Ile Thr Pro val Ser val
1 5

ES 2546 105 T3

Ala Thr val

215

ser His

Ile Thr Tyr Gly Arg

230

Thr His Tyr Gly Asn

Phe val

His Glu

250

Asn Arg Asnh

265

ITe Lys val

280

ggtctcgatg
ttcggataaa
cgataaagac
gaacccgaat
tagctctcag
agaatttcag
tggcctgagt
ggaaagctac
ggaagcccat
gacgtacggc
ttttattgee
gtcagtcctg
gcgtgaaatg
caaaaacttc

agtcaaactg

aaaaaagttg
titaaaatta
accctggtgc
gattacgact
agtaacgatt
gtgcaaaaca
ggcggtctga
cgtaccacgc
aaaatcatga
aacgaactgt
cagcatcaaa
tcgcaccgee
gaccrgtacc
aaaacccgta

ctggacacga

10

45

Glu Lys

220

Asn Met
235

ser Tyr

Tyr Thr

Gly Ser Ser Asp

Thr His
240

Asp val

Leu Asp Gly His
255

val Lys Tyr Glu

270

Lys Gly Gln Asn
285

acgacaaagt
gccagatect
tgaaagcaac
tctcaaaact
ccgtcaatgt
ccetgggtta
acggtaatac
tgtctcgeaa
acaatggctg
tcctggeagg
tgccgetget
aggatggcge
aaatccgctg
cgrtcaaatc

aagaaacgga

Lys Lys val Asp ggp LysS

gacgctgtat
gaccttcaac
gggcaacatc
gtattggogc
ggttgactat
cacgttegyc
cgegttttec
caccaattat
gggtccgtat
tcgecagagt
gagccgrict
gaaaaaatct
gaacggettc
tacctatgaa

aaataataaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900



val
Ile
Lys
val
65

Ala
val
Asn
Leu
Tyr
145
Lys
Trp
Leu
Ile
Glu
225
Lys

Trp

Arg

Thr

Ser

Asp

50

Lys

Lys

val

Thr

ser

130

Lys

Asn

Gly

Phe

Ala

210

Phe

Ile

Asn

Thr

Leu

GIn

35

Thr

Pro

TYyr

AsSp

Leu

115

Gly

Gln

val

Pro

Leu

195

GIn

Leu

Thr

Gly

Phe
275

Leu

Asnh

Asn

TYr

100

Gly

Gly

Glu

Gly

Tyr

180

Ala

His

ser

val

Phe

260

Lys

Lys

Leu

val

Pro

val

85

Ala

Tyr

Leu

ser

Gly

Gly

Gln

val

Thr

245

TYr

Ser

Thr

Thr

Leu

AsSn

70

Ser

Pro

Thr

Asn

Tyr

150

Gly

Arg

Arg

Met

Leu

230

Tyr

Trp

Thr

ES 2546 105 T3

Thr

Phe

Lys

55

ASp

Ile

LysS

Phe

Gly

Arg

val

AsSp

GlIn

PIro

215

ser

GIn

Ala

TYFR

Ala

ASh

40

Ala

Tyr

Ser

ASn

Thr

Glu

Ser

ser

200

Leu

His

Arg

Gly

Glu
280

Thr
25

Phe
Thr
Asp
ser
Gln
1_05
Gly
Thr
Thr
Ala
Phe
185
ser
Leu
Arg
Glu
Ala

265

Ile

46

Ala

Ile

Gly

Phe

GIn

90

ASn

ASp

Ala

Leu

His

170

His

Ala

Ser

Gln

Met

250

Ash

ASp

Asp

Lys

Asn

Ser

75

Ser

Glu

Ile

Phe

ser

155

Lys

Pro

Tyr

Arg

Asp

Asp

Tyr

Trp

ser

Asp

Ile

60

Lys

Asn

Glu

Ser

Ser

140

Arg

Ile

Thr

Ala

ser

220

Gly

Leu

Lys

Leu

ASp

Phe

Ile

125

Glu

Asn

Met

Tyr

Asn

Ala

Tyr

Asn

Asn
285

Lys

ser

Ser

Tyr

ser

Gln

110

Ser

Thr

Thr

AsSn

Phe

Lys

Glin

Phe

270

His

Phe

Tyr

Gly

Trp

val

95

val

ASnN

Ile

Asn

Asn

175

Asn

ASn

Asn

Lys

Ile

255

LYS

Lys

Lys
Asp
Phe
Gly
80

Asn
Gln
Gly
Asn
Tyr
160
Gly
Glu
Phe
Pro
ser
240
Arg

Thr

\_/a1
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15
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Lys Leu Leu Asp Thr Lys Glu Thr Glu Asn Asn Lys

290

<210>17
<211> 971
<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 17

aactcggctc
cagaaagata
ggcaaaaacyg
ctgcagaacc
gttaaaaaac
aactccaact
cgcaaaaccy
agtacgtttt
agttccaact
agcggcaaaa
ggcggtgaag
acggtcgaaa
tccggtttta
cagttcgaag
tacgcaccac
gttgactgga
tacaaagaag
<210> 18

<211> 324
<212> PRT

ataaagatag
aacgcaatgt
gtaaaatcac
tgcaatttga
agggcagceat
ggctgaaata
aaattctgga
cctatagctc
catactcgaa
acaataactg.
ttaaaaatcg
acccggaact
atccggaatt
tcacctatac
cgatcctgga
aaaacaaaac

q

<213> Staphylococcus aureus

<400> 18

295

tcaggatcaa
caccaataaa
caaacgtacc
trtcatcgat
tcattctaac
tccgtcagaa
ccaactgecg
tggcggtaaa
aaccatctcg
gcatgttcac
caacgacgaa
gtcattcgceg
cctgacctac
gcgtaatcaa
gaaaaacaaa

cgtgaaagtg

aataaaaaag
gataaaaata
gaaacggtgt
gacccgacct
ctgaaattcg
taccatgtcg
azaaacaaaa
ttcgactcta
tacaaccagc
tggtctgtea
ctgctgtttt
tcgaaatatc
ctgagcaacg
gatattctga
gatggtcagce

gtggacaaat

300

aacacgtgga
gcaccgeacc
atgatgaaaa
acgacaaaaa
aaagtcacaa
atttccaggt
tcagtaccye
ccaaaggcat
aaaactacga
ttyctaacga
accgtaatac
gttacccgge
aaaaatctaa
aaaaccgtcc
gcetgategt

actcggacga

?sn Ser Ala His gys Asp Ser Gln Asp ggn Ash Lys

Asp Lys Ser ggn GIn Lys Asp Lys ggg Asn val Thr

Asn Ser ggr Ala Pro Asp Asp ige Gly Lys Asn Gly

Arg Thr Glu Thr val Tyr Asp Glu Lys Thr Asn Ile
50 55 60

47

taaatcacaa
ggatgacatt
aacgaatatt
tgtgctgctyg
agaagagaaa
gaaacgtaat
caaagttgat
cggtcgtacg
tacgatcgea
tctgaaatat
ccgcatcgeg
cctggtgcye
cgaaaaaacyg
gggcattcac
gacctatgaa

Caataaaccg

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
971

Lys Glu His val
15

AsSn Lys Asp Lys
30

Lys Ile Thr Lys
45

Leu Gln Asn Leu



GIn

65

val

LysS

val

Leu

ASp

val

ASp

Plrro

225

ser

Asn

Leu

AsSn

Asn
305

Tyr

Phe
Lys
Glu
Asp
Pro
130
ser
ser
Thr
Ile
Glu
210
Glu
Gly

Glu

Lys

Lys

Lys

<210> 19

Asp

Lys

Glu

Phe

115

Lys

Ser

Asn

Ile

Ala

195

Leu

Leu

Phe

LyS

AsSn

275

Asp

Thr

Glu

Phe

G1n

LYS

100

Gln

Asn

Gly

Ser

Ala

180

Asn

Leu

Ser

Asn

Thr

260

Arg

Gly

val

Gly

Ile

Gly

85

Asn

val

Lys

Gly

Tyr

165

Ser

ASp

Phe

Phe

Pro

245

GIn

Pro

Gln

Lys

Asp

70

Ser

Ser

Lys

Ile

Lys

150

Ser

Gly

Leu

Tyr

Ala

230

Glu

Phe

Gly

Arg

val
310

ES 2546 105 T3

Asp

Ile

Asn

Arg

ser

135

Phe

Lys

Lys

Lys

Phe

Glu

Ile

Leu

295

val

Pro

His

Trp

ASn

120

Thr

Asp

Thr

Asn

Tyr

Asn

Lys

Leu

val

His

280

ITe

Asp

Thr

Ser

Leu

105

Arg

Ala

ser

Ile

Asn

185

Gly

Thr

Tyr

Thr

Thr

265

Tyr

val

Lys

48

Tyr
Asn
90

Lys
LyS
Lys
Thr
ser
170
ASh
Gly
Arg
Arg
Tyr
250
Tyr
Ala

Thr

Tyr

Asp
75

Leu
Tyr
Thr
val
Lys
155
Tyr
Trp
Glu
Ile
Tyr
235
Leu
Thr
Pro

Tyr

ser
315

Lys

LysS

Pro

Glu

AsSn

His

val

Ala

220

Pro

Ser

Arg

Pro

Glu

300

ASp

Asn

Phe

ser

Ile

125

Ser

Ile

GIn

val

Lys

Thr

Ala

ASn

Asn

Ile

285

val

Asp

val

Glu

Glu

110

Leu

Thr

Gly

GlIn

His

190

ASN

val

Leu

Glu

GIn

270

Leu

ASpP

Asnh

Leu

Ser

95

Tyr

Asp

Phe

Arg

Asn

175

Trp

Arg

Glu

val

LYyS

255

Asp

Glu

Trp

Lys

Leu

80

His

His

GlIn

ser

Thr

160

Tyr

sSer

Asn

Asn

Ar

24

Ser

Ile

Lys

Lys

Pro
320



10

15

<211>927
<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 19

aaaatcaaca
tacacgcgceca
aatttcctga
atcggctcag
ccgggtaget
gatttrgctc
acgggegatg
aactatagcg
acgtcacata
gatcacaccc
ctgacccgca
gtcaccgtgt
gacaaaggta
gactggaacc
gaagaaaaac
aaagttctga
<210> 20

