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DESCRIPCIÓN 
 
Anticuerpo de reacción cruzada contra Staphylococcus aureus 
 
ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 5 
 
Staphylococcus aureus, un importante patógeno humano, expresa una multitud de toxinas de secreción (exotoxinas) 
que pueden destruir varios tipos celulares diferentes, entre los que se incluyen eritrocitos, granulocitos neutrófilos y 
otras células inmunitarias, así como células epiteliales del pulmón o la piel. Además, la mayoría de estas toxinas 
activan a algunas células inmunitarias y actúan como potentes señales proinflamatorias. 10 
 
Un miembro destacado de las citotoxinas de S. aureus es la hemolisina alfa (Hla), que ejerce una función citolítica 
sobre las células endoteliales y epiteliales de pulmón humanas, los linfocitos y los macrófagos. También puede lisar 
glóbulos rojos (GR) de conejo, pero es mucho menos tóxica para los GR humanos. La Hla se considera el factor de 
virulencia clave en la patogénesis de la neumonía por S. aureus y responsable de las lesiones tisulares debidas a la 15 
lisis de células epiteliales pulmonares y al reclutamiento de células inmunitarias en grandes cantidades. Las células 
fagocíticas reclutadas, principalmente los granulocitos neutrófilos, se convierten en dianas de otras citotoxinas 
producidas por S. aureus durante la enfermedad. Las toxinas más potentes son las citolisinas de dos componentes, o 
leucocidinas, formadas por un componente L (de elución lenta) y un componente R (de elución rápida). Los productos 
del gen de la hemolisina gamma (Hlg) - expresados de forma universal por todas las cepas de S. aureus - pueden 20 
formar dos toxinas: HlgAB y HlgCB (la subunidad B es el componente R), siendo ambas muy potentes en la 
destrucción de células inmunitarias humanas: PMN, linfocitos y macrófagos. 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 25 
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 está presente en la mayoría de los aislados clínicos de S. aureus (Shukla, J Clin Microbiol, 2010:3582). 30 
Inicialmente, su actividad solo se asoció con infecciones de la piel, pero al ser la menos caracterizada entre las toxinas 
de dos componentes, no puede excluirse su contribución a otros tipos de infecciones por S. aureus. Recientemente se 
ha notificado que LukED está implicada en infecciones del torrente sanguíneo en un modelo murino de infección por S. 
aureus (Alonzo, Mol Microbiol, 2012:423). Estos dos pares de genes comparten una homología significativa entre sí 
(identidad de aminoácidos del 68-82%), mientras que la leucocidina LukGH identificada recientemente (LukG es el 35 
componente R) tiene menor homología, 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, HlgA y HlgB, y ha revelado alguna homología 
estructural, a pesar del bajo nivel de homología de aminoácidos entre Hla y las subunidades de las toxinas de dos 40 
componentes que supone una identidad de aminoácidos 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 formación de poros dentro de la membrana celular y a la 
posterior citólisis. 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 heterooligómeros hexaméricos (Comai, Mol Microbiol, 2002:1251), heptaméricos 45 
y octaméricos (Yamashita, PNAS, 2011:17314), lo cual ha originado un debate dentro de la comunidad científica 
(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, HlgC-HlgB, HlgA-HlgB y LukH-LukG), sino también pares no afines, habiéndose notificado 50 
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 inactivación de un solo componente sea eficaz para combatir las 
infecciones por S. aureus. Esta idea se confirma por observaciones indicadas en la bibliografía en las que la 
neutralización de una sola toxina de dos componentes solo afectaba parcialmente al fenotipo (por ejemplo, Ventura, 55 
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 observó la mayor reducción en la gravedad de la 
enfermedad cuando se eliminaron múltiples toxinas, por ejemplo, en un modelo de infección de ratón usando una cepa 
knock-out de S. aureus en la que se había inactivado el sistema Agr de detección de quórum, un regulador global de la 60 
expresión de toxinas (Kobayashi, J Infect Dis, 2011:204). Por lo tanto, es de esperar que mezclas de anticuerpos que 
neutralicen más toxinas ofrezcan una ventaja significativa en relación con los mAb con respecto a las toxinas 
individuales. Sin embargo, es difícil crear mezclas de anticuerpos monoclonales (mAb) que comprenden más de tres 
componentes. 
 65 
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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 específicos para 
Hla, o la neutralización de PVL por anticuerpos anti-PVL in vitro. 
 
La probabilidad de encontrar anticuerpos sencillos que presentaran reacción cruzada entre la hemolisina alfa y 5 
cualquiera de las toxinas de dos componentes se consideró baja, basándose en la baja homología 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 reacción cruzada entre los componentes L y R, debido al mayor nivel de 
homología de secuencia, con la excepción de LukGH. Se ha descrito que el suero hiperinmunitario procedente de 
animales inmunizados con LukS puede reconocer HlgC, sin embargo, esto se debe a la presencia de diferentes 10 
especificidades en el suero policlonal. Laventie et al. (Laventie, PNAS, 2011:16404) describieron un anticuerpo 
neutralizador bi-específico contra LukS y HlgC. Sin embargo, este tipo de anticuerpo no puede formar una fuerte 
interacción debido a que los sitios de unión en el antígeno afín son individuales. La reactividad cruzada de estos mAb 
bi-específicos normalmente está imitada a dos especificidades, es decir, no ofrece la posibilidad de neutralización 
cruzada amplia. En resumen, hasta la fecha no se ha notificado ningún mAb de reacción cruzada contra diferentes 15 
toxinas de S. aureus de dos componentes o contra la hemolisina alfa y cualquiera de las toxinas de dos componentes. 
 
SUMARIO DE LA INVENCIÓN 
 
El objeto de la presente invención es proporcionar un anticuerpo dirigido contra las diferentes citotoxinas de S. aureus 20 
con mejor potencia de reacción cruzada y neutralización cruzada. 
 
El objeto se consigue con el contenido de la presente invención. 
 
De acuerdo con la invención, se proporciona un anticuerpo de neutralización cruzada que neutraliza la toxina alfa (Hla) 25 
y al menos una de las toxinas de dos componentes de Staphylococcus aureus, donde el anticuerpo comprende al 
menos un sitio de unión poliespecífico 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. 
 
Específicamente, la toxina de dos componentes se selecciona del grupo que consiste en pares afines y no afines de 30 
componentes R y L de las hemolisinas gamma (HlgABC), PVL (LukSF) y toxinas parecidas a PVL, preferentemente 
cualquiera de HlgAB, HlgCB, LukSF, LukED, LukGH, LukS-HlgB, LukSD, HlgA-LukD, HlgA-LukF, LukG-HlgA, LukEF, 
LukE-HlgB, HlgC-LukD o HlgC-LukF. 
 
Preferentemente, el sitio de unión se une a al menos dos o a al menos tres toxinas de dos componentes, 35 
preferentemente a al menos dos o tres de cualquiera de HlgAB, HlgCB, LukSF y LukED, preferentemente a todas las 
siguientes: HlgAB, HlgCB, LukSF y LukED. 
 
De acuerdo con una realización específica, el sitio de unión es un sitio de unión de CDR, preferentemente que 
comprende las secuencias de CDR de un sitio de unión de VH y/o VL. 40 
 
Específicamente, 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 unión, 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, 45 
preferentemente un anticuerpo IgG1 humano. 
 
El anticuerpo preferentemente tiene una afinidad para unirse a cada una de las toxinas con una Kd menor de 10-8 M, 
preferentemente menor de 10-9 M. 
 50 
De acuerdo con un aspecto específico, el anticuerpo presenta potencia de neutralización in vitro en un ensayo basado 
en células con un valor de CI50 en relación de mAb:toxina (mol/mol) menor de 50:1, preferentemente menor de 10:1, y 
más preferentemente menor de 1:1. 
 
De acuerdo con otro aspecto específico, el anticuerpo neutraliza las toxinas diana en animales, incluyendo tanto, 55 
animales no humanos como seres humanos, e inhibe la patogénesis de S. aureus in vivo, preferentemente cualquier 
modelo de neumonía, bacteremia o septicemia, peritonitis y osteomielitis. 
 
De acuerdo con un aspecto específico, el anticuerpo comprende las seis secuencias de CDR de un anticuerpo 
denominado #AB-24, comprendiendo dicho anticuerpo denominado #AB-24 60 
 

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

(b) una cadena pesada de anticuerpo denominada #AB-24-HC cuya secuencia codificante está incluida en la 
célula hospedadora depositada con el número de depósito DSM 26747. 65 
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De acuerdo con una realización específica, el anticuerpo se une al mismo epítopo que un anticuerpo denominado 
#AB-24. 
 
De acuerdo con otra realización específica, el anticuerpo comprende el mismo sitio de unión que un anticuerpo 
denominado #AB-24. 5 
 
De acuerdo con otra realización específica, el anticuerpo se une al mismo epítopo que un anticuerpo denominado 
#AB-24. 
 
Específicamente, el anticuerpo es o procede de un anticuerpo producido por una célula hospedadora depositada con 10 
el número de depósito DSM 26747 y/o DSM 26748, o una variante funcionalmente activa de la misma. 
 
Específicamente, el anticuerpo comprende 

 
(a) una cadena ligera de anticuerpo producida por una célula hospedadora depositada con el número de depósito 15 

DSM 26748; y/o 
(b) una cadena pesada de anticuerpo producida por una célula hospedadora depositada con el número de 

depósito DSM DSM 26747; 
(c) o una variante funcionalmente activa de (a) y/o (b). 

 20 
De acuerdo con otro aspecto, en el presente documento se proporciona un plásmido que comprende una secuencia de 
nucleótidos 

 
- que codifica una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-LC incluida en una célula hospedadora 

depositada con el número de depósito DSM 26748; y/o 25 
- que codifica una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-HC incluida en una célula hospedadora 

depositada con el número de depósito DSM 26747. 
 
De acuerdo con otro aspecto, en el presente documento se proporciona un casete de expresión que comprende una 
secuencia codificante para expresar un anticuerpo de acuerdo con la invención, procediendo dicho casete de 30 
expresión o secuencia codificante del plásmido. 
 
De acuerdo con otro aspecto, en el presente documento se proporciona un método para producir un anticuerpo de la 
invención, en el que una célula hospedadora se transforma con el plásmido o el casete de expresión. 
 35 
Se prefiere específicamente una célula hospedadora y un método de producción que emplea dicha célula 
hospedadora, comprendiendo dicha célula hospedadora 

 
- el plásmido o casete de expresión, que incorpora una secuencia codificante para expresar la cadena ligera de 

anticuerpo; y 40 
- el plásmido o casete de expresión, 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 
plásmido o el casete de expresión. 45 
 
Específicamente, la célula hospedadora de la invención comprende 

 
(a) un casete de expresión que codifica una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-LC, estando dicha 

secuencia codificante incluida en la célula hospedadora depositada con el número de depósito DSM 26748; y 50 
(b) un casete de expresión que codifica una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-HC, estando dicha 

secuencia codificante incluida en la célula hospedadora depositada con el número de depósito DSM 26747. 
 
Específicamente, la invención se refiere a una célula hospedadora, que está depositada con el número de depósito 
DSM 26747 o DSM 26748. Dicha célula hospedadora es una célula hospedadora E. coli transformada con un 55 
plásmido. Específicamente, la célula hospedadora depositada con el número de depósito DSM 26748 se ha 
transformado con un plásmido que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica la cadena ligera de 
anticuerpo denominada #AB-24-LC; y la célula hospedadora depositada con el número de depósito DSM 26747 se ha 
transformado con un plásmido que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica la cadena pesada de 
anticuerpo denominada #AB-24-HC. 60 
 
De acuerdo con otro aspecto, la invención proporciona un método para producir un anticuerpo de la invención, en el 
que la célula hospedadora de la invención se cultiva o se mantiene en condiciones adecuadas para producir dicho 
anticuerpo. 
 65 
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De acuerdo con otro aspecto, la invención 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 competición cruzada de un anticuerpo presente en o producido por la muestra, denominándose el 5 

anticuerpo #AB-24, por la unión a la toxina alfa y a al menos una toxina de dos componentes de Staphylococcus 
aureus, donde la competición cruzada identifica al anticuerpo como un anticuerpo protector candidato. 