<211> 309
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 20

Lys Ile Asn

1

Asp Thr Lys

Asn Ile Thr

Asp Lys Glu
50

Leu Arg Ile
65

gcgaaatcaa
cggcaaccac
ccgaaccgaa
gtctgcgtat
attctgtgag
€gaaaaatca
atttctctat
aaaccatctc
aaggcgttgg
gtcaactgac
atggtaacct
ccgaaggctt
aaagtcagtt
gccatggett
tgtctgcact

atgataatga

S

ser Glu

Met Tyr
20

Thr val

Leli Asp

ES 2546 105 T3

acaagtcagce
gagcgattcg
ctacgataaa
t¢tggaccey
tattcagaat
agatgaaagc
caatcgcggce
ctaccagcaa
ttggaaagte
gaatgatagc
gtgggcyaaa
taatccggaa
cgtggttcac
ctggggttac
gtatgaagtg

ddaaaaa

Ile Lys

Thr Arg

G1n ser Leu GIn

Phe Ile
55

fro Asn

gaaaaaaatc
Cdaddaadaca
gaaacggtgt
aatggctact
gttgatgaca
cgtgaagtca
ggtctgaccg
ccgtcatatc
gaagcgeace
gacaaccgca
gataacttca
trcctggecy
tacaaacgtt
tggagcggtg
gactggaaaa

GIn val Ser Glu Lys Ash
10
Thr Ala Thr Thr Ser Asp
25
zhe Asn Phe Leu Thr g]u

Lys Ala Lys Gly Egr Ile

Gly Tyr Trp ?gn ser Thr

49

tggatggcga
tcacccagag
tcatcaaagce
ggaactcgac
acaataacac
aatataccta
gtaatattac
gtaccctgct
tgatcaataa
cgaaatctga
cgccgaaaga
ttatgtctca
ccatggatga
aaaaccacgt

cccacaatgt

tacgaaaatg
cctgcaattt
aaaaggcacc
cctgegetgy
caacgttacg
cggectataaa
gaaagaatcyg
ggatcagtec
catgggccat
aatttttagt
caaaatgccyg
tgataaaaaa
attcaaaatc
cgataaaaaa

caaattcgtg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
927

Leu Asp Gly
15

Ser GIn Lys

30

Pro Asn Tyr

Gly Ser Gly

Leu Arg Trp
80



ES 2546 105 T3

Pro Gly Ser Tyr ggr val ser Ile Gln

Thr Asn val Thr Asp Phe Ala Pro Lys
100 105

val Lys Tyr Thr Tyr Gly Tyr Lys Thr
115 120

Arg Gly Gly Leu Thr Gly Asn Ile Thr
130 135

Thr ITe Ser Tyr Gin'Gln Pro Ser Tyr
145 150

Thr Ser His Lys Gly val Gly Trp Lys

Asn Met Gly His Asp His Thr Arg Gln
180 185

Arg Thr Lys Ser Glu Ile Phe Ser Leu
195 200

Ala Lys Asp Asn Phe Thr Pro Lys Asp
210 215

6lu Gly phe Asn Pro Glu Phe Leu Ala
225 230

Asp Lys Gly Lys ggg Gln phe val val

Glu pPhe Lys Ile Asp Trp Asn Arg His
260 265

Gly Glu Asn His val Asp Lys Lys Glu
275 280

Glu val Asp Trp Lys Thr His Asn val
290 295

Asp Asn Glu Lys Lys
305

<210> 21

<211> 966

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 21

50

Asn

90

Asn

Gly

Lys

Arg

val

170

Leu

Thr

Lys

val

Gly

Glu

Lys

val

GIn

Gly

Gly

Thr

155

Glu

The

Arg

Met

Met

235

TVyr

Phe

Lys

Phe

Asp

ASp

Asp

Ser

140

Leu

Ala

Asn

AsSn

Pro

220

ser

Lys

Trp

Leu

val
300

Asp

Glu

Phe

125

Asn

Leu

His

Asp

His

Arg

Gly

Ser

285

Lys

Ash

Ser

110

ser

Tyr

Asp

Leu

ser

190

Asn

Thr

Asp

ser

Tyr

270

Ala

val

Asn

95

Arg

ITe

Ser

Gln

Ile

175

Asp

Leu

val

Lys

Met

255

Trp

Leu

Leu

Asn

Glu

Ash

Glu

ser

160

Asn

Asn

Trp

Ser

Lys

240

Asp

Ser

Tyr

Asn



10

gcaaacaagg

gaaaagcgta
aacggcaagg
aacctgcaatr
aagcaaggta
agttggctga
acggaaattc
tttagttatt
aacagctact
aaaaacaata
gaaatcaaaa
gaaaacccgyg
tttaatccgg
gaagtgacct
cagccgatec
tggaaaaata
gaaggt

<210> 22

<211> 322
<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 22

Ala Asn
1

Ala G1n

Pre Gly

Lys

GIn

Pro

actcccagga

atgtcaacga
ttaccaaacg
ttgatttcat
gtatccattc
aatatccgtce
tggaccagcet
ccctgggcgy
cgaagagcat
accgteatgt
atcgcaacga
aactgtcatt
aatttctgac
atacgcgceaa
tggaacaaaa

agaccgttaa

35

ser
50

val

ASp Phe

65

Lys GlIn

Glu Thr

Glu

Ile

Gly

Asn

Tyr

Asp

Ser
85

Ala
100

Asp Ser
5
Glu
Asp
Asp
ASp
Ile

ser

ES 2546 105 T3

ccagaccaaa

taaagataaa
taccgtcagt
cgatgacceyg
caacctgaag
cgaataccat
gccgaaaaac
taaattcgac
crettacaac
tcactggtct
cgaatttctg
tgcgtcgaaa
ctacatcage
tcaggatatc
caaagatggc

ggttgtcgaa

Gln Asp

Lys Arg
Ile Gly

Glu
55

Lys

Pro Thr

70

His ser

Trp Leu

aaagaacacg

aataccccgg
gaatatgaca
acgtacgaca
tttgaaagcc
gtcgatttcc
aagatctcaa
agcaccaaag
cagcaaaact
gtggttgcta
ttctaccgta
tatcgttacc
aacgaaaagt
ctgaaaaaca
cagcgrttta
aaatattctg

Gln Thr Ly

val
25

Asn As

Asn Gl

Lys

Thr Asn I

Tyr Asp
Asn

Leu Ly

Lys Tyr

51

Lys

tcgataaagc

gcocggatga
aagaaaccaa
aaaatgtgcet
accgtaatga
aggtgcaacg
ccgcaaaagt
gcattggtcg
acgataccat
atgatctgaa
atacccgect
cggccctygr
ctaacgaaaa
agccgggeat
ttgtcgtgta

atcagaacaa

s Lys Glu

n Asp Lys
y Lys val

Gln
60

e Leu

Asn val

75

s Phe Glu

ser Gluy

acagcagaaa

cattggcaaa
tattctgcag
gctggttaaa
aaccaacgcg
caatccgaaa
ggattcgacg
caccagcage
cgcaagegge
gtatggtaac
gagtacggtc
tcgotcegge
gacgegtttc
tcactacggt
tgaagtggac

gccgtacaaa

His val

15

Asp

Thr
45

Lys

Asn Leu

Leu Leu

ser His

95

His
110

Tyr

ASp

ASN

Arg

GIn

val

Arg

val

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
966

Lys

Thr

Thr

Phe

Lys

Asn

Asp



Phe

Lys

Leu

145

Asn

Ile

Ala

phe

Leu

225

Phe

Lys

Asn

AsSp

Thr

305

Glu

GIn
Asn
130
Gly
Ser
Ala
Asn
Leu
210
ser
Asn

Thr

Lys

Gly

<210> 23
<211> 945
<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus

<400> 23

val

115

LysS

Gly

Tyr

Ser

Phe

Pro

Arg

Pro

275

Gln

Lys

GIn

Ile

Lys

Ser

Tyr

Ala

Glu

Phe

260

Gly

Arg

val

Arg

Ser

Phe

Lys

Lys

Lys

Arg

ser

Phe

245

Glu

Ile

Phe

val

Asn

Thr

Asn

TYr

Asn

LysS

230

Leu

val

His

Ile

Glu
310

ES 2546 105 T3

Pro

Ala

135

Ser

Ile

Asn

Gly

Thr

215

TYr

Thr

Thr

Tyr

val

295

Lys

LYyS

120

Lys

Thr

Ser

Ash

AsSn

200

Arg

Arg

Tyr

Tyr

Tyr

Thr

val

Lys

TYr

Arg

Glu

Leu

Tyr

ITe

Thr

265

GlIn

Tyr

ser

52

Glu

Asp

Gly

Asn

170

His

Ile

Ser

Pro

Ser

250

Arg

Pro

Glu

ASp

Ile

Ser

Ile

155

Gln

val

Lys

Thr

Ala

235

Asn

Asn

Ile

val

Gln
315

Leu

Thr

140

Gly

Gln

His

Ash

val

220

Leu

Glu

Gln

Leu

Asp

300

Asn

ASp

Phe

Arg

Asn

Trp

val

Lys

ASp

Glu

285

Trp

LYyS

Gln

ser

Thr

Tyr

Ser

190

Asn

u Asn

Arg

Ser

Leu

Tyr

Ser

Asp

Pro

ser

Asn

- 255

Ile

270

Gln

Lys

Pro

Leu

Asn

Asn

Tyr

Pro

Ser

Ser

160

Thr

val

Glu

Glu

Gly

Glu

Lys

Lys

Lys

Lys
320



gcaagctcgt
ggcgacacca

cagtctctge

aaagccaagg
agcacecctge
aactcaacca
tatacctacg
aacatcacga
accctgattyg
atcaataaca
aaatctgaaa
ccgaaaaaca
atgtcccatg
atggatgact
aaccacgttg
cacgacgtta
<210> 24