 
De acuerdo con otro aspecto, la invención proporciona un método para identificar un anticuerpo protector candidato 
que comprende: 10 

 
(a) proporcionar una muestra que contiene un anticuerpo o célula productora de anticuerpos; y 
(b) evaluar la unión 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 reacción positiva entre el anticuerpo y las toxinas 
identifica al anticuerpo como un anticuerpo protector candidato. 15 

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

 
(a) proporcionar un anticuerpo protector candidato identificado de acuerdo con el método de identificación de la 20 

invención; 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 unión a la 
toxina alfa y a al menos una toxina de dos componentes de Staphylococcus aureus, comprendiendo dicho 
anticuerpo denominado #AB-24 25 
i) una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-LC, estando dicha secuencia codificante incluida en 

la célula hospedadora depositada con el número de depósito DSM 26748; y 
ii) una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-HC, estando dicha secuencia codificante incluida en 

la célula hospedadora depositada con el número de depósito DSM 26747. 
 30 
De acuerdo con otro aspecto, en el presente documento se proporciona un método para producir un anticuerpo de la 
invención, que comprende 

 
(a) inmunizar a un animal no humano con un epítopo reconocido por el anticuerpo denominado #AB-24; 
(b) formar líneas celulares inmortalizadas a partir de los linfocitos B aislados; 35 
(c) explorar las líneas celulares obtenidas en b) para identificar una línea celular que produce un anticuerpo 

monoclonal que se una al epítopo; y 
(d) producir el anticuerpo monoclonal, o una forma humanizada o humana del anticuerpo, o un derivado del mismo 

con la misma especificidad de unión a epítopo que el anticuerpo monoclonal. 
 40 
De acuerdo con otro aspecto, la invención proporciona un método para producir un anticuerpo de la invención, 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; 45 
(b) formar líneas celulares inmortalizadas a partir de los linfocitos B aislados; 
(c) explorar las líneas celulares para identificar una línea 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 unión a epítopo que el anticuerpo monoclonal. 50 
 
De acuerdo con otro aspecto, La invención proporciona un anticuerpo de la invención para uso médico, incluyendo el 
uso médico para seres humanos y el uso veterinario. Específicamente, el anticuerpo se proporciona para su uso en el 
tratamiento de un sujeto con riesgo de padecer o que padece una infección por S. aureus, que comprende administrar 
al sujeto una cantidad eficaz del anticuerpo para limitar la infección en el sujeto, para mejorar un estado patológico 55 
debido a dicha infección o para inhibir la patogénesis de la neumonía por S. aureus. 
 
Específicamente, el anticuerpo se proporciona para proteger frente a las infecciones por S. aureus. 
 
De acuerdo con un aspecto específico, además se proporciona un método de tratamiento, en el que se trata a un 60 
sujeto con riesgo de padecer o que padece una infección por S. aureus, comprendiendo dicho método administrar al 
sujeto una cantidad eficaz del anticuerpo para limitar la infección en el sujeto, para mejorar un estado patológico 
debido a dicha infección o para inhibir la patogénesis de la neumonía por S. aureus. 
 
Específicamente, el método de tratamiento se proporciona para proteger frente a S. aureus patogénico. 65 
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De acuerdo con una realización específica, el anticuerpo se administra en una formulación parenteral o para la 
administración en la mucosa. 
 
De acuerdo con otro aspecto, la invención proporciona una preparación farmacéutica de un anticuerpo de la invención, 
que comprende preferentemente una formulación parenteral o para la administración en la mucosa, que contiene 5 
opcionalmente un vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable. 
 
De acuerdo con otro aspecto, la invención proporciona un anticuerpo de la invención, para uso diagnóstico para 
detectar cualquier infección por S. aureus, incluyendo infecciones por SARM (S. aureus resistente a meticilina) que 
producen un alto nivel de toxinas, tales como neumonía necrotizante, y la producción de toxinas en furunculosis y 10 
carbunculosis. 
 
Específicamente, el anticuerpo se proporciona para su uso de acuerdo con la invención, en el que se determina una 
infección sistémica con S. aureus en un sujeto ex vivo poniendo en contacto una muestra de fluido corporal de dicho 
sujeto con el anticuerpo, determinándose la infección por una reacción inmunitaria específica del sujeto. 15 
 
De acuerdo con un aspecto específico, se proporciona además un método de diagnóstico de una infección por S. 
aureus en un sujeto, incluyendo infecciones por SARM (S. aureus resistente a meticilina) que producen un alto nivel de 
toxinas, tales como neumonía necrotizante, y la producción de toxinas en la furunculosis y carbunculosis. 
 20 
Específicamente, se proporciona el método de diagnóstico, en el que se determina una infección sistémica con S. 
aureus en un sujeto ex vivo poniendo en contacto una muestra de fluido corporal de dicho sujeto con el anticuerpo, 
determinándose la infección por una reacción inmunitaria específica del sujeto. 
 
De acuerdo con otro aspecto, la invención proporciona una preparación de diagnóstico de un anticuerpo de la 25 
invención, que contiene opcionalmente el anticuerpo con un marcador y/o un reactivo de diagnóstico adicional con un 
marcador. 
 
De acuerdo con otro aspecto, en el presente documento se proporciona un epítopo conformacional aislado reconocido 
por un anticuerpo denominado #AB-24. Dicho epítopo puede consistir en un solo epítopo o en una mezcla de epítopos 30 
que comprenden variantes del epítopo, reconocidos todos ellos por el anticuerpo denominado #AB-24. 
 
De acuerdo con otro aspecto, en el presente documento se proporciona un inmunógeno que comprende: 

 
(a) un epítopo de la divulgación; 35 
(b) opcionalmente otros epítopos no asociados de forma nativa con dicho epítopo de (a); y 
(c) un vehículo. 

 
Específicamente, el vehículo es un vehículo farmacéuticamente aceptable, que comprende preferentemente 
sustancias tampón y/o coadyuvantes. 40 
 
Preferentemente, el inmunógeno se proporciona en una formulación de vacuna, preferentemente para uso parenteral. 
 
Específicamente, el inmunógeno se proporciona para uso médico, específicamente para su uso en el tratamiento de 
un sujeto mediante la administración de una cantidad eficaz de dicho inmunógeno para proteger al sujeto de una 45 
infección por S. aureus, para prevenir un estado patológico debido a dicha infección o para inhibir la patogénesis de la 
neumonía por S. aureus. 
 
Específicamente, el inmunógeno se proporciona para inducir una respuesta inmunitaria protectora. 
 50 
De acuerdo con un aspecto específico, además se proporciona un método de tratamiento, en el que se trata a un 
sujeto con riesgo de padecer una infección por S. aureus, comprendiendo dicho método administrar al sujeto una 
cantidad eficaz del inmunógeno para prevenir la infección en el sujeto, en particular para proteger frente a S. aureus 
patogénico. 
 55 
De acuerdo con otro aspecto, en el presente documento se proporciona un ácido nucleico aislado que codifica un 
anticuerpo de la invención, o que codifica un epítopo de la divulgación. 
 
FIGURAS 

 60 
Figura 1: Figura esquemática que representa los componentes de toxinas producidas en formas recombinantes 
para la exploración de mAb. 
Figura 2: Determinación de la potencia de neutralización de Hla de anticuerpos monoclonales in vitro, tal como se 
describe en el Ejemplo 3. 
 A: usando glóbulos rojos de conejo B: usando células epiteliales de pulmón humanas (línea celular A549 (de 65 

la ATCC) 
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Figura 3: Afinidad (Kd) de mAb específicos de Hla vírgenes y de afinidad madurada con potencia neutralizadora, tal 
como se describe en el Ejemplo 3. 
Figura 4: Potencia de neutralización in vitro de mAb de Hla de afinidad madurada, incluyendo el mAb de Hla de 
neutralización cruzada #AB-24 (denominado #9028) como se describe en el Ejemplo 3. 
Figura 5: Afinidad (Kd) del mAb de Hla de neutralización cruzada amplia #AB-24 (denominado #9028) por 5 
componentes R de leucocidinas, tal como se describe en el Ejemplo 3. 
Figura 6: Potencia de neutralización in vitro del linaje #7667. Ensayo de neutralización de hemolisina alfa sobre 
células A549 (A), y neutralización de LukS-LukF (B), HlgC-HlgB (C), tal como se describe en el Ejemplo 4. Nota: 
#AB-24 se denomina en el presente documento #9028. 
Figura 7: Protección de ratones frente a la exposición a la toxina letal por tratamiento con anticuerpos 10 
monoclonales, tal como se describe en el Ejemplo 5. Nota: #AB-24 se denomina en el presente documento #9028. 
Exposición intranasal a Hla; exposición intravenosa a HlgAB. 
Figura 8: Competición 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 nucleótidos de Hla de la cepa USA300 TCH1516 (Genbank, número de referencia 15 
CP000730) 
SEC ID Nº: 2: Secuencia de aminoácidos de Hla de la cepa USA300 TCH1516 
SEC ID Nº: 3: Secuencia de nucleótidos de LukS de la cepa USA300 TCH1516 
SEC ID Nº: 4: Secuencia de aminoácidos de la cepa USA300 TCH1516 
SEC ID Nº: 5: Secuencia de nucleótidos de LukF de la cepa USA300 TCH1516 20 
SEC ID Nº: 6: Secuencia de aminoácidos de LukF de la cepa USA300 TCH1516 
SEC ID Nº: 7: Secuencia de nucleótidos de LukE de la cepa USA300 TCH1516 
SEC ID Nº: 8: Secuencia de aminoácidos de LukE de la cepa USA300 TCH1516 
SEC ID Nº: 9: Secuencia de nucleótidos de LukD de la cepa USA300 TCH1516 
SEC ID Nº: 10: Secuencia de aminoácidos de LukD de la cepa USA300 TCH1516 25 
SEC ID Nº: 11: Secuencia de nucleótidos de HlgA de la cepa USA300 TCH1516 
SEC ID Nº: 12: Secuencia de aminoácidos de HIgA de la cepa USA300 TCH1516 
SEC ID Nº: 13: Secuencia de nucleótidos de HlgC de la cepa USA300 TCH1516 
SEC ID Nº: 14: Secuencia de aminoácidos de HIgC de la cepa USA300 TCH1516 
SEC ID Nº: 15: Secuencia de nucleótidos de HlgB de la cepa USA300 TCH1516 30 
SEC ID Nº: 16: Secuencia de aminoácidos de HIgB de la cepa USA300 TCH1516 
SEC ID Nº: 17: Secuencia de nucleótidos de LukH de la cepa USA300 TCH1516 
SEC ID Nº: 18: Secuencia de aminoácidos de LukH de la cepa USA300 TCH1516 
SEC ID Nº: 19: Secuencia de nucleótidos de LukG de la cepa USA300 TCH1516 
SEC ID Nº: 20: Secuencia de aminoácidos de LukG de la cepa USA300 TCH1516 35 
SEC ID Nº: 21: Secuencia de nucleótidos de la cepa MRSA252 (Genbank, número de referencia BX571856) 
SEC ID Nº: 22: Secuencia de aminoácidos de LukH de la cepa MRSA252 SEC ID Nº: 23: Secuencia de nucleótidos 
de LukG de la cepa MRSA252 
SEC ID Nº: 24: Secuencia de aminoácidos LukG de la cepa MRSA252 
SEC ID Nº: 25: Secuencia de nucleótidos de la cepa MSHR1132 (Genbank, número de referencia FR821777) 40 
SEC ID Nº: 26: Secuencia de aminoácidos de LukH de la cepa MSHR1132 
SEC ID Nº: 27: Secuencia de nucleótidos de LukG de la cepa MSHR1132 
SEC ID Nº: 28: Secuencia de aminoácidos LukG de la cepa MSHR1132 

 
DESCRIPCIÓN DETALLADA 45 
 
El término "anticuerpo", como se usa en el presente documento, hará referencia a polipéptidos o proteínas 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 50 
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 derivatización, por ejemplo, para 
modificar las propiedades de unión a antígeno o cualquier otra propiedad, tal como la estabilidad o las propiedades 
funcionales, tales como la unión a los receptores de Fc FcRn y/o el receptor Fcgamma. 
 55 
El anticuerpo, como se usa en el presente documento, tiene un sitio de unión específico para unirse a uno o más 
antígenos o uno o más epítopos de dichos antígenos, que comprende específicamente un sitio de unión de CDR de un 
solo dominio de anticuerpo variable, tal como VH, VL o VHH, o un sitio de unión 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)2, scFv, Fv, o un anticuerpo de longitud completa. 60 
 
El término "anticuerpo", como se usa en el presente documento, hará 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 unión o región de 
bisagra, incluyendo pares de dominios de anticuerpo variables, tales como un par VL/VH, un anticuerpo que 65 
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)2, scFv, Fd, Fv, o un anticuerpo de longitud completa, por ejemplo, de un tipo IgG 
(por ejemplo, un subtipo IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4), IgA1, IgA2, IgD, IgE, o anticuerpo IgM. La expresión "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 monómero de anticuerpo natural. Esta 
frase se usa en el presente documento para subrayar que una molécula de anticuerpo particular no es un fragmento de 5 
anticuerpo. 
 
El término "anticuerpo" incluirá específicamente anticuerpos en forma aislada, que carecen sustancialmente de otros 
anticuerpos dirigidos contra diferentes antígenos diana o que comprenden una disposición estructural diferente de 
dominios de anticuerpo. Además, un anticuerpo aislado puede estar incluido en una preparación de combinación, que 10 
contiene una combinación 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 aplicará a anticuerpos de origen animal, incluyendo seres humanos, tales como mamíferos, 
incluyendo seres humanos, ratones, conejos, cabras, llamas, vacas y caballos, o aves de corral, tales como gallinas. 15 
 
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 20 
cada una de las secuencias de aminoácidos de las cadenas pesada y ligera es homóloga a las secuencias 
correspondientes de anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase particular, mientras 
que el segmento restante de la cadena es homólogo a secuencias correspondientes de otra especie o clase. 
Típicamente, la región variable tanto de la cadena ligera como de la cadena pesada imita a las regiones variables de 
anticuerpos derivados de una especie de mamífero, mientras que las partes constantes son homólogas a secuencias 25 
de anticuerpos derivadas de otra. Por ejemplo, la región variable puede proceder de fuentes actualmente conocidas 
usando linfocitos B fácilmente adquiribles o hibridomas de organismos hospedadores no humanos en combinación con 
regiones constantes procedentes de, por ejemplo, preparaciones de células humanas. 
 
El término "anticuerpo" se aplica también a anticuerpos humanizados. 30 
 
El término "humanizado", como se usa con respecto a un anticuerpo, se refiere a una molécula que tiene un sitio de 
unión a antígenos que procede sustancialmente de una inmunoglobulina de una especie no humana, donde la 
estructura de inmunoglobulina restante de la molécula está basada en la estructura y/o secuencia de una 
inmunoglobulina humana. El sitio de unión a antígeno puede comprender dominios variables completos fusionados 35 
sobre dominios constantes o solo las regiones determinantes de complementariedad (CDR) injertadas sobre regiones 
marco conservadas en los dominios variables. Los sitios de unión a antígeno pueden ser de tipo silvestre o 
modificados, por ejemplo, por una o más sustituciones de aminoácidos, preferentemente modificados para parecerse 
más a inmunoglobulinas humanas. Algunas formas de anticuerpos humanizados conservan todas las secuencias de 
CDR (por ejemplo, un anticuerpo de ratón humanizado que contiene las seis CDR del anticuerpo de ratón). Otras 40 
formas tienen una o más CDR que están 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 45 
regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de línea germinal humana. El anticuerpo 
humano de la invención puede incluir restos de aminoácidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de 
línea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas mediante mutagénesis aleatoria o específica del 
emplazamiento in vitro o mediante mutación somática 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 50 
más inmunoglobulinas humanas. 
 
El término se aplica específicamente a anticuerpos de cualquier clase o subclase. Dependiendo de la secuencia de 
aminoácidos del dominio constante de sus cadenas pesadas, los anticuerpos pueden asignarse a las clases 
principales de anticuerpos IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM, y varias de estas clases se puede subdividir en subclases 55 
(isotipos), por ejemplo, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA e IgA2. 
 
El término se aplica además a anticuerpos monoclonales o policlonales, específicamente un anticuerpo recombinante, 
incluyendo dicho término todos los anticuerpos y estructuras de anticuerpo que se preparan, expresan, crean o aíslan 
por medios recombinantes, tales como anticuerpos procedentes de animales, por ejemplo, mamíferos incluyendo 60 
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 65 
ADN. 

E13728122
25-08-2015ES 2 546 105 T3

 



9 

 
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 combinación de uno o más dominios de 
anticuerpo o anticuerpos y/o una proteína de fusión, en la que cualquier dominio del anticuerpo puede fusionarse a 
cualquier posición de una o más proteínas distintas, tales como otros anticuerpos, por ejemplo, una estructura de unión 5 
que comprende bucles de CDR, un polipéptido receptor, pero también ligandos, proteínas armazón, enzimas, toxinas y 
similares. Un derivado del anticuerpo puede obtenerse por asociación o unión a otras sustancias por diversas técnicas 
químicas tales como acoplamiento covalente, interacción electrostática, formación de enlaces disulfuro etc. Las otras 
sustancias unidas al anticuerpo pueden ser lípidos, hidratos de carbono, ácidos nucleicos, moléculas orgánicas e 
inorgánicas, o cualquier combinación de las mismas (p. ej., PEG, profármacos o fármacos). En una realización 10 
específica, el anticuerpo es un derivado que comprende un indicador adicional que permite la interacción específica 
con un compuesto biológicamente aceptable. No hay una limitación específica con respecto al indicador que puede 
usarse en la presente invención, siempre que no haya ningún impacto negativo o haya un impacto tolerable sobre la 
unión 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 15 
realización específica, 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 composición detectable que se conjuga directa o 
indirectamente con el anticuerpo para generar un anticuerpo "marcado". El marcador puede ser detectable por sí 
mismo, por ejemplo, marcadores de radioisótopos o marcadores fluorescentes, o, en el caso de un marcador 
enzimático, pueden catalizar la alteración química del compuesto o composición de sustrato que es detectable. 20 
 
Los derivados preferidos descritos en el presente documento son funcionalmente activos con respecto a la unión del 
antígeno, preferentemente son los que tienen potencia para neutralizar S. aureus y/o los que son anticuerpos 
protectores. 
 25 
Debe entenderse que el término "anticuerpo" también se refiere a variantes de un anticuerpo. 
 
El término "variante" hará 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 aminoácidos específica de un anticuerpo o modificar químicamente una secuencia de 30 
aminoácidos, por ejemplo, en los dominios constantes para mejorar mediante ingeniería genética la estabilidad, 
función efectora o semivida del anticuerpo, o en los dominios variables para mejorar las propiedades de unión al 
antígeno, por ejemplo, por técnicas de maduración 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 aleatorización. En algunos casos, las posiciones se eligen de forma aleatoria, por ejemplo, 35 
con cualquiera de los aminoácidos posibles o una selección de aminoácidos preferidos para aleatorizar las secuencias 
de anticuerpos. El término "mutagénesis" se refiere a cualquier técnica reconocida en este campo para alterar una 
secuencia polinucleotídica o polipeptídica. Los tipos preferidos de mutagénesis incluyen mutagénesis de PCR 
propensa a errores, mutagénesis de saturación, u otras mutagénesis dirigidas. 
 40 
El término "variante" incluirá específicamente variantes funcionalmente activas. 
 
La expresión "variante funcionalmente activa" de un anticuerpo, como se usa en el presente documento, significa una 
secuencia resultante de la modificación de esta secuencia (un anticuerpo parental o una secuencia parental) por 
inserción, deleción o sustitución de uno o más aminoácidos, o la derivatización química de uno o más restos de 45 
aminoácidos en la secuencia de aminoácidos, o nucleótidos dentro de la secuencia de nucleótidos, o en uno o los dos 
extremos distales de la secuencia, sin que dicha modificación afecte (en particular, perjudique) a la actividad de esta 
secuencia. En el caso de un sitio de unión que tiene especificidad por un antígeno diana seleccionado, la variante 
funcionalmente activa de un anticuerpo tendría la especificidad de unión predeterminada, aunque esto podría 
cambiarse, por ejemplo, para cambiar la especificidad fina por un epítopo específico, la afinidad, la avidez, el valor de 50 
Kon o Koff, etc. Específicamente, las variantes funcionalmente activas de la invención tienen el sitio de unión 
poliespecífico 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 55 
parental, por ejemplo, un anticuerpo que comprende el mismo sitio de unión que el anticuerpo denominado #AB-24, 
pero con modificaciones dentro de una región de anticuerpo aparte del sitio de unión, u obtenerse a partir de un 
anticuerpo parental, que es el anticuerpo #AB-24, por una modificación que no perjudique a la unión del antígeno, y 
preferentemente debe tener una actividad biológica similar a la del anticuerpo parental, incluyendo la capacidad de 
unirse a toxinas de S. aureus y/o neutralizar S. aureus con una potencia específica, por ejemplo, con sustancialmente 60 
la misma actividad biológica, lo cual se determina por un ensayo funcional o un ensayo de unión específica al S. aureus 
diana o a toxinas de S. aureus. La expresión "sustancialmente la misma actividad biológica", 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 65 
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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 realización preferida, la variante funcionalmente activa de un anticuerpo parental 

a) es un fragmento biológicamente activo del anticuerpo, comprendiendo el fragmento al menos el 50% de la 5 
secuencia de la molécula, preferentemente al menos un 70%, de forma más preferente al menos un 80%, aún más 
preferentemente al menos un 90%, incluso más preferentemente al menos un 95% y aún más preferentemente al 
menos un 97%, 98% o 99%; 
b) se obtiene a partir del anticuerpo mediante al menos una sustitución, adición y/o deleción de aminoácido, donde 
la variante funcionalmente activa tiene una identidad de secuencia con la molécula o parte de ella, tal como un 10 
anticuerpo con una identidad de secuencia de al menos un 50%, preferentemente al menos un 60%, de forma más 
preferente al menos un 70%, de forma más preferente al menos un 80%, aún más preferentemente al menos un 
90%, incluso más preferentemente al menos un 95% y aún más preferentemente al menos un 97%, 98% o 99%; 
y/o 
c) consiste en el anticuerpo o una variante funcionalmente activa del mismo y además al menos un aminoácido 15 
o nucleótido heterólogo al polipéptido o a la secuencia de nucleótidos. 

 
En una realización preferida de la invención, la variante funcionalmente activa del anticuerpo de acuerdo con la 
invención es esencialmente idéntica a la variante descrita anteriormente, pero difiere de su polipéptido o la secuencia 
de nucleótidos, respectivamente, ya que procede de una secuencia homóloga de una especie diferente. Estas se 20 
denominan análogos o variantes naturales. 
 
La expresión "variante funcionalmente activa" también incluye variantes alélicas naturales, así 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 sustitución, eliminación o adición de uno o más aminoácidos que no 25 
alteran esencialmente la función biológica del polipéptido. 
 
Las variantes funcionalmente activas pueden obtenerse por alteraciones de secuencias en el polipéptido o la 
secuencia de nucleótidos, por ejemplo, por una o más mutaciones puntuales, donde las alteraciones de la secuencia 
mantienen una función del polipéptido o la secuencia de nucleótidos no alterada, cuando se usan en la combinación de 30 
la invención. Dichas alteraciones de secuencias pueden incluir, pero sin limitación, sustituciones (conservativas), 
adiciones, eliminaciones, mutaciones e inserciones. 
 
Son variantes funcionalmente activas específicas variantes de CDR. Una variante de CDR incluye una secuencia de 
aminoácidos modificada por al menos un aminoácido en la región de CDR, donde dicha modificación puede ser una 35 
alteración química o una alteración parcial de la secuencia de aminoácidos, permitiendo dicha modificación que la 
variante conserve las características biológicas de la secuencia no modificada. Una alteración parcial de la secuencia 
de aminoácidos de CDR puede ser por deleción o sustitución de uno a varios aminoácidos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o 5 
aminoácidos, o por adición o inserción de uno a varios aminoácidos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o 5 aminoácidos, o por 
derivatización química de uno a varios aminoácidos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o 5 aminoácidos, o una combinación de las 40 
mismas. Las sustituciones en los restos de aminoácidos pueden ser sustituciones conservativas, por ejemplo, la 
sustitución de un aminoácido hidrófobo por un aminoácido hidrófobo alternativo. 
 
Las sustituciones conservativas son las que tienen lugar dentro de una familia de aminoácidos que están relacionados 
en sus cadenas laterales y propiedades químicas. Son ejemplos de dichas familias aminoácidos con cadenas laterales 45 
básicas, con cadenas laterales ácidas, con cadenas laterales alifáticas no polares, con cadenas laterales aromáticas 
no polares, con cadenas laterales polares no cargadas, con cadenas laterales pequeñas, con cadenas laterales largas 
etc. 
 
Una mutación puntual se entiende particularmente como la obtención por ingeniería genética de un polinucleótido que 50 
se obtiene como resultado de la expresión de una secuencia de aminoácidos que difiere de la secuencia de 
aminoácidos no modificada por ingeniería genética en la sustitución o cambio, deleción o inserción de uno o más 
aminoácidos individuales (no consecutivos) o parejas de aminoácidos por aminoácidos diferentes. 
 