<211> 315
<212> PRT

atgcggaaat
agatgtacac
aatttaattt

gcaccatcgg
gttggceggg
atgtcacgga
gctataagac
aggaaaagaa
atcagccgac
tgggtcatga
trtrtagrct
agatgccggt
ataaaaacga
ttaaactgga
accagaaaga

aactgattaa

<213> Staphylococcus aureus

<400> 24

ES 2546 105 T3

caaaagcaag
¢cgtaccgey

cctgaccgaa

cagcggtcty
tagttattce
Trttgcaccg
gggcggtgat
ctactcggaa
cacgaataaa
tcacaccegt
gacccgcaat
gaccgtttce
caaaggtaag
ttggaataag
agaaaagctyg

gaccatcaac

atcaccaccg
accacgageyg

ccgaactacg

aaaattctga
gtttcaattc
aaaaaccaag
ttcagtatca
accatcagct
ggcgtcgegt
caactgacga
ggcaacctgt
gaaggcttita
tcacgtttca
catggcttect
tccgeectgt

gataaagaac

53

tctcagaaaa
atacggaaaa

dcaaagaaac

atccgaacgg

agaacgtcga

acgaatcgcg-

atcgeggcgy
accagcaacc
ggaaggtgga
acgactctga
gggcaaaaga
atccggaatt
tcgtecacta
ggggttactg
atgaagtgga

agaag

gaacctggat
gaaaattagce
ggtgtttatt

ctactggaac
tgacaacaat
tgaagtgaaa
tctgaccgygt
gtcttatcgt
agccecatage
tgaccgcgtg
taatttcacg
tetggetgtt
taaacgcteg
gagtggtgaa
ttggaaaacg

60
120
180

240
300
360

420

480
540
600
660
720
780
840
900
945



Ala

Lys

ser

Thr

Thi

65

Ser

Asp

GIn

Gly

Ser

Asn

Asp

Glu

50

Ile

Thr

Asp

Asp

Asp

Ser

Leu

Thr

35

Pro

Gly

Leu

ASn

Glu

115

Phe

Tyr
Asp
20

Glu
Asn
ser
Arg
Asn
100

ser

Ser

Ala

Gly

Lys

Tyr

Gly

Trp

85

AsSnh

Arg

Ile

Glu

ASp

LyS

ASp

Leu

70

Pro

Ser

Glu

Asn

ES 2546 105 T3

Ile

Thr

Ile

Lys

Lys

Gly

Thr

val

Arg

Lys Ser

Lys Met
25

Ser Gln
40

Glu Thr

Ile Leu

ser Tyr

Asn val
105

Lys Tyr
120

Gly Gly

54

LyS

10

Tyr

ser

val

ASn

Ser

90

Thr

Thr

Leu

Ile

Thr

Leu

Phe

Pro

75

val

Asp

Tyr

Thr

Thr
Arg
Gin
Ile
60

ASNn
Ser

Phe

Gly

Thr
Thr
Phe
45

Lys
Gly
Ile
Ala
55

Asn

val

Ala

30

Asn

Ala

Tyr

GlIn

Pro

110

Lys

Ile

Ser
15

Thr
Phe
LysS
Trp
Asn
95

Lys

Thr

Thr

Glu
Thr
Leu
Gly
Asn
80

val
Asn

Gly

LYS



10

Glu

145

Thr

Glu

Thr

Arg

Met

225

Met

Tyr

Phe

LyS

Leu
305

Lys

Leu

Ala

Asn

ASN

210

Pro

Ser

Lys

Trp

Leu

290

Ile

<210> 25
<211> 954
<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus

<400> 25

gactcacagg
gatagcacca
gtgaccaaac
tttaatttca
agtattcatt
aaatatccgt

ctggaccaac

acgctgggcg

Asn

Ile

His

Gly

val

His

Arg

Gly

ser

Lys

Tyr

Asp

ser

180

Ser

Asn

Thr

Asp

ser

260

Tyr

Ala

Thr

Ser

Gln

165

Ile

Asp

Leu

val

Lys

245

Met

Trp

Leu

Ile

accaaaacaa
agaaaggcaa
gtacggaaag
tcgatgacce
ccaacctgaa
cagaatacca
tgcegaaaaa

gtaaattcga

Glu

150

Pro

Asn

Asp

Trp

ser

230

Asn

Asp

ser

Tyr

Asn
310

aaaggaacac
aaacgttgcg
cgaatacgat
gacctacgat
gttcgaaagt
tgttgatterc
taagatcagt

ctccattaaa

ES 2546 105 T3

Thr

Thr

Asn

Arg

Ala

215

Glu

Asp

Asp

Gly

Glu

295

Asp

Ile

Thr

Met

val

200

Lys

Gly

Lys

Phe

Glu

280

val

Lys

ser

Asnh

Gly

Lys

Asp

Phe

Gly

Asp

Glu

55

Tyr
LYyS
His
ser
Asn
Asn
2%
Leu
His
Trp

Gln

gttgataagg
gccccggaty
gaaaagacca
aaagacgtcc
cacaaagaag
caggtcaagce
acggcaaaag

ggcatcggtc

GIn

155

Gly

Asp

Glu

Phe

Pro

235

Ser

Asp

val

Lys

Lys
315

cacagcagaa
acgtcggcaa
acatcctgcea
tgctggtgaa
aaaagaacag
gtaacccgaa
tggattcaac

gcaatagctc

GlIn

val

His

Ile

Thr

220

Glu

Arg

Trp

ASp

Thr
300

Pro

Ala

Thr

Phe

205

Pro

Phe

Phe

Asn

Gln

285

His

ser

Trp

Lys

L.eu

Ile

Asp

Tyr

Lys

175

Gln

Leu

Ash

Ala

val

255

His

Glu

val

agacaagcaa
aaacggcaaqg
gaacctggaa
aaagcaaggc
cacctggcty
aaccgaaatt
cttttcgtat

taacagctat

Leu

Thr

Lys

val

240

His

Gly

Glu

Lys

60
120
180
240
300
360
420
480



10

tctcagacca
aactggcatg
aatcgtaacg
gaatcatcgt
gaatttctga
tatacgcgta
ctggaaaaga

aagacggtga

<210> 26
<211> 318
<212> PRT

ES 2546 105 T3

tttcgtataa tcagcaaaac
tgcactggtec tgttattgcc
acgaatttct gttctaccgt
ttgcagctaa atatcgttac
cctatctgag caacgaaaag
accaagatat cctgaaaaat
acaaggttgg tcaccgettt

aggtggttga caaatactct

<213> Staphylococcus aureus

<400> 26

Asp Ser GIn

1

Lys Asp

ASp Asp

Tyr Asp

50

Asp
65

Asp
Ser Ile
Ser Thr
Lys Arg

ser
130

Ile

Phe

Gln

Lys

val

35

Glu

Pro

His

Trp

Asn

115

Thr

Asp

Thr

Asp GIn
5

Asn Lys

GIn Thr

20

Asp Ser

Gly Lys Asn Gly

Ile
55

Lys Thr Asn

Ther Tyr Asp

70

Lys

Asn Leu

85

ser Lys

Leu Pro

100

Lys Tyr

Pro Lys Thr Glu

Ala Lys val

ser Ile

Ile sar Asn

165

Lys

Lys

Asp

Phe

sSer

Ile

120

ser

Ile

Gln

tacgatacga
aacgatctoa
aacacccgca
ccggeactyg
tctaatgaaa
agcccgggcec
atcgtcacct

gatgaccagc

His
10

Glu

Lys Gly

val Thr

GIn Asn

val Leu

Glu Ser

90

Glu

. Tyr
105

Leu Asp
Thr Phe
Gly Arg

GTn Asn

170

56

tcgcegagegg
agtatggcgg
cgagtrccgt
tccgcagtygg
aaacgcagtt
tgcattacgc
atgaagtgga
cgttcecgega

val Asp

Lys Asn
Lys Arg

Glu
60

Leu

Leu val

75

His Lys

val

His

GIn Leu

Lys

val

Thr

45

Phe

Lys

Glu

Asp

Pro

Caaaaacaat
tgaagttaaa
tgataatccyg
ttttaatccg
tgaagtgacc
tccgeegatt
ttggaaaaat
aggt