Las mutaciones puntuales preferidas se refieren al intercambio de aminoácidos de la misma polaridad y/o carga. En 55 
este sentido, los aminoácidos se refieren a los veinte aminoácidos naturales codificados por sesenta y cuatro codones 
de tripletes. Estos 20 aminoácidos se pueden dividir en los que tienen cargas neutras, cargas positivas, y cargas 
negativas: 
 
Los aminoácidos "neutros" se muestran más adelante junto con su código respectivo de tres letras y de una sola letra 60 
y polaridad: 
 

Alanina: (Ala, A) no polar, neutra; 
Asparagina: (Asn, N) polar, neutra; 
Cisteína: (Cys, C) no polar, neutra; 65 
Glutamina: (Gln, Q) polar, neutra; 

E13728122
25-08-2015ES 2 546 105 T3

 



11 

Glicina: (Gly, G) no polar, neutra; 
Isoleucina: (Ile, I) no polar, neutra; 
Leucina: (Leu, L) no polar, neutra; 
Metionina: (Met, M) no polar, neutra; 
Fenilalanina: (Phe, F) no polar, neutra; 5 
Prolina: (Pro, P) no polar, neutra; 
Serina: (Ser, S) polar, neutra; 
Treonina: (Thr, T) polar, neutra; 
Triptófano: (Trp, W) no polar, neutro; 
Tirosina (Tyr, Y) polar, neutra; 10 
Valina: (Val, V) no polar, neutra; e 
Histidina: (His, H) polar, positiva (10%) neutra (90%). 

 
Los aminoácidos cargados "positivamente" son: 

Arginina: (Arg, R) polar, positiva; y 15 
Lisina: (Lys, K) polar, positiva 

 
Los aminoácidos cargados "negativamente" son: 

Ácido aspártico: (Asp, D) polar, negativo; y 
Ácido glutámico: Glu, E) polar, negativo. 20 

 
El "porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoácidos" con respecto a las secuencias de anticuerpos y 
homólogos descritos en el presente documento se define como el porcentaje de restos de aminoácidos en una 
secuencia candidata que son idénticos a los restos de aminoácidos de la secuencia polipeptídica específica, después 
de alinear las secuencias e introducir los espacios en blanco, en caso necesario, para lograr el máximo porcentaje de 25 
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 parámetros apropiados para medir el alineamiento, 
incluyendo cualquier algoritmo necesario para lograr un alineamiento máximo a lo largo de la longitud completa de las 
secuencias que se estén comparando. 
 30 
Específicamente se entiende que una variante de anticuerpo incluye homólogos, análogos, fragmentos, 
modificaciones o variantes con un patrón de glicosilación especifico, por ejemplo, producidos por glicoingeniería, que 
son funcionales y pueden servir como equivalentes funcionales, por ejemplo, que se unen a las dianas específicas y 
con propiedades funcionales. Las variantes preferidas descritas en el presente documento son funcionalmente activas 
con respecto a la unión al antígeno, preferentemente son las que tienen potencia para neutralizar S. aureus y/o las que 35 
son anticuerpos protectores. 
 
Un anticuerpo de la presente invención puede presentar o no función efectora de Fc. Aunque el modo de acción 
principalmente está mediado por la neutralización de anticuerpos sin funciones efectoras de Fc, Fc puede reclutar el 
complemento y ayudar a la eliminación del antígeno diana, tal como una toxina, de la circulación por medio de la 40 
formación de complejos inmunitarios. 
 
Ciertos anticuerpos específicos pueden carecer de un resto de Fc activo, por lo tanto, están compuestos de dominios 
de anticuerpo que no contienen una parte Fc de un anticuerpos o que no contienen un sitio de unión al receptor 
Fcgamma, o comprenden dominios de anticuerpo que carecen de función efectora de Fc, por ejemplo, por 45 
modificaciones para reducir las funciones efectoras de Fc, en particular, para anular o reducir la actividad ADCC y/o 
CDC. Pueden obtenerse por ingeniería 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 unión del receptor 50 
Fcgamma o por derivados o agentes para interferir con la actividad ADCC y/o CDC de un formato de anticuerpo, para 
conseguir la reducción o aumento de la función efectora de Fc. 
 
Típicamente se entiende que una reducción significativa de la función efectora de Fc se refiere a una función efectora 
de Fc menor del 10% del formato no modificado (de tipo silvestre), preferiblemente menor del 5%, medida por la 55 
actividad ADCC y/o CDC. 
 
Típicamente se entiende que un aumento significativo de la función efectora de Fc se refiere a un aumento en la 
función 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. 60 
 
La expresión variantes "obtenidas por glicoingeniería" con respecto a las secuencias de anticuerpo hará referencia a 
variantes de glicosilación que tienen propiedades inmunogénicas modificadas, ADCC y/o CDC como resultado de la 
glicoingeniería. 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 65 
N-carbohidratos, que afectan de forma variable al ensamblaje, secreción o actividad funcional de las proteínas. Los 
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anticuerpos de tipo IgG1 son glicoproteínas que tienen un sitio de N-glicosilación conservado en la Asn297 en cada 
dominio CH2. Los dos oligosacáridos complejos biantenarios unidos a Asn297 están 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 
eliminación de N-Glicano en N297, por ejemplo, por mutación de N297, por ejemplo a A, o T299 típicamente da como 5 
resultado formatos de anticuerpo aglicosilados con una ADCC reducida. 
 
Existen diferencias importantes en la glicosilación de anticuerpos entre líneas celulares, e incluso se observan 
diferencias minoritarias para una línea celular dada cultivada en diferentes condiciones de cultivo. La expresión en 
células bacterianas típicamente proporciona un anticuerpo aglicosilado. Se notificó que las células CHO con expresión 10 
regulada por tetraciclina de la β(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa III (Gn-TIII), una glicosiltransferasa que cataliza la 
formación de GlcNAc de bisección, tenían mayor actividad ADCC (Umana et al., 1999, Nature Biotech. 17:176-180). 
Además de la elección de las células hospedadoras, los factores que afectan a la glicosilación durante la producción 
recombinante de anticuerpos incluyen el modo de cultivo, la formulación del medio, la densidad del cultivo, la 
oxigenación, el pH, los esquemas de purificación y similares. 15 
 
La expresión "sitio de unión a antígeno" o "sitio de unión" se refiere a la parte de un anticuerpo que participa en la unión 
al antígeno. El sitio de unión al antígeno está formado por restos de aminoácidos 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", están 20 
interpuestas entre tramos flanqueantes más conservados conocidos como regiones marco conservadas. El sitio de 
unión al antígeno proporciona una superficie que es complementaria a la superficie tridimensional de un epítopo o 
antígeno unido, y las regiones hipervariables se denominan "regiones determinantes de complementariedad", o 
"CDR". El sitio de unión incorporado en las CDR también se denomina en el presente documento "sitio de unión de 
CDR". 25 
 
El término "antígeno", como se usa en el presente documento indistintamente con los términos "diana" o "antígeno 
diana" hará referencia a una molécula diana entera o a un fragmento de dicha molécula reconocido por un sitio de 
unión de anticuerpo. Específicamente, pueden reconocerse por dicho sitio de unión subestructuras de un antígeno, por 
ejemplo, un polipéptido o estructura de carbohidrato, denominadas generalmente "epítopos", por ejemplo, epítopos de 30 
linfocitos B o epítopos de linfocitos T, que son inmunológicamente relevantes. 
 
El término "epítopo", como se usa en el presente documento, se referirá, en particular, a una estructura molecular que 
puede formar completamente una pareja de unión específica o ser parte de una pareja de unión específica a un sitio de 
unión de un anticuerpo. Un epítopo puede estar compuesto por un hidrato de carbono, una estructura peptídica, un 35 
ácido graso, una sustancia orgánica, bioquímica o inorgánica, o derivados de los mismos y cualquier combinación de 
los mismos. Si un epítopo está compuesto por una estructura peptídica, tal como un péptido, un polipéptido o una 
proteína, normalmente incluirá al menos 3 aminoácidos, preferentemente de 5 a 40 aminoácidos, y más 
preferentemente entre aproximadamente 10 y 20 aminoácidos. Los epítopos pueden ser epítopos lineales o 
conformacionales. Un epítopo lineal está compuesto por un único segmento de una secuencia primaria de un 40 
polipéptido o cadena de carbohidrato. Los epítopos lineales pueden ser contiguos o solapantes. Los epítopos 
conformacionales están compuestos por aminoácidos o carbohidratos juntados plegando el polipéptido para formar 
una estructura terciaria y los aminoácidos no son necesariamente adyacentes entre sí en la secuencia lineal. 
Específicamente y con respecto a los antígenos polipeptídicos, un epítopo conformacional o discontinuo se caracteriza 
por la presencia de dos o más restos de aminoácidos discretos, separados en la secuencia primaria, pero que se 45 
ensamblan formando una estructura consistente en la superficie de la molécula cuando el polipéptido se pliega en la 
proteína nativa/antígeno. 
 
En el presente documento, el término "epítopo" hará referencia en particular al epítopo individual reconocido por un 
anticuerpo, o la mezcla de epítopos que comprenden variantes de epítopos, estando reconocido cada uno por un 50 
anticuerpo de reacción cruzada. 
 
El término "expresión" se entiende de la siguiente manera. Para fines de expresión, pueden usarse moléculas de ácido 
nucleico que contienen una secuencia codificante deseada de un producto de expresión tal como, por ejemplo, un 
anticuerpo como se describe en el presente documento, y secuencias de control tales como, por ejemplo, un promotor 55 
unido operativamente. Los hospedadores transformados o transfectados con estas secuencias pueden producir las 
proteínas codificadas. Con el fin de efectuar la transformación, el sistema de expresión puede estar incluido en un 
vector; sin embargo, el ADN relevante puede también estar integrado en el cromosoma del hospedador. 
Específicamente, el término se refiere a una célula hospedadora y un vector compatible en condiciones adecuadas, 
por ejemplo, para la expresión de una proteína codificada por un ADN extraño que porta el vector e introducida en la 60 
célula hospedadora. 
 
Un ADN codificante es una secuencia de ADN que codifica una secuencia de aminoácidos particular para obtener un 
polipéptido o proteína 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 expresión del ADN codificante. El ADN promotor y el ADN 65 
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 clonación recombinantes con frecuencia incluirán uno o más sistemas de 
replicación para clonación o expresión, uno o más marcadores para selección en el hospedador, por ejemplo, 
resistencia a antibióticos, y uno o más casetes de expresión. 
 
Los "vectores" usados en el presente documento se definen como secuencias de ADN que son necesarias para la 5 
transcripción de secuencias de nucleótidos recombinantes, es decir, de genes recombinantes y la traducción de su 
ARNm en un organismo hospedador adecuado. 
 
Un "casete de expresión" se refiere a una secuencia codificante de ADN que codifica un producto de expresión que 
puede insertarse en un vector en sitios de restricción definidos. Los sitios de restricción del casete están diseñados 10 
para asegurar la inserción del casete en el marco de lectura apropiado. En general, se inserta ADN extraño en uno o 
más sitos de restricción 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 añadido, tal como un vector 
de expresión, también puede denominarse "construcción de ADN". 
 15 
Los vectores de expresión comprenden el casete de expresión y además normalmente comprenden un origen para la 
replicación autónoma en las células hospedadoras o un sitio de integración en el genoma, uno o más marcadores de 
selección (por ejemplo, un gen de síntesis de aminoácidos o un gen que confiere resistencia a antibióticos tales como 
zeocina, kanamicina, G418 o higromicina), varios sitios de escisión por enzimas de restricción, una secuencia 
promotora adecuada y un terminador de la transcripción, estando dichos componentes unidos operativamente entre sí. 20 
El término "vector", como se usa en el presente documento, incluye secuencias de nucleótidos de replicación 
autónoma sí como secuencias de nucleótidos de integración en el genoma. Un tipo común de vector es un "plásmido", 
que generalmente es una molécula autocontenida de ADN bicatenario que puede aceptar fácilmente ADN adicional 
(extraño) y que puede introducirse fácilmente en una célula hospedadora adecuada. Un vector de plásmido con 
frecuencia contiene ADN codificante y ADN promotor y tiene uno o más sitios de restricción adecuados para insertar 25 
ADN extraño. Específicamente, el término "vector" o "plásmido" se refiere a un vehículo mediante el cual puede 
introducirse una secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen extraño) en una célula hospedadora, para transformar 
el hospedador y promover la expresión (por ejemplo, la transcripción y la traducción) de la secuencia introducida. 
 
La expresión "célula hospedadora", como se usa en el presente documento, hará referencia a células primarias del 30 
sujeto transformadas para producir una proteína 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 expresión, siempre que la descendencia 
conserve la misma funcionalidad que la célula transformada originalmente. La expresión "línea de célula hospedadora" 35 
se refiere a una línea celular de células hospedadoras usadas para expresar un gen recombinante para producir 
polipéptidos recombinantes tales como anticuerpos recombinantes. La expresión "línea 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 línea de célula hospedadora puede 
mantenerse en cultivo celular y/o cultivarse para producir un polipéptido recombinante. 40 
 
Una "respuesta inmunitaria" a una composición, por ejemplo, una composición inmunogénica en el presente 
documento, también denominada "inmunógeno" que comprende un antígeno o epítopo, o 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 composición o vacuna de interés. Generalmente, dicha respuesta consiste en que el 45 
sujeto produce anticuerpos, linfocitos B, linfocitos T auxiliares, linfocitos T supresores, y/o linfocitos T citotóxicos 
dirigidos específicamente contra un antígeno o antígenos incluidos en la composición o vacuna de interés. 
 
Una "respuesta inmunitaria protectora" se entiende como una respuesta inmunitaria que proporciona un resultado 
significativamente mejor de una infección inducida o natural o exposición a una toxina en comparación con la de la 50 
población no inmune. La respuesta inmunitaria protectora contra toxinas principalmente está mediada por anticuerpos 
neutralizadores que tienen alta afinidad, por ejemplo, con una Kd menor de 10-8 M. El efecto beneficioso de la 
neutralización de toxinas es la protección de las células diana y la prevención de la inflamación. También puede 
contribuir la formación de complejos inmunitarios mediada por Fc al retirarse la toxina de la circulación (a través de las 
células RES). 55 
 
Un inmunógeno o composición inmunogénica normalmente comprende el antígeno o epítopo y un vehículo, que puede 
comprender específicamente un adyuvante. El término "adyuvante" se refiere a un compuesto que, cuando se 
administra junto con un antígeno, aumenta y/o redirige la respuesta inmunitaria al antígeno, pero cuando se administra 
solo no genera una respuesta inmunitaria al antígeno. Los adyuvantes pueden aumentar una respuesta inmunitaria por 60 
varios mecanismos incluyendo el reclutamiento de linfocitos, la estimulación de linfocitos B y/o T, y la estimulación de 
macrófagos. Son ejemplos de vehículos los liposomas o péptidos catiónicos; son ejemplos de adyuvantes el fosfato de 
aluminio o hidróxido de aluminio, MF59 u oligonucleótidos CpG. 
 
El término "aislado" o "aislamiento", como se usa en el presente documento con respecto a un ácido nucleico, un 65 
anticuerpo u otro compuesto, hará referencia a un compuesto que se ha separado suficientemente del medio con el 
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que estaría asociado de manera natural, de forma que existe en forma "sustancialmente pura". "Aislado" no significa 
necesariamente la exclusión 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 
purificación incompleta. En particular, también se entiende que las moléculas de ácido nucleico aisladas de la presente 
invención incluyen las sintetizadas químicamente. 5 
Con respecto a los ácidos nucleicos de la invención, algunas veces se usa la expresión "ácido nucleico aislado". Esta 
expresión, cuando se aplica al ADN, se refiere a una molécula de ADN que está separada de las secuencias con las 
que está inmediatamente contigua en el genoma natural del organismo en el que se produjo. Por ejemplo, un "ácido 
nucleico aislado" puede comprender una molécula de ADN insertada en un vector, tal como un plásmido o un vector 
viral, o integrada en el ADN genómico de una célula u organismo procariota o eucariota. Cuando se aplica al ARN, la 10 
expresión "ácido 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 expresión puede hacer referencia a una 
molécula de ARN que se ha separado suficientemente de otros ácidos nucleicos con los que estaría asociado en su 
estado natural (es decir, en células o tejidos). Un "ácido nucleico aislado" (ADN o ARN) puede representar además una 
molécula producida directamente por medios biológicos o sintéticos y separada de otros componentes presentes 15 
durante su producción. 
 
Con respecto a polipéptidos o proteínas, tales como anticuerpos o epítopos de la invención, el término "aislado" hará 
referencia específicamente a compuestos que carecen o carecen sustancialmente de material con el que están 
asociados naturalmente, tales como otros compuestos con los que se encuentran en su entorno natural, o el entorno 20 
en el que se preparan (por ejemplo, cultivo celular) cuando dicha preparación es por la tecnología de ADN 
recombinante realizada in vitro o in vivo. Los compuestos aislados pueden formularse con diluyentes o adyuvantes y, 
para fines prácticos, pueden aislarse - por ejemplo, los polipéptidos o polinucleótidos pueden mezclarse con vehículos 
o excipientes farmacéuticamente aceptables cuando se usan en diagnóstico o terapia. 
 25 
El término "neutralización" se usa en el presente documento en su sentido más amplio y se refiere a cualquier molécula 
que inhibe que un patógeno, tal como S. aureus infecte a un sujeto, o que inhibe que el patógeno promueva 
infecciones mediante la producción de potentes toxinas proteicas, o que inhibe que las toxinas dañen a una célula 
diana en un sujeto, independientemente del mecanismo mediante el que se consigue la neutralización. La 
neutralización puede conseguirse, por ejemplo, por un anticuerpo que inhibe la unión y/o interacción de la toxina o 30 
toxinas de S. aureus con su receptor afín en células diana. En determinadas realizaciones, los anticuerpos descritos en 
el presente documento pueden neutralizar la actividad de la toxina, reduciéndose o eliminándose los efectos in vivo o 
in vitro de la interacción entre la toxina y la célula diana, tal como glóbulos rojos. La neutralización puede realizarse 
adicionalmente mediante la inhibición de la formación de la toxina activa, por ejemplo, en el caso de las citolisinas de 
dos componentes de S. aureus, mediante la inhibición de la unión de los componentes L y R o la formación de los 35 
poros oligoméricos en citomembranas. 
 
La potencia de neutralización de anticuerpos contra toxinas citolíticas típicamente se determina en un ensayo 
convencional midiendo la mayor viabilidad o funcionalidad de células susceptibles a la toxina dada. La neutralización 
puede expresarse por el porcentaje de células viables con y sin anticuerpos. En el caso de anticuerpos muy potentes, 40 
una forma preferida para expresar la potencia de neutralización es la relación molar anticuerpo:toxina, donde los 
valores inferiores corresponden a una mayor potencia. Los valores inferiores a 1 definen una potencia muy alta. 
 
La expresión "neutralización cruzada", como se usa en el presente documento, hará referencia a la neutralización de 
varias toxinas, por ejemplo, toxinas que incorporan un epítopo de reacción cruzada reconocido por el anticuerpo de 45 
reacción cruzada o poliespecífico. 
 
La expresión "Staphylococcus aureus" o "S. aureus" o "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. Típicamente, las 50 
infecciones son problemas cutáneos de poca importancia en las personas sanas. Históricamente, las infecciones se 
trataban con antibióticos de amplio espectro, tales como meticilina. Sin embargo, ahora han aparecido ciertas cepas 
que son resistentes a meticilina y otros antibióticos betalactámicos, tales como penicilina y cefalosporinas. Estos se 
conocen como Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (también conocidos como Staphylococcus aureus con 
resistencia multifármaco, o "MRSA"). 55 
 
Staphylococcus aureus, un importante patógeno humano, expresa una multitud de toxinas de secreción (exotoxinas). 
Puede atacar a diversos tipos de células hospedadoras, entre los que se incluyen eritrocitos, granulocitos neutrófilos y 
otras células inmunitarias, así como células epiteliales del pulmón o la piel. Un miembro importante de las toxinas de S. 
aureus es la hemolisina alfa (Hla), que ejerce función citolítica sobre los linfocitos, macrófagos, células epiteliales del 60 
pulmón y células endoteliales pulmonares. 
 
Las infecciones por S. aureus, incluyendo MRSA, generalmente comienzan como pequeños abultamientos de color 
rojo que parecen granos, furúnculos o picaduras de araña. Estos abultamientos o manchas pueden convertirse 
rápidamente en abscesos profundos, dolorosos que requieren drenaje quirúrgico. Algunas veces, las bacterias 65 
permanecen confinadas en la piel. En ocasiones, pueden excavar e introducirse en el interior del cuerpo, produciendo 
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infecciones que podrían poner en peligro la vida en una amplia gama de tejidos humanos, incluyendo piel, tejido 
blando, huesos, articulaciones, heridas quirúrgicas, el torrente sanguíneo, válvulas cardiacas, pulmones, u otros 
órganos. 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, síndrome de choque 
tóxico, y diversas formas de neumonía, incluyendo neumonía necrotizante, y la producción de toxinas en furunculosis 5 
y carbunculosis. La infección por MRSA es especialmente problemática en situaciones hospitalarias o en residencias 
de ancianos en las que los pacientes tienen riesgo o son propensos a tener heridas abiertas, hay dispositivos 
invasivos, y sistemas inmunitarios debilitados y, por lo tanto, tienen mayor riesgo de infección que el público general. 
 
Los anticuerpos neutralizadores de las toxinas de S. aureus interfieren con los patógenos y reacciones patogénicas, y 10 
por lo tanto pueden limitar o prevenir la infección y/o mejorar una afección debida a dicha infección, o inhibir la 
patogénesis de S. aureus, en particular, la patogénesis de la neumonía. 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 tóxicos (tales como citólisis, inducción de la 15 
expresión de citocinas proinflamatorias por células diana) de factores de virulencia secretados (exotoxinas) y, por lo 
tanto, interferir con el potencial patógeno de S. aureus. 
 
El término "recombinante", como se usa en el presente documento, significará "que se ha preparado por o es el 
resultado de ingeniería genética". Un hospedador recombinante comprende específicamente un vector de expresión o 20 
vector de clonación, o se ha modificado por ingeniería genética de manera que contiene una secuencia de ácido 
nucleico recombinante, en particular, que emplea una secuencia de nucleótidos extraña para el hospedador. Una 
proteína recombinante se produce expresando un ácido nucleico recombinante respectivo en un hospedador. La 
expresión "anticuerpo recombinante", tal como se usa en el presente documento, incluye anticuerpos que se preparan, 
expresan, crean o aíslan por medios recombinantes, tales como (a) anticuerpos aislados a partir de un animal (por 25 
ejemplo, un ratón) que es transgénico o transcromosómico 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. 30 
Dichos anticuerpos recombinantes comprenden anticuerpos modificados por ingeniería genética para incluir 
transposiciones y mutaciones que se producen, por ejemplo, durante la maduración de anticuerpos. 
 
Tal como se usa en el presente documento, el término "especificidad" o "unión específica" se refiere a una reacción de 
unión que es determinativa del ligando afín de interés en una población heterogénea de moléculas. Por lo tanto, en las 35 
condiciones indicadas (p. ej., condiciones de inmunoensayo), un anticuerpo se une específicamente a su diana 
particular y no se une en una cantidad significativa a otras moléculas presentes en una muestra. La unión específica 
significa que la unión es selectiva en términos de identidad de la diana, afinidad de unión o avidez alta, media o baja, 
según se seleccione. La unión selectiva normalmente se consigue si la unión constante o la dinámica de unión es, al 
menos, 10 veces diferente, preferentemente, la diferencia es de al menos 100 veces y, más preferentemente, al menos 40 
1.000 veces. 
 
El término también es aplicable cuando, por ejemplo, un anticuerpo es específico para un epítopo particular que 
presenta reacción cruzada con varios antígenos, en cuyo caso el anticuerpo específico podrá unirse a los diversos 
antígenos que llevan el epítopo de reacción cruzada. Dicho sitio de unión de un anticuerpo o un anticuerpo con 45 
especificidad para unirse a un epítopo de reacción cruzada también se denomina sitio y anticuerpo de unión 
poliespecífica o de unión específica cruzada, respectivamente. Por ejemplo, un anticuerpo puede tener un sitio de 
unión poliespecífico que se une específicamente a un epítopo con reacción cruzada con varios antígenos diferentes 
con homología de secuencia dentro del epítopo y/o similitudes estructurales para proporcionar un epítopo 
conformacional de esencialmente la misma estructura, por ejemplo, de reacción cruzada con al menos la toxina Hla y 50 
una toxina de dos componentes de S. aureus. 
 