GIn
15

Ala

Ala Ala

30

Glu Ser

Asn Phe

Lys GIn

Glu Lys

Phe GIn

110

Lys Asn

125

ser Tyr

140

Asn Ser

155

Tyr Asp

Thr

ser

Thr

Leu Gly

Asn

Ala
175

Ile

Gln

Pro

Glu

Ile

Gly

80

AsSn

val

Lys

Gly

Ser Ty

r
160

sSer

540
600
660
720
780
840
900
954



Gly

Leu

Tyr

Ala

225

Glu

Phe

Gly

Arg

val
305

LyS

Lys

Ar

21

Ala

Phe

Glu

Leu

Phe

290

val

<210> 27
<211> 927
<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus

<400> 27

Asn

Tyr

Asn

Lys

Leu

val

His

275

Ile

Asp

Asn

180

Gly

Thr

Tyr

Thr

Thr

260

Tyr

val

Lys

Asn

Gly

Arg

Arg

Tyr

245

Tyr

Ala

Thr

Tyr

Trp

Glu

The

Tyr

230

Leu

Thr

Pro

Tyr

ser
310

ES 2546 105 T3

His

val

Ser

215

Pro

sSer

Arg

Pro

Glu

295

ASp

val

Lys

200

ser

Ala

Asn

Asn

Ile

280

val

Asp

His

185

Asn

val

Leu

Glu

Gin

265

Leu

Asp

GIn_

57

Trp
Arg
ASp
val
%
Asp
Glu
Trp

Pro

ser

Asn

Asn

Ile

Lys

Lys

Phe
315

val

Asp

Pro

220

Ser

Asn

Leu

Asn

Asn

300

Arg

Ile Ala Asn

Glu

205

Glu

Gly

Glu

Lys

Lys

Glu

190

Phe

ser

Phe

Lys

Asn

270

val

Thr

Gly

Leu

ser

Asn

Thr

255

Ser

Gly

val

Asp

Phe

Phe

Pro

240

Gln

Pro

His

Lys



aaaatcaaat
tttacccgea
aacttcctga
atcggctctyg
ccgggtagtt
gattttgccc
acgggcggty
aattattctyg
gcgacgaata
gatcacaccc
ctgacgegta
gtcaccgtgt

gacaaaggca

gattggatgc
gaagaaaaac
aaagctctgyg
<210> 28

<211> 309
<212> PRT

cggaaatcac
cggcaacgac
ccgaaccgaa
gtctgaaaat
attcecgtgtce
cgadaaacca
atttctegat
aaaccatcag
agogcgrigg
gtcaactgac
acggtaatct
ccgaaggett

agagcaaatt

gccatggctt
tgtctgcact

atgacaaaga

<213> Staphylococcus aureus

<400> 28

ES 2546 105 T3

gcaagttagc
ctcggatagce
ctacgacaag
tctggacccy
aatccagaac
agacgaaacc
tagcceggge
ttaccagcaa
ttggaaagtc
gaacgattcc
gtgggcgaaa
taacccggaa

tgtggttcac

ctggggttac
gtatgaagtc

aaagaaa
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo con neutralizacion cruzada que neutraliza la toxina alfa (Hla) y al menos una de las toxinas de dos
componentes de Staphylococcus aureus, donde el anticuerpo comprende al menos un sitio de unién poliespecifico que
se une a la toxina alfa (Hla) y que se une a al menos una de las toxinas de dos componentes de Staphylococcus
aureus.

2. Anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha toxina de dos componentes se selecciona del grupo
que consiste en pares afines y no afines de componentes Ry L de hemolisinas gamma, toxinas PVL y toxinas de tipo
PVL, preferentemente cualquiera de HIgAB, HIgCB, LukSF, LUukED, LukGH, LukS-HIgB, LukSD, HIgA-LukD,
HIgA-LukF, LukG-HIgA, LUKEF, LukE-HIgB, HIgC-LukD o HIgC-LukF.

3. Anticuerpo de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o 2, en el que dicho sitio de union se une a al menos dos o al menos
tres toxinas de dos componentes, preferentemente a al menos dos o tres de cualquiera de HIgAB, HIgCB, LukSF y
LUkED, preferentemente HIgAB, HIgCB, LukSF y LUkED.

4. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que es un anticuerpo monoclonal de longitud
completa o un fragmento de anticuerpo del mismo que comprende al menos un dominio de anticuerpo que incorpora el
sitio de unién, preferentemente, que tiene una afinidad para unirse a cada una de las toxinas con una Kd menor de 10°®
M, preferentemente menor de 10°M.

5. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el anticuerpo comprende las seis
secuencias de CDR de un anticuerpo denominado #AB-24, comprendiendo dicho anticuerpo denominado #AB-24

(@) unacadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-LC cuya secuencia codificante esta incluida en la célula
hospedadora depositada con el nUmero de depésito DSM 26748; e

(b) una cadena pesada de anticuerpo denominada #AB-24-HC cuya secuencia codificante esta incluida en la
célula hospedadora depositada con el nimero de depdsito DSM 26747.

6. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el anticuerpo comprende

(a) una cadena ligera de anticuerpo producida por una célula hospedadora depositada con el nUmero de depdsito
DSM 26748; e

(b) una cadena pesada de anticuerpo producida por una célula hospedadora depositada con el nimero de
deposito DSM 26747,

7. Una célula hospedadora que comprende

(a) un casete de expresion que codifica una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-LC, estando dicha
secuencia codificante incluida en la célula hospedadora depositada con el nimero de depdsito DSM 26748; y

(b) un casete de expresion que codifica una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-HC, estando dicha
secuencia codificante incluida en la célula hospedadora depositada con el nimero de depésito DSM 26747.

8. Método para producir un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que una célula
hospedadora de acuerdo con la realizacion 7 se cultiva 0 se mantiene en condiciones para producir dicho anticuerpo.

9. Un método para identificar un anticuerpo protector candidato, que comprende:

(a) proporcionar una muestra que contiene un anticuerpo o célula productora de anticuerpos; y

(b) evaluar la competicién cruzada de un anticuerpo presente en o producido por la muestra, denominandose el
anticuerpo #AB-24, por la union a la toxina alfa y a al menos una toxina de dos componentes de Staphylococcus
aureus, donde la competicién cruzada identifica al anticuerpo como un anticuerpo protector candidato,
comprendiendo dicho anticuerpo denominado #AB-24

i) una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-LC, estando dicha secuencia codificante incluida en la
célula hospedadora depositada con el nimero de depdsito DSM 26748; y

ijuna cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-HC, estando dicha secuencia codificante incluida en la
célula hospedadora depositada con el nimero de deposito DSM 26747.

10. Un método para identificar un anticuerpo protector candidato, que comprende:
(a) proporcionar una muestra que contiene un anticuerpo o célula productora de anticuerpos; y
(b) evaluar la unién de un anticuerpo presente en o producido por la muestra a la toxina alfa y a al menos una toxina

de dos componentes de Staphylococcus aureus, donde una reaccidn positiva entre el anticuerpo y las toxinas
identifica al anticuerpo como un anticuerpo protector candidato.
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11. Un método para producir un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende

(a) proporcionar un anticuerpo protector candidato identificado de acuerdo con la definicion 19 o 20; y

(b) producir un anticuerpo monoclonal, o una forma humanizada o humana del anticuerpo protector candidato, o un
derivado del mismo que compite de forma cruzada con el anticuerpo denominado #AB-24 por la unién a la toxina
alfa y a al menos una toxina de dos componentes de Staphylococcus aureus, comprendiendo dicho anticuerpo
denominado #AB-24

i) una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-LC, estando dicha secuencia codificante incluida en la
célula hospedadora depositada con el nimero de depdsito DSM 26748; y

ijuna cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-HC, estando dicha secuencia codificante incluida en la
célula hospedadora depositada con el nimero de depdsito DSM 26747.

12. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para su uso en el tratamiento de un sujeto con
riesgo de padecer o que padece una infeccién por S. aureus, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz
del anticuerpo para limitar la infeccién en el sujeto, para mejorar un estado patolégico debido a dicha infeccién o para
inhibir la patogénesis de la neumonia por S. aureus.

13. Preparacion farmacéutica de un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que
comprende preferentemente una formulacién parenteral o para la administracion en la mucosa, que contiene
opcionalmente un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

14. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso diagnostico para detectar cualquier
infeccion por S. aureus, incluyendo infecciones por SARM (S. aureus resistente a meticilina) que producen un alto nivel
de toxinas, tales como neumonia necrotizante, y la produccién de toxinas en furunculosis y carbunculosis.

15. Preparacion de diagnoéstico de un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que contiene
opcionalmente el anticuerpo con un marcador y/o un reactivo de diagndstico adicional con un marcador.
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CUALQUIER REFERENCIA A LAS FIGURAS 6D, 7AY 7B
DEBE CONSIDERARSE INEXISTENTE
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9
SEC ID N°: 1 Secuencia de nucleétidos de Hla

GCCGACAGCGACATCAACATCAAAACGGGCACGACGGACATTGGCTCAAATACGACGGTGAAAAC
GGGCGATCTGGTTACCTATGACAAAGAAAACGGCATGCATAAAAAAGTGTTTTATAGTTTCATCGAT
GACAAAAACCACAACAAAAAACTGCTGGTCATTCGTACCAAAGGCACGATCGCAGGCCAGTATCGC
GTGTACAGCGAAGAAGGCGCTAATAAATCAGGTCTGGCATGGCCGTCGGCTTTTAAAGTTCAGCTG
CAACTGCCGGATAACGAAGTCGCGCAAATTAGCGACTATTACCCGCGTAACTCTATCGATACCAAA
GAATACATGTCTACCCTGACGTACGGCTTCAACGGTAATGTTACCGGCGATGACACGGGTAAAATT
GGCGGTCTGATCGGCGCCAACGTGAGCATTGGTCATACCCTGAAATATGTTCAGCCGGACTTTAAA
ACCATCCTGGAATCTCCGACGGATAAAAAAGTGGGCTGGAAAGTTATCTTCAACAACATGGTTAAG
CAGAACTGGGGTCCGTATGATCGTGACTCATGGAACCCGGTCTACGGCAATCAACTGTTTATGAAA
ACCCGCAACGGTTCGATGAAAGCGGCCGATAACTTCCTGGACCCGAATAAAGCGAGCTCTCTGOT
GAGTTCCGGCTTTAGTCCGGACTTCGCGACCGTGATTACGATGGATCGCAAAGCCTCCAAACAGCA
AACCAATATTGATGTCATCTATGAACGTGTGCGCGATGACTACCAGCTGCACTGGACCAGCACGAA
CTGGAAAGGTACCAATACGAAAGATAAATGGATTGACCGCTCCTCGGAACGCTACAAAATTGACTG
GGAAAAAGAAGAAATGACGAAC

SEC ID N°: 2 Secuencia de aminoacidos de Hla

ADSDINIKTGTTDIGSNTTVKTGDLVTYDKENGMHKKVFYSFIDDKNHNKKLLVIRTKGTIAGQYRVYSEE
GANKSGLAWPSAFKVQLQLPDNEVAQISDYYPRNSIDTKEYMSTLTYGFNGNVTGDDTGKIGGLIGANY
SIGHTLKYVQPDFKTILESPTDKKVGWKVIFNNMVNONWGPYDRDSWNPVYGNOLFMKTRNGSMKAA

DNFLDPNKASSLLSSGFSPDFATVITMDRKASKQQTNIDVIYERVRDDYQLHWTSTNWKGTNTKDKWID
RSSERYKIDWEKEEMTN

SEC ID N°: 3 Secuencia de nucleétidos de LukS

GACAACAACATTGAAAACATTGGTGATGGCGCAGAAGTGGTGAAACGCACGGAAGATACCTCAAGC
GATAAATGGGGTGTGACGCAGAACATTCAGTTCGATTTCGTCAAAGACAAAAAATACAACAAAGATG
CACTGATTCTGAAAATGCAAGGCTTTATCAACAGCAAAACCACGTACTACAACTACAAAAACACCGA
CCATATCAAAGCTATGCGTTGGCCGTTCCAGTACAATATCGGTCTGAAAACGAACGATCCGAATGTT
GACCTGATCAACTACCTGCCGAAAAACAAAATCGATTCAGTGAACGTTTCGCAAACCCTGGGCTAC
AATATCGGCGGTAACTTTAATAGTGGCCCGTCCACCGGCGGTAACGGTAGCTTCAACTACTCTAAA
ACGATCAGTTACAACCAGCAAAACTACATCTCTGAAGT CGAACGTCAGAACAGCAAATCTGTGCAAT
GGGGCATTAAAGCGAATTCCTTTATCACCTCACTGGGCAAAATGTCGGGTCATGATCCGAACCTGT
TTGTGGGTTATAAACCGTACAGCCAGAACCCGCGCGATTATTTCGTTCCGGACAATGAACTGCCGC
CGCTGGTCCATTCTGGCTTTAACCCGAGTTTCATTGCAACCGTGAGCCACGAAAAAGGCTCGGGTG
ATACCAGCGAATTTGAAATCACGTATGGTCGCAATATGGACGTTACCCATGCGACGCGTCGCACGA
CGCACTATGGCAACTCCTACCTGGAAGGTTCACGTATTCACAATGCCTTCGTTAACCGCAATTACAC
GGTGAAATACGAAGTCAACTGGAAAACGCACGAAATCAAAGTGAAAGGTCATAAC

SEC ID N°: 4 Secuencia de aminoacidos de LukS

DNNIENIGDGAEVVKRTEDTSSDKWGVTQNIQFDFVKDKKYNKDALILKMQGFINSKTTYYNYKNTDHIK
AMRWPFQYNIGLKTNDPNVDLINYLPKNKIDSVNVSQTLGYNIGGNFNSGPSTGGNGSFNYSKTISYNQ
QNYISEVERQNSKSVQWGIKANSFITSLGKMSGHDPNLFVGYKPYSQNPRDYFVPDNELPPLVHSGFN

PSFIATVSHEKGSGDTSEFEITYGRNMDVTHATRRTTHYGNSYLEGSRIHNAFVNRNYTVKYEVNWKTH
EIKVKGHN
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Fig. 9 (continuacién)
SEC ID N°: 5 Secuencia de nucleétidos de LukF

GCGCAGCACATCACGCCGGTCTCCGAAAAAAAAGTTGACGACAAAATCACCCTGTATAAAACGACG
GCCACGAGCGACTCTGACAAACTGAAAATTTCTCAGATCCTGACCTTCAACTTCATCAAAGATAAAA
GTTACGATAAAGACACGCTGATTCTGAAAGCGGCCGGTAACATCTATTCTGGCTACACCAAACCGA
ATCCGAAAGACACGATCAGCTCTCAATTCTACTGGGGTTCCAAATACAACATCTCAATCAACAGTGA
TTCCAACGACTCCGTCAATGTGGTTGATTATGCACCGAAAAACCAGAATGAAGAATTCCAAGTCCAG
CAAACCGTGGGCTATAGTTACGGCGGTGACATTAACATCTCGAATGGTCTGAGCGGCGGTGGCAA
CGGCTCAAAATCGTTCAGCGAAACGATCAACTACAAACAGGAATCTTACCGTACCAGTCTGGATAA
ACGCACGAATTTCAAGAAAATTGGTTGGGACGTTGAAGCGCATAAAATCATGAACAATGGTTGGGG
CCCGTATGGCCGTGATTCTTATCACAGTACCTACGGTAACGAAATGTTTCTGGGCTCCCGCCAGTC
AAACCTGAATGCCGGTCAAAATTTCCTGGAATACCATAAAATGCCGGTTCTGAGCCGTGGTAACTTT
AATCCGGAATTCATTGGCGTCCTGTCGCGCAAACAGAACGCAGCGAAAAAATCTAAAATCACCGTG
ACGTATCAGCGTGAAATGGATCGCTACACCAACTTTTGGAATCAACTGCATTGGATCGGCAACAAC
TACAAAGATGAAAACCGTGCCACCCACACGAGCATCTACGAAGTTGACTGGGAAAACCACACGGTG
AAACTGATTGATACCCAAAGTAAAGAAAAAAACCCGATGTCG

SEC ID N°: 6 Secuencia de aminoacidos de LukF

AQHITPVSEKKVDDKITLYKTTATSDSDKLKISQILTFNFIKDKSYDKDTLILKAAGNIYSGYTKPNPKDTISS
QFYWGSKYNISINSDSNDSVNVVDYAPKNQNEEFGVQQTVGYSYGGDINISNGLSGGGNGSKSFSETI
NYKQESYRTSLDKRTNFKKIGWDVEAHKIMNNGWGPYGRDSYHSTYGNEMFLGSRQSNLNAGQNFLE
YHKMPVLSRGNFNPEFIGVLSRKQNAAKKSKITVTYQREMDRYTNFWNQLHWIGNNYKDENRATHTSI
YEVDWENHTVKLIDTQSKEKNPMS

SEC ID N°: 7 Secuencia de nucleétidos de LukE

AATACGAATATCGAAAATATCGGCGACGGCGCAGAAGTTATCAAACGCACGGAAGATGTCAGCAGC
AAAAAATGGGGTGTTACGCAGAATGTTCAGTTCGATTTCGTCAAAGACAAAAAATACAACAAAGATG
CACTGATTGTGAAAATGCAAGGCTTTATCAATTCTCGTACCAGTTTCTCCGACGTTAAAGGCAGTGG
TTATGAACTGACGAAACGCATGATTTGGCCGTTTCAGTACAACATCGGTCTGACCACGAAAGATCC
GAACGTTTCCCTGATCAACTACCTGCCGAAAAACAAAATCGAAACCACGGACGTCGGCCAGACCCT
GGGTTACAACATTGGCGGTAATTTTCAAAGCGCTCCGTCTATCGGCGGTAACGGCTCATTCAATTA
CTCGAAAACCATTAGCTATACGCAGAAAAGTTACGTGTCCGAAGTTGATAAACAAAACTCAAAATCG
GTCAAATGGGGCGTGAAAGCGAACGAATTTGTCACCCCGGATGGTAAAAAATCTGCCCATGACCGT
TACCTGTTTGTGCAGTCGCCGAATGGTCCGACGGGTAGCGCACGTGAATACTTTGCCCCGGATAAT
CAGCTGCCGCCGCTGGTGCAATCTGGCTTTAACCCGAGTTTCATTACCACGCTGAGCCATGAAAAA
GGCAGCTCTGATACCTCCGAATTCGAAATTTCATATGGTCGTAATCTGGACATCACCTACGCAACG
CTGTTTCCGCGTACCGGTATCTATGCAGAACGCAAACACAACGCTTTTGTTAACCGCAATTTCGGTTG
TCCGCTACGAAGTGAACTGGAAAACCCATGAAATCAAAGTGAAAGGCCATAAC

SEC ID N°: 8 Secuencia de aminoacidos de LukE

NTNIENIGDGAEVIKRTEDVSSKKWGVTONVQFDFVKDKKYNKDALIVKMQGFINSRTSFSDVKGSGYE
LTKRMIWPFQYNIGLT TKDPNVSLINYLPKNKIETTDYGQTLGYNIGGNFQSAPSIGGNGSFNYSKTISYT
QKSYVSEVDKQNSKSVKWGYKANEFVTPDGKKSAHDRYLFVQSPNGPTGSAREYFAPDNQLPPLVQS
GFNPSFITTLSHEKGSSDTSEFEISYGRNLDITYATLFPRTGIYAERKHNAFVNRNFVVRYEVNWKTHEIK
VKGHN
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Fig. 9 (continuacién)
SEC ID N°: 9 Secuencia de nucleétidos de LukD