La inmunoespecificidad de un anticuerpo, su capacidad de unión y la afinidad relacionada que presenta el anticuerpo 
por una secuencia de unión de reacción cruzada, se determinan por una secuencia de unión de reacción cruzada con 
la que inmunorreacciona (se une) el anticuerpo. La especificidad de la secuencia de unión con reacción cruzada puede 55 
definirse, al menos en parte, por los restos de aminoácido de la región variable de la cadena pesada del anticuerpo 
inmunoglobulina y/o por la secuencia de restos de aminoácidos de la región variable de cadena ligera. 
 
El uso de las expresiones "que tiene la misma especificidad", "que tiene el mismo sitio de unión" o "que se une al 
mismo epítopo" indica que anticuerpos monoclonales equivalentes presentan las mismas o esencialmente las mismas 60 
características de inmunorreacción (unión), es decir, similares y compiten por la unión a una secuencia de unión a la 
diana preseleccionada. La especificidad relativa de una molécula de anticuerpo para una diana particular puede 
determinarse relativamente por ensayos de competición, por ejemplo, como se describe en Harlow, et al., 
ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1988). 
 65 

E13728122
25-08-2015ES 2 546 105 T3

 



16 

El término "sujeto", como se usa en el presente documento, hará referencia a un mamífero de sangre caliente, 
particularmente un ser humano o un animal no humano. MRSA es un patógeno humano críticamente importante que 
también preocupa cada vez más en la medicina veterinaria. Está 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 invención o el 5 
método de tratamiento respectivo se aplica a un sujeto que necesita profilaxis o tratamiento de una patología asociada 
con la infección por S. aureus. El sujeto puede ser un paciente con riesgo de infección 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 mamíferos que reciben tratamiento profiláctico o terapéutico. Por lo tanto, se entiende que el 
término "tratamiento" incluye el tratamiento tanto profiláctico como terapéutico. 10 
 
Un sujeto, por ejemplo, se trata para la profilaxis o terapia de S. aureus. En particular, se trata un sujeto, que tiene 
riesgo de infección o que desarrolla dicha enfermedad o la recurrencia de la enfermedad, o un sujeto que padece dicha 
infección y/o la enfermedad asociada con dicha infección. 
 15 
Específicamente, el término "profilaxis" se refiere a medidas preventivas que se pretende que incluyan la prevención 
del inicio de la patogénesis o medidas profilácticas para reducir el riesgo de patogénesis. 
 
Específicamente, el método para tratar, prevenir, o retrasar una patología 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 afección, 20 
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 específicas. 
 
El término "toxina", como se usa en el presente documento hará referencia a la toxina alfa (Hla) y a las toxinas de dos 
componentes de S. aureus. 25 
 
La virulencia de S. aureus se debe a una combinación de numerosos factores de virulencia, que incluyen proteínas 
asociadas a la superficie que permiten que la bacteria se adhiera a membranas celulares eucariotas, un polisacárido 
capsular que la protege de la opsonofagocitosis, y varias exotoxinas. S. aureus produce enfermedades principalmente 
mediante la producción de factores de virulencia secretados tales como hemolisinas, enterotoxinas y toxina del 30 
síndrome del choque tóxico. Estos factores de virulencia secretados reprimen la respuesta inmunitaria inactivando 
muchos mecanismos inmunológicos en el hospedador, y producen la destrucción de tejidos y ayudan a establecer la 
infección. Esto último se consigue por un grupo de toxinas formadoras de poros, de las que la más importante es Hla, 
un factor de virulencia clave para la neumonía por S. aureus. 
 35 
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, específicamente subpoblaciones de 
glóbulos blancos que constituyen el sistema de defensa principal del cuerpo. La producción 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 dañan a las membranas de las células de defensa del 40 
hospedador y los eritrocitos por la acción sinérgica de dos proteínas o subunidades no asociadas. Entre estas toxinas 
de dos componentes, la hemolisina gamma (HlgAB y HlgCB) y la leucocidina de Panton-Valentine (PVL) son las mejor 
caracterizadas. 
 
La toxicidad de las leucocidinas hacia las células de mamífero implica la acción de dos componentes. La primera 45 
subunidad se denomina componente de clase L, y la segunda subunidad se denomina componente de clase R. Las 
subunidades L y R actúan sinérgicamente formando poros en los glóbulos blancos, incluyendo los monocitos, 
macrófagos, células dendríticas y neutrófilos (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 R y L, 
por ejemplo, hemolisinas gamma, toxinas PVL y toxinas de tipo PVL, incluyendo HlgAB, HlgCB, LukSF, LukED, 50 
LukGH, LukS-HlgB, LukSD, HlgA-LukD, HlgA-LukF, LukG-HlgA, LukEF, LukE-HlgB, HlgC-LukD o HlgC-LukF, que son 
dianas preferidas como se describe en el presente documento. La Figura 1 proporciona una visión general de algunas 
toxinas importantes de dos componentes. 
 
La expresión "sustancialmente puro" o "purificado", como se usa en el presente documento, hará referencia a una 55 
preparación que comprende al menos un 50% (p/p), preferentemente al menos un 60%, 70%, 80%, 90% o 95% de un 
compuesto, tal como una molécula de ácido nucleico o un anticuerpo. La pureza se mide por métodos apropiados para 
el compuesto (por ejemplo, métodos cromatográficos, electroforesis en gel de poliacrilamida, análisis por HPLC, y 
similares). 
 60 
La expresión "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 inmunógeno de la 
presente invención, es una cantidad o actividad suficiente cuando se administra al sujeto, para producir resultados 
beneficiosos o deseados, incluyendo resultados clínicos, y, como tal, una cantidad eficaz o un sinónimo de la misma 
depende del contexto en el que se aplica. 65 
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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 específicamente cantidades 
terapéuticamente eficaces del anticuerpo como se describe en el presente documento para tratar, modular, atenuar, 
invertir, o afectar a una enfermedad o afección que se beneficia de la inhibición de S. aureus o de la patogénesis de S. 
aureus. 5 
 
La cantidad del compuesto que corresponderá a dicha cantidad eficaz variará dependiendo de varios factores, tales 
como el fármaco o compuesto dado, la formulación farmacéutica, la vía de administración, 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. 10 
 
El anticuerpo o el inmunógeno de la presente invención puede usarse profilácticamente para inhibir el inicio de la 
infección por S. aureus, o terapéuticamente para tratar la infección por S. aureus, particularmente infecciones por S. 
aureus tales como MRSA que sabe que son refractarias o en el caso de un sujeto específico que ha resultado ser 
refractario al tratamiento con otra terapia de antibióticos convencional. 15 
 
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 específicamente en el intervalo de 0,5-500 mg, 
preferentemente de 1-400 mg, incluso más preferiblemente hasta 300 mg, hasta 200 mg, hasta 100 mg o hasta 10 mg, 
aunque pueden indicarse dosis mayores, por ejemplo, para tratar patologías agudas. 20 
 
Además, un régimen de tratamiento o prevención de un sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz del 
anticuerpo de la presente invención puede consistir en una sola administración, o, como alternativa, comprende una 
serie de aplicaciones. Por ejemplo, el anticuerpo puede administrarse al menos una vez al año, al menos una vez cada 
seis meses o al menos una vez al mes. Sin embargo, en otra realización, el anticuerpo puede administrarse al sujeto 25 
desde aproximadamente una vez por semana a aproximadamente una administración diaria para un tratamiento dado. 
La duración del periodo de tratamiento depende de una diversidad de factores, tales como la gravedad de la 
enfermedad, si la enfermedad es aguda o crónica, la edad del paciente, la concentración y la actividad del formato de 
anticuerpo. También se apreciará que la dosificación 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 30 
dosificación y estos se harán evidentes por ensayos de diagnóstico convencionales conocidos en la técnica. En 
algunos casos, puede necesitarse una administración crónica. 
 
Una cantidad eficaz de un inmunógeno como se describe en el presente documento, tal como la proporcionada a un 
paciente con riesgo de desarrollar una patología asociada con una infección por S. aureus, puede estar 35 
específicamente en el intervalo de 1-15 mg/kg por dosis. 
 
Por ejemplo, el inmunógeno puede administrarse como una primera dosis seguida por una o más dosis de refuerzo, 
dentro de un cierto intervalo de tiempo, de acuerdo con un esquema de inmunización de sensibilización-refuerzo para 
inducir una respuesta inmunitaria eficaz de larga duración frente a la infección por S. aureus. Un programa de 40 
vacunación preferido incluiría la administración de tres dosis, por ejemplo, una primera dosis el día 0, una segunda 
dosis el día 5-40, y una tercera dosis el día 10-100, preferentemente los días 0, 28 y 90. De acuerdo con un programa 
acelerado preferido, la administración puede realizarse los días 0, 7 y 14. Los programas acelerados pueden estar 
indicados para profilaxis, por ejemplo, para pacientes que se enfrentan a una cirugía optativa. Normalmente se usa 
alumbre como adyuvante, por ejemplo, en forma de fosfato o hidróxido. 45 
 
Por lo tanto, la invención se refiere específicamente a anticuerpos monoclonales con neutralización cruzada tanto de la 
toxina hemolisina alfa como de las toxinas de dos componentes de S. aureus con una homología de secuencia del 
20-28%. Esto fue sorprendente debido al bajo nivel de homología de secuencia. La probabilidad de generar mAb con 
neutralización cruzada de Hla y al menos una toxina de dos componentes supuestamente era baja. 50 
 
Aunque sigue sin esclarecerse el modo de acción 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 múltiples toxinas de dos componentes. 
 55 
La única publicación que describe anticuerpos de especificidad múltiple por dos componentes (Laventie, PNAS, 
2011:16404) se considera no relevante para la presente invención, ya que la especificidad dual por LukS y HlgC se 
generó diseñando un anticuerpo biespecífico que utilizaba dos sitios de unión diferentes. Por el contrario, la presente 
invención se refiere al mismo sitio de unión 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 60 
LukED. Es factible que el mAb de reactividad cuádruple también se una a la leucocidina LukM bovina basándose en la 
elevada homología de aminoácidos con respecto a LukED y LukSF. 
 
En algunas realizaciones, los anticuerpos de la invención que reconocen un epítopo en Hla y presentan reacción 
cruzada con HlgA, pueden tener una reactividad cruzada adicional con otros compuestos de leucocidina S de 65 
estafilococos tales como HlgC, LukS-PVL, LukHLukS-I, LukE, LukEv, y LukM. Del mismo modo, en algunas 
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realizaciones, los anticuerpos de la invención que reconocen un epítopo en Hla y presentan reacción cruzada con 
HlgB, pueden tener además reactividad cruzada con otros compuestos de leucocidina R de estafilococos tales como 
LukF'-PV, LukF-PV, LukDv, LukD, LukF-I, y LukG. Los anticuerpos anti-HlgA y/o anti-HlgB con reacción cruzada 
pueden inhibir o reducir la actividad de HlgA y la actividad de HlgB, respectivamente. En algunas realizaciones, los 
anticuerpos con reacción cruzada anti-HlgA y/o anti-HlgB neutralizan, por ejemplo, eliminan sustancialmente, la 5 
actividad de HlgA y HlgB, respectivamente. 
De acuerdo con un aspecto específico, se proporciona un anticuerpo que se une al mismo epítopo, incluyendo dicho 
término variantes que se unen a esencialmente el mismo epítopo, que el anticuerpo denominado #AB-24, o que 
comprenden el mismo sitio de unión, incluyendo dicho término variantes que comprenden esencialmente el mismo sitio 
de unión, que el anticuerpo denominado #AB-24. El anticuerpo #AB-24 y las variantes funcionalmente activas podrían 10 
comprender particularmente un sitio de unión que podría neutralizar Hla y presentar neutralización cruzada con al 
menos uno de, al menos dos o al menos los tres pares de toxinas afines LukS-LukF, LukE-LukD, y HlgB-HlgC, y 
posiblemente además toxinas de dos componentes. 
 
Se dice que los anticuerpos "se unen al mismo epítopo" o "comprenden el mismo sitio de unión" o tienen 15 
"esencialmente las mismas características de unión", si los anticuerpos compiten de forma cruzada de manera que 
solo un anticuerpo puede unirse al epítopo en un punto de tiempo dado, es decir, un anticuerpo impide la unión o el 
efecto de modulación del otro. 
 