GCCCAACACATTACGCCGGTCTCGGAAAAAAAAGTGGATGACAAAATCACGCTGTATAAAACGACG
GCAACCTCAGATAACGACAAACTGAACATTAGTCAGATCCTGACCTTCAACTTCATCAAAGATAAAT
CCTACGATAAAGACACGCTGGTGCTGAAAGCGGCOCGGCAACATTAATTCAGGTTACAAAAAACCGA
ACCCGAAAGACTATAATTACTCGCAGTTTTATTGGGGCGGTAAATACAACGTCAGCGTGAGCTCTG
AATCTAACGATGCAGTCAATGTGGTTGACTATGCTCCGAAAAACCAGAATGAAGAATTTCAAGTGCA
GCAAACCCTGGGCTATAGCTACGGCGGTGATATTAACATCTCAAATGGCCTGTCGGGCGGTCTGAA
CGGTTCGAAAAGCTTCTCTGAAACCATCAACTACAAACAGGAAAGCTACCGTACCACGATTGATCG
CAAAACGAACCATAAATCTATCGGCTGGGGTGTTGAAGCGCACAAAATTATGAACAATGGCTGGGG
TCCGTATGGCCGTGATTCCTATGACCCGACCTACGGTAATGAACTGTTTCTGGGCGGTCGCCAGAG
TTCCTCAAACGCGGGCCAAAATTTCCTGCCGACGCATCAGATGCCGCTGCTGGCACGTGGTAACTT
TAATCCGGAATTCATCAGTGTGCTGTCCCACAAACAAAACGATACCAAAAAATCTAAAATCAAAGTT
ACGTATCAACGTGAAATGGACCGCTACACCAACCAGTGGAATCGCCTGCATTGGGTTGGTAACAAC
TACAAAAACCAGAACACCGTTACGTTCACCTCTACGTACGAAGTCGATTGGCAAAACCATACGGTC
AAACTGATTGGCACGGACAGCAAAGAAACGAACCCGGGCGTC

SEC ID N°: 10 Secuencia de aminoacidos de LukD

AQHITPVSEKKVDDKITLYKTTATSDNDKLNISQILTFNFIKDKSYDKDTLVLKAAGNINSGYKKPNPKDYN
YSQFYWGGKYNVSVSSESNDAVNVYDYAPKNQNEEFQVQQTLGYSYGGDINISNGLSGGLNGSKSFS
ETINYKQESYRTTIDRKTNHKSIGWGVEAHKIMNNGWGPYGRDSYDPTYGNELFLGGRQSSSNAGQNF

LPTHQMPLLARGNFNPEFISVLSHKQNDTKKSKIKVTYQREMDRYTNQWNRLHWVGNNYKNQNTVTFT
STYEVDWQNHTVKLIGTDSKETNPGV

SEC ID N°: 11 Secuencia de nucleétidos de HIgA

GAAAACAAAATCGAAGACATCGGCCAAGGTGCTGAAATCATCAAACGCACGCAAGACATCACGAGT
AAACGCCTGGCAATCACGCAGAATATTCAGTTCGATTTCGTGAAAGACAAAAAATACAACAAAGATG
CACTGGTGGTTAAAATGCAAGGCTTTATCAGCTCTCGTACCACGTACAGCGATCTGAAAAAATATCC
GTACATTAAACGCATGATCTGGCCGTTCCAGTACAACATCAGTCTGAAAACCAAAGATTCCAACGTG
GACCTGATTAATTACCTGCCGAAAAACAAAATCGATAGTGCGGACGTTTCCCAGAAACTGGGCTAT
AACATTGGCGGTAATTTTCAATCAGCCCCGTCGATCGGCGGTAGTGGTTCCTTCAATTACTCAAAAA
CCATCTCGTACAACCAGAAAAATTACGTTACGGAAGTCGAAAGCCAAAACTCTAAAGGCGTGAAAT
GGGGTGTTAAAGCGAATTCATTTGTCACCCCGAACGGCCAGGTGTCGGCGTATGATCAGTACCTGT
TTGCACAAGACCCGACGGGTCCGGCAGCACGTGATTATTTCGTTCCGGACAATCAGCTGCCGCCG
CTGATTCAAAGCGGCTTTAACCCGTCTTTCATCACCACGCTGTCCCATGAACGTGGCAAAGGTGAT
AAAAGCGAATTTGAAATTACCTATGGTCGCAACATGGATGCAACCTATGCTTACGTTACGCGTCATC
GCCTGGCAGTCGATCGTAAACACGACGCTTTCAAAAACCGCAATGTCACCGTGAAATACGAAGTCA
ACTGGAAAACGCACGAAGTCAAAATCAAATCAATCACCCCGAAA

SEC ID N°: 12 Secuencia de aminoacidos de HIgA
ENKIEDIGQGAEIIKRTQDITSKRLAITGNIQFDFYKDKKYNKDALVVKMQGFISSRTTYSDLKKYPYIKRMI
WPFQYNISLKTKDSNVDLINYLPKNKIDSADYSQKLGYNIGGNFQSAPSIGGSGSFNY3KTISYNQKNYV

TEVESQNSKGVKWGVKANSFVTPNGQVSAYDQYLFAQDPTGPAARDYFVPDNQLPPLIQSGFNPSFIT
TLSHERGKGDKSEFEITYGRNMDATYAYVTRHRLAVDRKHDAFKNRNVTVKYEVNWKTHEVKIKSITPK
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Fig. 9 (continuacién)

SEC ID N°: 13 Secuencia de nucleétidos de HIgC

GCAAACGACACGGAAGACATCGGCAAAGGTTCAGACATCGAAATCATCAAACGCACGGAAGACAA
AACGAGCAATAAATGGGGTGTGACCCAGAACATTCAATTCGATTTCGTGAAAGACAAAAAATACAAT
AAAGATGCGCTGATTCTGAAAATGCAGGGCTTTATCAGCTCTCGTACCACGTACTACAACTACAAGA
AAACCAACCATGTTAAAGCCATGCGCTGGCCGTTCCAATACAACATCGGTCTGAAAACGAATGACA
AATATGTCAGTCTGATTAACTACCTGCCGAAAAATAAAATCGAATCGACCAACGTGAGCCAGACGCET
GGGCTATAACATTGGCGGTAATTTTCAATCCGCACCGTCACTGGGCGGTAACGGTTCATTGCAATTA
CTCAAAATCGATCAGCTATACCCAGCAAAACTACGTGTCTGAAGTTGAACAGCAAAATTCTAAAAGT
GTCCTGTGGGGCGTGAAAGCGAATAGCTTTGCCACGGAATCTGGTCAGAAAAGTGCATTTGATTCC
GACCTGTTCGTGGGCTATAAACCGCATTCAAAAGATCCGCGTGACTACTTCGTGCCGGATTCGGAA
CTGCCGCCGCTGGTTCAGTCAGGTTTTAACCCGTCGTTCATTGCTACCGTTAGTCACGAAAAAGGC
AGTTCCGATACCTCCGAATTTGAAATTACGTATGGTCGTAATATGGACGTCACCCATGCAATCAAAC
GCAGCACGCACTATGGCAACTCTTACCTGGATGGTCATCGTGTTCACAATGCTTTTGTCAACCGCA
ATTATACGGTGAAATACGAAGTCAACTGGAAAACGCACGAAATCAAAGTCAAAGGTCAAAAC

SEC ID N°: 14 Secuencia de aminoacidos de HIgC

ANDTEDIGKGSDIEIKRTEDKTSNKWGVTQONIQFDFVKDKKYNKDALILKMQGFISSRTTYYNYKKTNHY
KAMRWPFQYNIGLKTNDKYVSLINYLPKNKIESTNVSQTLGYNIGGNFQSAPSLGGNGSFNYSKSISYTQ
QNYVSEVEQQNSKSVLWGVKANSFATESGQKSAFDSDLFVGYKPHSKDPRDYFVPDSELPPLVQSGF
NPSFIATVSHEKGSSDTSEFEITYGRNMDVTHAIKRSTHYGNSYLDGHRVHNAFVNRNYTVKYEVNWKT
HEIKVKGQN

SEC ID N°: 15 Secuencia de nucleétidos de HigB

GCGGAAGGCAAAATTACCCCGGTCTCGGTGAAAAAAGTTGACGACAAAGTGACGCTGTATAAAACG
ACGGCCACGGCTGATTCGGATAAATTTAAAATTAGGCAGATCCTGACCTTCAACTTCATCAAAGATA
AATCTTACGATAAAGACACCCTGGTGCTGAAAGCAACGGGCAACATCAATAGCGGTTTTGTTAAAC
CGAACCCGAATGATTACGACTTCTCAAAACTGTATTGGGGCGCAAAATACAATGTTTCGATTAGCTC
TCAGAGTAACGATTCCGTCAATGTGGTTGACTATGCTCCGAAAAACCAAAATGAAGAATTTCAGGTG
CAAAACACCCTGGGTTACACGTTCGGCGGTGATATTTCAATCTCGAATGGCCTGAGTGGCGGTCTG
AACGGTAATACCGCGTTTTCCGAAACGATTAACTATAAACAGGAAAGCTACCGTACCACGCTGTCTC
GCAACACCAATTATAAAAATGTCGGCTGGGGTGTGGAAGCCCATAAAATCATGAACAATGGCTGGG
GTCCGTATGGCCGTGACTCCTTTCACCCGACGTACGGCAACGAACTGTTCCTGGCAGGTCGCCAG
AGTTCCGCATATGCAGGTCAAAATTTTATTGCCCAGCATCAAATGCCGCTGCTGAGCCGTTCTAACT
TTAATCCGGAATTCCTGTCAGTCCTGTCGCACCGCCAGGATGGCGCGAAAAAATCTAAAATCACCG
TTACGTACCAGCGTGAAATGGACCTGTACCAAATCCGCTGGAACGGCTTCTATTGGGCAGGTGCTA
ACTACAAAAACTTCAAAACCCGTACGTTCAAATCTACCTATGAAATCGATTGGGAAAACCACAAAGT
CAAACTGCTGGACACGAAAGAAACGGAAAATAATAAA