La expresión "compite" o "compite de forma cruzada", como se usa en el presente documento con respecto a un 20 
anticuerpo, significa que un primer anticuerpo, o una parte de unión a antígeno del mismo, se une a un epítopo de una 
manera suficientemente similar a la unión de un segundo anticuerpo, o una parte de unión a antígeno del mismo, de tal 
forma que el resultado de la unión del primer anticuerpo con su epítopo afín se reduce de manera detectable en 
presencia del segundo anticuerpo en comparación con la unión del primer anticuerpo en ausencia del segundo 
anticuerpo. Puede ocurrir la alternativa, en la que la unión del segundo anticuerpo a su epítopo también se reduce de 25 
manera detectable en presencia del primer anticuerpo, pero esto no ocurre necesariamente. Es decir, un primer 
anticuerpo puede inhibir la unión de un segundo anticuerpo a su epítopo sin que el segundo anticuerpo inhiba la unión 
del primer anticuerpo a su epítopo respectivo. Sin embargo, cuando cada anticuerpo inhibe de manera detectable la 
unión del otro anticuerpo con su epítopo afín, ya sea en una medida igual, mayor o menor, se dice que los anticuerpos 
"compiten de forma cruzada" entre sí por la unión de su epítopo o epítopos respectivos. La presente invención incluye 30 
anticuerpos tanto competitivos como de competición cruzada. 
 
Competición en el presente documento significa una inhibición relativa mayor de aproximadamente un 30%, como se 
determina por un análisis ELISA de competición, por ejemplo, como se describe en la sección de Ejemplos. Puede ser 
deseable establecer un mayor umbral de inhibición relativa cuyo criterio es un nivel adecuado de competición en un 35 
contexto particular, por ejemplo, cuando el análisis de competición se usa para seleccionar o explorar nuevos 
anticuerpos diseñados con la función deseada de la unión de toxinas adicionales de S. aureus. Por lo tanto, por 
ejemplo, es posible establecer criterios para la unión competitiva, en los que se detecta al menos un 40% de inhibición 
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. 40 
 
Específicamente, se proporciona un anticuerpo que comprende la región 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. Más específicamente, se proporciona el anticuerpo denominado #AB-24. 45 
 
Específicamente, empleando el material depositado, puede producirse el anticuerpo #AB-24 o cualquier variante 
funcionalmente activa del mismo, tal como uno o los dos plásmidos depositados y/o una o las dos células 
hospedadoras depositadas. 
 50 
De acuerdo con un aspecto específico, el anticuerpo puede proceder de un anticuerpo codificado por el plásmido de la 
invención, por ejemplo, empleando una secuencia parcial del material depositado para producir por ingeniería genética 
el anticuerpo #AB-24 o cualquier variante funcionalmente activa del mismo. 
 
De acuerdo con otro aspecto específico, el anticuerpo #AB-24 o cualquier variante funcionalmente activa del mismo 55 
puede proceder de un anticuerpo producido por una célula hospedadora depositada con el número de referencia DSM 
26747 y/o DSM 26748, por ejemplo, empleando una secuencia parcial del material depositado para obtener por 
ingeniería genética el anticuerpo #AB-24 o cualquier variante funcionalmente activa del mismo. 
 
Específicamente, la variante de #AB-24 es una variante de CDR que es funcionalmente activa, por ejemplo, con 60 
alteraciones paralelas en al menos una de las secuencias de CDR. 
 
En ciertos aspectos, la invención proporciona dichos anticuerpos variantes, preferentemente anticuerpos 
monoclonales, más preferentemente anticuerpos humanos, que comprenden una cadena pesada y una cadena ligera, 
donde cualquiera de la cadena pesada o región variable de VH o las CDR respectivas comprende una secuencia de 65 
aminoácidos procedente del plásmido depositado respectivo y/o de la célula hospedadora depositada respectiva. 
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En ciertos aspectos, la invención proporciona dichos anticuerpos variantes, preferentemente anticuerpos 
monoclonales, más preferentemente anticuerpos humanos, que comprenden una cadena pesada y una cadena ligera, 
donde cualquiera de la cadena ligera o región variable de VL o las CDR respectivas comprende una secuencia de 
aminoácidos procedente del plásmido depositado respectivo y/o de la célula hospedadora depositada respectiva. 5 
 
En ciertos aspectos, la invención proporciona dichos anticuerpos variantes, preferentemente anticuerpos 
monoclonales, más 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 aminoácidos procedente de los plásmidos depositados respectivos y/o de las células hospedadoras 10 
depositadas respectivas. 
 
En ciertos aspectos, la invención proporciona también dichos anticuerpos variantes, que comprenden las secuencias 
de unión respectivas, tales como las secuencias variables y/o las secuencias de CDR, procedentes del material 
depositado, donde las secuencias de unión comprenden una secuencia que tiene al menos un 70%, o al menos un 15 
80%, o al menos un 90%, o al menos un 95%, o al menos un 99% de identidad con la secuencia de aminoácidos 
procedente del material depositado, y donde la variante es una variante funcionalmente activa. 
 
Como se describe en el presente documento, en un aspecto, la invención proporciona moléculas de anticuerpo 
caracterizadas por, por ejemplo, la capacidad de competir con el anticuerpo monoclonal #AB-24 por la unión a Hla, 20 
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. 
 25 
Son anticuerpos preferidos de la invención los que se unen a dichos antígenos individuales con alta afinidad, en 
particular con una constante de asociación alta y/o de disociación baja, o una avidez alta por la unión. La afinidad de 
unión de un anticuerpo normalmente se caracteriza en términos de la concentración del anticuerpo a la cual están 
ocupados la mitad de los sitios de unión a antígeno, conocida como la constante de disociación (Kd, o KD). 
Normalmente, un agente de unión se considera un agente de unión de alta afinidad con una Kd<10-8 M, 30 
preferentemente una Kd<10-9 M y incluso más preferida una Kd<10-10 M. 
 
Además, en una realización particularmente preferida, las afinidades de unión al antígeno individual son afinidades 
intermedias, por ejemplo, con una Kd menor de 10-6 y de hasta 10-8 M, por ejemplo, cuando se unen a al menos dos 
antígenos. 35 
 
Pueden proporcionarse agentes de unión con afinidad intermedia de acuerdo con la invención, preferentemente junto 
con un proceso de maduración de la afinidad, si fuera necesario. 
 
La maduración de la afinidad es el proceso mediante el cual se producen anticuerpos con mayor afinidad por un 40 
antígeno diana. Puede emplearse uno cualquiera o más métodos para preparar y/o usar bibliotecas de maduración de 
afinidad disponibles en la técnica para generar anticuerpos con maduración de afinidad de acuerdo con diversas 
realizaciones de la invención desveladas en el presente documento. Los ejemplos de dichos métodos y usos de 
maduración de afinidad, tales como mutagénesis aleatoria, pases de cepas de mutadores bacterianos, mutagénesis 
de sitio dirigido, dirección a puntos calientes mutacionales, mutagénesis parsimoniosa, reordenamiento de 45 
anticuerpos, reordenamiento de cadena ligera, reordenamiento de cadena pesada, CDR1 y/o mutagénesis de CDR1, y 
métodos para producir y usar bibliotecas de maduración de la afinidad que pueden utilizarse para implementar y usos 
de acuerdo con diversas realizaciones de la invención desvelada en el presente documento, incluyen, por ejemplo, los 
desvelados en: Prassler et al. (2009); Immunotherapy. Vol. 1(4), págs. 571-583, Sheedy et al. (2007), Biotechnol. Adv. 
Vol. 25(4), págs. 333-352, documento W02012/009568; documento W02009/036379; documento W02010/105256; 50 
documento US2002/0177170; y documento W02003/074679. 
 
Con cambios estructurales de un anticuerpo, incluyendo mutagénesis de aminoácidos o como consecuencia de la 
mutación somática en los segmentos génicos de la inmunoglobulina, se producen variantes de un sitio de unión a un 
antígeno y se seleccionan las afinidades mayores. Los anticuerpos de afinidad madurada pueden exhibir una afinidad 55 
mayor que un anticuerpo parental. Los anticuerpos parentales únicos se pueden someter a maduración de la afinidad. 
Como alternativa, conjuntos de anticuerpos con una afinidad de unión similar al antígeno diana se pueden considerar 
estructuras parentales que varían para obtener anticuerpos únicos de afinidad madurada o conjuntos de dichos 
anticuerpos con afinidad madurada. 
 60 
La variante de afinidad madurada preferida de un anticuerpo de acuerdo con la invención presenta un aumento en la 
afinidad de unión de al menos 10 veces, preferentemente un aumento de al menos 100 veces. La maduración de la 
afinidad se puede usar en el transcurso de las campañas de selección que usan las respectivas bibliotecas de 
moléculas parentales, con anticuerpos que tienen una afinidad de unión intermedia para obtener el anticuerpo de la 
invención que tiene la propiedad de unión a la diana específica de una afinidad de unión Kd<10-8 M. Como alternativa, 65 
la afinidad puede aumentarse incluso más por maduración de la afinidad del anticuerpo de acuerdo con la invención 
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para obtener los altos valores correspondientes a una Kd menor de 10-9 M, preferentemente menor de 10-10 M o incluso 
menor de 10-11 M, siendo lo más preferido que el valor esté en el intervalo picomolar. 
 
Las células efectoras fagocíticas pueden activarse mediante otra ruta que emplea la activación del complemento. Los 
anticuerpos que se unen a antígenos de superficie presentes en los microorganismos atraen al primer componente de 5 
la cascada del complemento con su región Fc e inician la activación del sistema del complemento "clásico". Esto da 
como resultado la estimulación de células efectoras fagocíticas, que finalmente destruyen la diana por citotoxicidad 
dependiente del complemento (CDC). 
 
De acuerdo con una realización específica, el anticuerpo de la invención tiene una actividad citotóxica en presencia de 10 
células efectoras inmunitarias medida en un ensayo convencional de ADCC o CDC. Puede mostrarse una actividad 
citotóxica determinada por un ensayo de ADCC o CDC para un anticuerpo de la invención, si existe un incremento 
significativo en el porcentaje de la citólisis en comparación con un control. La actividad citotóxica relacionada con la 
ADCC o CDC se mide, preferentemente, como el incremento del porcentaje absoluto, que es, preferentemente, 
superior al 5%, más preferentemente, superior al 10%, incluso más preferentemente superior al 20%. 15 
 
La invención proporciona específicamente anticuerpos de reacción cruzada, que se obtienen por un proceso que 
identifica anticuerpos neutralizadores con múltiples especificidades, por ejemplo, por un esquema de selección de 
descubrimiento de reacción 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 20 
dianas, por ejemplo, la diana A, seguido de la selección por reactividad con la otra diana, por ejemplo, la diana B. Cada 
vuelta de selección sucesiva refuerza la fuerza reactiva del grupo resultante hacia las dos dianas. Por consiguiente, 
este método es particularmente útil para identificar anticuerpos con reactividad cruzada dirigidos a las dos dianas 
diferentes, y el potencial para neutralizar de manera cruzada un patógeno. El método puede ampliarse para identificar 
anticuerpos que muestran reactividad hacia dianas adicionales, incluyendo vueltas adicionales de enriquecimiento 25 
hacia la diana o dianas adicionales. 
 
Los anticuerpos con reacción cruzada, en algunos casos, se producen mediante la selección frente a antígenos 
individuales. Para aumentar la probabilidad de aislar clones de reactividad cruzada, se podrían aplicar múltiples 
presiones selectivas explorando sucesivamente frente a múltiples antígenos. Las estrategias de selección de mAb 30 
especiales emplean los diferentes componentes de toxina de una manera alternativa. Por ejemplo, los mAb anti-HIa 
neutralizadores más potentes después se ensayan por la unión a PVL y toxinas de tipo PVL en neutrófilos humanos, 
que representan la diana principal para las toxinas de dos componentes durante la infección por S. aureus. 
 
Las toxinas recombinantes pueden usarse para seleccionar anticuerpos de una biblioteca de anticuerpos, por ejemplo, 35 
una biblioteca de anticuerpos presentados en levaduras. 
 
En cualquier caso, la reactividad cruzada puede mejorarse adicionalmente por métodos de optimización 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 o más estrategias de optimización, 40 
incluyendo reordenamiento de cadena ligera, mutagénesis destinacional, amalgamación de CDR y mutagénesis 
dirigida de CDR seleccionadas y/o regiones marco conservadas. 
 