SEC ID N°: 16 Secuencia de amino&cidos de HIgB

AEGKITPYSVKKVDDKVTLYKTTATADSDKFKISQILTFNFIKDKSYDKDTLVLKATGNINSGFVKPNPNDY
DFSKLYWGAKYNVSISSQSNDSVNVVDYAPKNQNEEFQVQNTLGYTFGGDISISNGLSGGLNGNTAFS
ETINYKQESYRTTLSRNTNYKNVGWGVEAHKIMNNGWGPYGRDSFHPTYGNELFLAGRQSSAYAGQN
FIAQHQMPLLSRSNFNPEFLSVLSHRQDGAKKSKITVTYQREMDLYQIRWNGFYWAGANYKNFKTRTF
KSTYEIDWENHKVKLLDTKETENNK
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Fig. 9 (continuacién)
SEC ID N°: 17 Secuencia de nucleétidos de LukH USA300

AACTCGGCTCATAAAGATAGTCAGGATUAAAATAAAAAAGAACACGTGGATAAATCACAACAGAAAG
ATAAACGCAATBTCACCAATAAAGATAAAAATAGCACCGBCACCGGATBACATTGGCAAAAACEATA
AAATCACCAAACGTACCBAAACRGTETATBATCAAAAAACGAATATTCTGCAGAAGCCTGCAATTTGA
TTTCATCGATGACCCGACCTACGACAAAAATETEGCTACTEETTAAAAAACAGGGECAGCAT ICATTCT
AACCTGAAATTCGAAAGTCACAAAGAAGAGALAAACTCCAACTGRCTRABATATCUGBTCAGAATACC
ATGTCGATTTCCAGGTGAAACGTAATCGCAAAACCGAAATTCTGGACCAACTGCCGAAAAACAAAAT
CAGTACCGCCAAAGTTBATAGTACGTTTTCCTATAGCTCTGGCGATAAATTCCACTCTACCAAAGGC
ATCGGTCATACGAGTTCCAACTCATACTCGAAAACCATCTCGTACAACCAGCAAAACTACGATACGA
TCGCAAGCGGCAAAAACAATAACTGBCATETTCACTEGBTCTGTCATTGCTAACGATCTBGAAATATGG
CGGATGAAGTTAAMAATCECAACGACCAACTGCTETT TTACCGTAATACCCACATCCCGACGGTCGA
AAACCCOGAACTETCATTCGCBTCGAAATATCOGTTACCCEACCCTAATGUGCTCCGATTTTAATCC
GGAATTCCTGACCTACCTGAGCAACGAAAAATCTAACGAAAAAACGCAGTTCGAAGTCACCTATAL
GCGTAATCAAGATATTCTGAAAAACCGTCCGEGGRCATTCACTACGCACCGCCGATUCTGGAGAAAAL
CAAAGATGGTCAGCGCCTGATCBGTEACCTATGAAGTTGACTGGAAAAACAAAACCATGAAAGTGGET
BOACAAATACTCGGACCACAATAAACCATACAAAGAAGS

SEC ID N°: 18 Secuencia de aminoacidos de LukH USA300

NSAHKDEQDQNKKEHVDKSQQKDKRNVTNKDKNS TAPDDIGKNGKITKRTETVYDEKTNILQNLQFDFI
DDPTYDKNVLLVKKQGEBIHSNLKFESHKEEKNSNWLKYPSEYHVDFQVKRNRKTEILDQLPKNKISTAKY
DSTF8YSSGAKFDSTKGIGRTSSNSYSKTISYNQQNYDTIASGKNNNWHVHWSVIANDLKYGGEVKNR
NDELLFYRNTRIATVENPELSFASKYRYPALVRSGFNPEFLTYLSNEKSNEKTQFEVTYTRNQDILKNRP
GIRYAPPILEKNKDGQRLIVTYEVDWKNKTVKVVOKYSDDNKPYKEG

SEC ID N°: 19 Secuencia de nucleétidos de LukG USA300

AAAATCAACAGCGAAATCAMOCAAGTCARCCGAAAAAAATCTGGATGGCGATACCAAAATGTACACE
CBCACGGBCAACCACGAGCGATTCGCAGAAAAACATCACCCAGAGCCTACAATTTAATTTCCTGACC
GAACCGAACTACGATAAAGAAAGCGGTRTTCATCAAAGCAAAAGGCACCATCAGCTCAGGTCTACAT
ATTCTRGACCCBAATGACTACTRGAACTCOACCCTACACTEBCCAAGTACCTATTCTATCAGTATT
CAGAATGTTGATGACAACAATAACACCAACBTTACGGATTTTGCTCCGAAAAATCAAGATCGAAAGCE
GTGAAGTCAAATATACCTACGGCTATAAAACGRGCGETEATTTCTCTATCAATCGCEGCERTCTGA
CCGOTAATATTACGAAAGAATCGAACTATAGEGBAAACCATCTCOCTACCAGCAACCGTCATATCRTAC
CCTGCTGGATCAGTCCACGTCACATAAAGGCGTTGETTEGAAAGTCGAAGCGCACCTEGATCAATAA
CATGGGBCCATGATCACACCCGTCAACTGACGAATGATAGCBACAACCECACGAAATCTGARATTTT
TAGTCTGACCCBCAATEGTAACCTGTOGGGCGAAAGATAACTTCACGCCCAAAGACAAAATECCGGBT
CACCOTATCCGAAGGLTTTAATCCGGAATTCCTEGCCETTATGTCTCATGATAAAAAAGACAAAGG
TAAAAGTCAGTTCGTGBTTCACTACAAACGTTCCATAGATGAATTCAAAATCGACTGEAACCGCCAT
BGCTTCTCERGTTACTRGAGCGGTGAAAACCACGTCBATAAAAAAGAAGAAAAACTETCTACACTS
TATGAAGTGGACTGGAAAACCCACAATGTCAAATTCETGAAAGT TCTEAATGATAATGAAAAAAAA

SEC ID N°: 20 Secuencia de aminoacidos de LukG USA300

KINSEIKQVSEKNLDGDTKMYTRTATTSDSQKNITQSLQFNFLTEPNYDKETVFIKAKGTIGSGLRILDPN
GYWNSTLRWPGEYSVSIQNVDDNNNTNVTOFAPKNQDESREVKY TYGYKTGGDFSINRGGLTGNITKE
SNYSETISYQQPSYRTLLDQSTSHKGVEWKVEAHLINNMGHDHTRQLTNDSDNRTKSEIFELTRNGNL
WAKDNFTPKDKMPVTVSEGFNPEFLAVMSHDKKDKGKS QFVVHYKRSMDEFKIDWNRHGFWGYWSGE
ENHVDKKEEKLSALYEVDWKTHNVKFVIVLNDNEKK

79



ES 2546 105 T3

Fig. 9 (continuacién)
SEC ID N°: 21 Secuencia de nucleétidos de LukH MRSA252

GCAAACAAGGACTCCCAGGACCAGACCAAAAAAGAACACGTCGATAAAGCACAGCAGAAAGAAAA
GCGTAATGTCAACGATAAAGATAAAAATACCCCGGGCCCGGATGACATTGGCAAAAACGGCAAGGT
TACCAAACGTACCGTCAGTGAATATGACAAAGAAACCAATATTCTGCAGAACCTGCAATTTGATTTC
ATCGATGACCCGACGTACGACAAAAATGTGCTGCTGGTTAAAAAGCAAGGTAGTATCCATTCCAAC
CTGAAGTTTGAAAGCCACCGTAATGAAACCAACGCGAGTTGGCTGAAATATCCGTCCGAATACCAT
GTCGATTTCCAGGTGCAACGCAATCCGAAAACGGAAATTCTGGACCAGCTGCCGAAAAACAAGATG
TCAACCGCAAAAGTGGATTCGACGTTTAGTTATTCCCTGGGCGGTAAATTCGACAGCACCAAAGGC
ATTGGTCGCACCAGCAGCAACAGCTACTCGAAGAGCATCTCTTACAACCAGCAAAACTACGATACC
ATCGCAAGCGGCAAAAACAATAACCGTCATGTTCACTGGTCTGTGGTTGCTAATGATCTGAAGTATG
GTAACGAAATCAAAAATCGCAACGACGAATTTCTGTTCTACCGTAATACCCGCCTGAGTACGGTCG
AAAACCCGGAACTGTCATTTGCGTCGAAATATCGTTACCCGGCCCTGGTTCGCTCCGGCTTTAATC
CGGAATTTCTGACCTACATCAGCAACGAAAAGTCTAACGAAAAGACGCGTTTCGAAGTGACCTATA
CGCGCAATCAGGATATCCTGAAAAACAAGCCGGGCATTCACTACGGTCAGCCGATCCTGGAACAAA
ACAAAGATGGCCAGCGTTTTATTGTCGTGTATGAAGTGGACTGGAAAAATAAGACCGTTAAGGTTGT
CGAAAAATATTCTGATCAGAACAAGCCGTACAAAGAAGGT

SEC ID N°; 22 Secuencia de aminoacidos de LukH MRSA252

ANKDSQDQTKKEHVDKAQQKEKRNVNDKDKNTPGPDDIGKNGKYTKRTVSEYDKETNILQONLQFDFID
DPTYDKNVLLVKKQGSIHSNLKFESHRNETNASWLKYPSEYHYDFQVQRNPKTEILDQLPKNKISTAKY
DSTFSYSLGGKFDSTKGIGRTSSNSYSKSISYNQQONYDTIASGKNNNRHVHWSVVANDLKYGNEIKNRN
DEFLFYRNTRLSTVENPELSFASKYRYPALVRSGFNPEFLTYISNEKSNEKTRFEVTYTRNQDILKNKPGI
HYGQPILEQNKDGQRFIVVYEVDWKNKTVKVVEKYSDQNKPYKEG

SEC ID N°: 23 Secuencia de aminoacidos de LukG MRSA252

GCAAGCTCGTATGCGGAAATCAAAAGCAAGATCACCACCGTCTCAGAAAAGAACCTGGATGGCGA
CACCAAGATGTACACCCGTACCGCGACCACGAGCGATACGGAAAAGAAAATTAGCCAGTCTCTGCA
ATTTAATTTCCTGACCGAACCGAACTACGACAAAGAAACGGTGTTTATTAAAGCCAAGGGCACCATC
GGCAGCGGTCTGAAAATTCTGAATCCGAACGGCTACTGGAACAGCACCCTGCGTTGGCCGGGTAG
TTATTCCGTTTCAATTCAGAACGTCGATGAGCAACAATAACTCAACCAATGTCACGGATTTTGCACCG
AAAAACCAAGACGAATCGCGTGAAGTGAAATATACCTACGGCTATAAGACGGGCGGTGATTTCAGT
ATCAATCGCGGCGGTCTGACCGGTAACATCACGAAGGAAAAGAACTACTCGGAAACCATCAGCTAC
CAGCAACCGTCTTATCGTACCCTGATTGATCAGCCGACCACGAATAAAGGCGTCGCGTGGAAGGT
GGAAGCCCATAGCATCAATAACATGGGTCATGATCACACCCGTCAACTGACGAACGACTCTGATGA
CCGCGTGAAATCTGAAATTTTTAGTCTGACCCGCAATGGCAACCTGTGGGCAAAAGATAATTTCAC
GCCGAAAAACAAGATGCCGGTGACCGTTTCCGAAGGCTTTAATCCGGAATTTCTGGCTGTTATGTC
CCATGATAAAAACGACAAAGGTAAGTCACGTTTCATCGTCCACTATAAACGCTCGATGGATGACTTT
AAACTGGATTGGAATAAGCATGGCTTCTGGGGTTACTGGAGTGGTGAAAACCACGTTGACCAGAAA
GAAGAAAAGCTGTCCGCCCTGTATGAAGTGGATTGGAAAACGCACGACGTTAAACTGATTAAGACC
ATCAACGATAAAGAACAGAAG

SEC ID N°: 24 Secuencia de aminoacidos de LukG MRSA252

ASSYAEIKSKITTVSEKNLDGDTKMYTRTATTSDTEKKISQSLQFNFLTEPNYDKETVFIKAKGTIGSGLKI
LNPNGYWNSTLRWPGSYSVSIQNVDDNNNSTNVTDFAPKNQDESREVKYTYGYKTGGDFSINRGGLT
GNITKEKNYSETISYQQPSYRTLIDQPT TNKGVAWKVEAHSINNMGHDHTRQLTNDSDDRVKSEIFSLTR
NGNLWAKDNFTPKNKMPYTVSEGFNPEFLAYMSHDKNDKGKSRFIVHYKRSMDDFKLDWNKHGFWG
YWSGENHVDQKEEKLSALYEVDWKTHDVKLIKTINDKEQK
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SEC ID N°; 25 Secuencia de nucleétidos de LukH MSHR

GACTCACAGGACCAAAACAAAAAGGAACACGTTGATAAGGCACAGCAGAAAGACAAGCAAGATAGC
ACCAAGAAAGGCAAAAACGTTGCGGCCCCGGATGACGTCGGCAAAAACGGCAAGGTGACCAAACG
TACGGAAAGCGAATACGATGAAAAGACCAACATCCTGCAGAACCTGGAATTTAATTTCATCGATGAG
CCGACCTACGATAAAGACGTCCTGCTGGTGAAAAAGCAAGGCAGTATTCATTCCAACCTGAAGTTC
GAAAGTCACAAAGAAGAAAAGAACAGCACCTGGCTGAAATATCCGTCAGAATACCATGTTGATTTCC
AGGTCAAGCGTAACCCGAAAACCGAAATTCTGGACCAACTGCCGAAAAATAAGATCAGTACGGCAA
AAGTGGATTCAACCTTTTCGTATACGCTGGGCGGTAAATTCGACTCCATTAAAGGCATCGGTCGCA
ATAGCTCTAACAGCTATTCTCAGACCATTTCGTATAATCAGCAAAACTACGATACGATCGCGAGCGG
CAAAAACAATAACTGGCATGTGCACTGGTCTGTTATTGCCAACGATCTGAAGTATGGCGGTGAAGT
TAAAAATCGTAACGACGAATTTCTGTTCTACCGTAACACCCGCACGAGTTCCGTTGATAATCCGGAA
TCATCGTTTGCAGCTAAATATCGTTACCCGGCACTGGTCCGCAGTGGTTTTAATCCGGAATTTCTGA
CCTATCTGAGCAACGAAAAGTCTAATGAAAAAACGCAGTTTGAAGTGACCTATACGCGTAACCAAGA
TATCCTGAAAAATAGCCCGGGCCTGCATTACGCTCCGCCGATTCTGGAAAAGAACAAGGTTGGTCA
CCGCTTTATCGTCACCTATGAAGTGGATTGGAAAAATAAGACGGTGAAGGTGGTTGACAAATACTCT
GATGACCAGCCGTTCCGCGAAGGT

SEC ID N°: 26 Secuencia de aminoacidos de LukH MSHR

DSQDAONKKEHVDKAQQKDKQDSTKKGKNVAAPDDVGKNGKVTKRTESEYDEKTNILQNLEFNFIDDPT
YDKDVLLVKKQGSIHSNLKFESHKEEKNSTWLKYPSEYHVDFQVKRNPKTEILDQLPKNKISTAKVDSTF
SYTLGGKFDSIKGIGRNSSNSYSQTISYNQONYDTIASGKNNNWHVHWSVIANDLKYGGEVKNRNDEFL
FYRNTRTSSVDNPESSFAAKYRYPALVRSGFNPEFLTYLSNEKSNEKTQFEVTYTRNQDILKNSPGLHY

APPILEKNKVGHRFIVTYEVDWKNKTVKVVDKYSDDQPFREG

SEC ID N°: 27 Secuencia de nucleétidos de LukG MSHR

AAAATCAAATCGGAAATCACGCAAGTTAGCGAACAGAATATCGACGGCAATACGAAGATGTTTACC
CGCACGGCAAGCGACCTCGGATAGCCAGAAAAAGATCAGCCAGTCTCTGCAATTTAACTTCCTGACC
GAACCGAACTACGACAAGGAAACGGTGTTCATCAAGGCAAAGGGCACCATCGGCTCTGGTCTGAA
AATTCTGGACCCGAACGGCTACTGGAATAGTACCCTGCGTTGGCCGGGTAGTTATTCCGTGTCAAT
CCAGAACGTTGATAACAATACCAATACGAAGGTTACGGATTTTGCCCCGAAAAACCAAGACGAAAC
CCGCGAAGTCAAGTATACCTACGGCTATAAAACGGGCGGTGATTTCTCGATTAGCCCGGGCGGTAT
TACCGGTAACATCACGAAAGAACGTAATTATTCTGAAACCATCAGTTACCAGCAACCGAGTTATCGG
ACCCTGATTGACCAGCCGGCGACGAATAAGGGCGTTGGTTGGAAAGTCGAAGCCCATCTGATCAA
CAATATGGGCCATGATCACACCCGTCAACTGACGAACGATTCCGACAATCGCGTGGGUTCAGAAAT
TTTTACCCTGACGCGTAACGGTAATCTGTGGGCGAAAGATAACTTCACGCCGAAAAATAAGATGCC
GGTCACCGTGTCCGAAGGCTTTAACCCGGAATTTCTGGCCGTTATGTCGCATGATAAAAAGGACAA
AGGCAAGAGCAAATTTGTGGTTCACTATAAACGTACGATGGATGACTTTAAAATCGATTGGATGCGC
CATGGCTTCTGGGGTTACTGGACCGGTAAAAATCACGTTGACCAGAAGGAAGAAAAACTGTCTGCA
CTGTATGAAGTCGATTGGAAAACCCACGACGTGAAGTTCATTAAAGCTCTGGATGACAAAGAAAAG
AAA

SEC ID N°: 28 Secuencia de aminoacidos de LUKG MSHR

KIKSEITQVSEQNIDGNTKMFTRTATTSDSQKKISQSLQFNFLTEPNYDKETVFIKAKGTIGSGLKILDPNG
YWNSTLRWPGSYSVSIQNVDNNTNTKVTDFAPKNQDETREVKYTYGYKTGGDFSISPGGITGNITKERN
YSETISYQQPSYRTLIDQPATNKGVGWKVEAHLINNMGHDHTRQLTNDSDNRVGSEIFTLTRNGNLWAK
DNFTPKNKMPVTVSEGFNPEFLAVMSHDKKDKGKSKFVVYHYKRTMDDFKIDWMRHGFWGYWTGKNH
VDQKEEKLSALYEVDWKTHDVKFIKALDDKEKK
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