Los métodos de exploración para identificar anticuerpos con las propiedades de neutralización deseadas pueden ser 
por inhibición de la toxina que se une a las células diana, inhibición de la formación de dímeros u oligómeros. inhibición 45 
de la formación de poros, inhibición de la lisis celular, inhibición de la inducción de citocinas, linfocinas, y cualquier 
señalización proinflamatoria, y/o la inhibición del efecto in vivo en animales (muerte, hemolisis, inflamación excesiva, 
disfunción orgánica, La reactividad puede evaluarse basándose en la unión directa a las toxinas deseadas, por 
ejemplo, usando ensayos convencionales. 
 50 
Una vez que se han identificado anticuerpos de neutralización cruzada con las propiedades deseadas, pueden 
determinarse el epítopo o epítopos dominantes reconocidos por los anticuerpos. En la técnica son bien conocidos 
métodos para la localización de epítopos y se desvelan, por ejemplo, en Epitope Mapping: A Practical Approach, 
Westwood and Hay, eds., Oxford University Press, 2001. 
 55 
La localización de epítopos se refiere a la identificación del epítopo al que se une un anticuerpo. Hay muchos métodos 
conocidos por los expertos en la materia para determinar la localización de epítopos en proteínas, incluyendo el 
análisis cristalográfico del complejo de antígeno-anticuerpo, ensayos competitivos, ensayos de expresión de 
fragmentos de genes, y ensayos basados en péptidos sintéticos. En el presente documento, un anticuerpo que "se une 
al mismo epítopo" que un anticuerpo de referencia se entiende de la siguiente manera. Cuando dos anticuerpos 60 
reconocen epítopos que son epítopos idénticos o estéricamente solapantes, se dice que los anticuerpos se unen al 
mismo, esencialmente al mismo o sustancialmente al mismo epítopo. Un método usado comúnmente para determinar 
si dos anticuerpos se unen a epítopos idénticos o estéricamente solapantes es el ensayo de competición, que puede 
configurarse en varios formatos diferentes, usando antígeno marcado o anticuerpo marcado. Generalmente, un 
antígeno se inmoviliza en una placa de 96 pocillos, y se mide la capacidad de los anticuerpos no marcados de bloquear 65 
la unión de los anticuerpos marcados usando marcadores radiactivos o enzimáticos. 

E13728122
25-08-2015ES 2 546 105 T3

 



21 

 
Una vez identificados los anticuerpos con las propiedades de neutralización 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 tecnología de ADN recombinante. 
 5 
En el método de hibridoma, un ratón u otro animal hospedador adecuado, tal como un hámster, se inmuniza para 
inducir anticuerpos que producen o son capaces de producir anticuerpos que se unirán específicamente a la proteína 
usada para la inmunización. Como alternativa, los linfocitos pueden inmunizarse in vitro. Entonces se fusionan los 
linfocitos con células de mieloma usando un agente de fusión adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una 
célula de hibridoma. 10 
 
El medio de cultivo en el que están creciendo las células de hibridoma se ensaya con respecto a la producción de 
anticuerpos monoclonales dirigidos contra el antígeno. Preferentemente, la especificidad de unión de los anticuerpos 
monoclonales producidos por las células de hibridoma se determina mediante inmunoprecipitación o mediante un 
ensayo de unión in vitro, tal como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). 15 
 
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 expresión, usando vectores de expresión recombinantes bien conocidos, por ejemplo, los 
plásmidos de la invención o uno o más casetes de expresión que comprenden las secuencias de nucleótidos que 20 
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 específico, la secuencia de nucleótidos puede usarse para manipulación genética para 
humanizar el anticuerpo o mejorar la afinidad, u otras características del anticuerpo. Por ejemplo, la región constante 25 
puede modificarse por ingeniería genética para parecerse más a las regiones constantes humanas para evitar la 
respuesta inmunitaria, si el anticuerpo se usa en ensayos clínicos 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. Será evidente para un experto en la materia que pueden realizarse uno o más 
cambios de polinucleótidos en el anticuerpo mientras se mantiene su capacidad de unión a las toxinas diana. 30 
 
La producción 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 producción recombinante de 
anticuerpos donde las cadenas pesada y ligera se expresan simultáneamente 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 35 
and Kwak (2003, J. Biotechnology 101 :189-198) describen la producción de anticuerpos monoclonales a partir de 
cadenas pesadas y ligeras producidas por separado, usando plásmidos expresados en cultivos separados de E. coli. 
Se proporcionan otras diversas técnicas relevantes para la producción de anticuerpos, por ejemplo, Harlow, et al., 
ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., (1988). 
 40 
Si se desea, el anticuerpo de la invención, por ejemplo, el anticuerpo #AB-24 puede secuenciarse y la secuencia 
polinucleotídica después puede clonarse en un vector para la expresión o propagación. 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 producción de anticuerpos monoclonales en cultivo celular puede 
realizarse mediante la clonación de genes de anticuerpo procedentes de linfocitos B por medios conocidos en la 45 
técnica. 
 
En otro aspecto, la invención proporciona un ácido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica la pro-
ducción del anticuerpo recombinante de la presente invención. 
 50 
En otro aspecto, la invención proporciona un ácido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica la pro-
ducción del epítopo recombinante de la presente invención, o una molécula que comprende dicho epítopo de la 
presente invención. Sin embargo, el epítopo de la invención también puede producirse de manera sintética, por 
ejemplo, mediante cualquiera de los métodos de síntesis bien conocidos en la técnica. 
 55 
Un ácido nucleico que codifica un anticuerpo o epítopo puede tener cualquier característica adecuada y comprender 
cualquier rasgo adecuado o combinaciones de los mismos. Por lo tanto, por ejemplo, un ácido nucleico que codifica un 
anticuerpo o epítopo puede estar en forma de ADN, ARN, o un híbrido 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 ácido nucleico, o ambas cosas. El ácido nucleico ventajosamente puede incorporarse en un casete de 60 
expresión, vector o plásmido de la invención, que comprende características que promueven la expresión deseada, 
replicación, y/o selección en la célula hospedadora diana. Los ejemplos de dichas características incluyen un 
componente de origen de replicación, un componente de gen de selección, un componente de promotor, un 
componente de elemento potenciador, un componente de secuencia de poliadenilación, un componente de 
terminación, y similares, conociéndose numerosos ejemplos adecuados. 65 
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La presente divulgación proporciona además las construcciones de ADN recombinante que comprenden una o más de 
las secuencias de nucleótidos descritas en el presente documento. Estas construcciones recombinantes se usan en 
relación con un vector, tal como un plásmido, fagémido, fago o vector viral, en el que se inserta una molécula de ADN 
que codifica cualquier anticuerpo desvelado. 
 5 
Los anticuerpos monoclonales se producen usando cualquier método que produce moléculas de anticuerpo por líneas 
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), págs. 51-63. 10 
 
La invención además proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un anticuerpo o un inmunógeno 
como se describe en el presente documento y un vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Estas 
composiciones farmacéuticas pueden administrarse de acuerdo con la presente invención como una inyección en 
embolada o infusión o por infusión continua. En la técnica son bien conocidos vehículos farmacéuticos adecuados para 15 
facilitar dichos medios de administración. 
 
Los vehículos farmacéuticamente aceptables generalmente incluyen todos y cada uno de los disolventes adecuados, 
medios de dispersión, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos y de retraso de la 
absorción, y similares que sean fisiológicamente compatibles con un anticuerpo o composición relacionada o 20 
combinación proporcionada por la invención. Otros ejemplos de vehículos farmacéuticamente aceptables incluyen 
agua estéril, suero salino, solución salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol, y similares, así como 
combinaciones de cualquiera de los mismos. 
 
En un aspecto similar, un anticuerpo puede combinarse con uno o más vehículos apropiados para una vía de 25 
administración deseada, los anticuerpos pueden, por ejemplo, mezclarse con cualquiera de lactosa, sacarosa, 
almidón, ésteres de celulosa de ácidos alcanoicos, ácido esteárico, talco, estearato de magnesio, óxido de magnesio, 
sales de sodio y calcio de ácido fosfórico y sulfúrico, goma arábiga, gelatina, alginato de sodio, polivinilpirrolidona, 
alcohol polivinílico, y opcionalmente además comprimirse o encapsularse para la administración convencional. Como 
alternativa, un anticuerpo puede disolverse en solución salina, agua, polietilenglicol, propilenglicol, soluciones 30 
coloidales de carboximetil celulosa, etanol, aceite de maíz, aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodón, aceite 
de sésamo, goma de tragacanto, y/o diversos tampones. Otros vehículos, adyuvantes, y modos de administración son 
bien conocidos en las técnicas farmacéuticas. Un vehículo puede incluir un material de liberación 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. 35 
 
En la técnica se conocen otros vehículos farmacéuticamente aceptables y se describen en, por ejemplo, 
REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES. Las formulaciones líquidas pueden ser soluciones, emulsiones o 
suspensiones y pueden incluir excipientes tales como agentes de suspensión, solubilizantes, tensioactivos, 
conservantes, y agentes quelantes. 40 
 
Se contemplan composiciones farmacéuticas en las que se formulan un anticuerpo o inmunógeno de la presente 
invención y uno o más agentes terapéuticamente activos. Las formulaciones estables del anticuerpo o inmunógeno de 
la presente invención se preparan para el almacenamiento mezclando dicha inmunoglobulina que tiene el grado 
deseado de pureza con vehículos farmacéuticamente aceptables opcionales, excipientes o estabilizantes, en forma de 45 
formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Las formulaciones que se van a usar para la administración in vivo 
son, específicamente, estériles, preferentemente en forma de una solución acuosa estéril. Esto se consigue fácilmente 
mediante filtración a través de membranas de filtración 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 microcápsulas. 50 
 
La administración de la composición farmacéutica que comprende un anticuerpo o inmunógeno de la presente inven-
ción, puede realizarse de varios modos, incluyendo por vía oral, subcutánea, intravenosa, intranasal, intraótica, 
transdérmica, mucosa, por vía tópica, por ejemplo, geles, salvas, lociones, cremas, etc., por vía intraperitoneal, por vía 
intramuscular, por vía intrapulmonar, por ejemplo, empleando una tecnología inhalable o sistemas de liberación 55 
pulmonar, por vía vaginal, por vía parenteral, por vía rectal, o intraocular. 
 
Las formulaciones ejemplares usadas para administración parenteral incluyen las adecuadas para inyección 
subcutánea, intramuscular o intravenosa tales como, por ejemplo, una solución estéril, emulsión o suspensión. 
 60 
En una realización, el anticuerpo o inmunógeno de la presente invención es el único agente terapéuticamente activo 
administrado a un sujeto, por ejemplo, como una monoterapia para modificar o prevenir la enfermedad. 
 
Como alternativa, el anticuerpo o inmunógeno de la presente invención se administra en combinación con uno o más 
agentes terapéuticos o profilácticos distintos, incluyendo, pero sin limitación, tratamientos convencionales, por ejemplo 65 
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antibióticos, inhibidores de la inflamación esteroideos y no esteroideos, y/u otra terapia basada en anticuerpos, por 
ejemplo, empleando agentes antibacterianos o antiinflamatorios. 
 
Una terapia de combinación emplea particularmente un régimen convencional, por ejemplo, como el usado para tratar 
la infección por MRSA. Este puede incluir antibióticos, por ejemplo, tigeciclina, linezolida, meticilina y/o vancomicina. 5 
 
En una terapia combinada, el anticuerpo puede administrarse como una mezcla, o concomitantemente con uno o más 
regímenes terapéuticos distintos, por ejemplo, antes, simultáneamente o después de la terapia concomitante. 
 
En algunos casos, la administración profiláctica de inmunógenos puede emplear una vacuna que comprende el 10 
inmunógeno de la presente invención, es decir, una vacuna monovalente. Sin embargo, puede usarse una vacuna 
multivalente que comprende diferentes inmunógenos para inducir una respuesta inmunitaria contra el mismo o 
diferentes patógenos diana. 
 
Las propiedades biológicas del anticuerpo, el inmunógeno o las preparaciones farmacéuticas respectivas de la 15 
invención puede caracterizarse ex vivo en experimentos en células, tejidos y organismos enteros. Como se conoce en 
la técnica, los fármacos 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 fármaco para el tratamiento contra una enfermedad 
o modelo de enfermedad, o para medir la farmacocinética de un fármaco, la farmacodinámica, la toxicidad, y otras 
propiedades. Se puede hacer referencia a los animales como modelos de enfermedad. A menudo, los agentes 20 
terapéuticos se prueban en ratones, incluyendo, entre otros, ratones atímicos, ratones SCID, ratones con xenoinjertos, 
y ratones transgénicos (incluyendo activados e inactivados). Dicha experimentación puede proporcionar datos 
significativos para la determinación del potencial del anticuerpo a usar como agente terapéutico o profiláctico con la 
semivida, función efectora, actividad de neutralización cruzada y/o respuesta inmunitaria tras una inmunoterapia activa 
o pasiva, adecuadas. Cualquier organismo, preferentemente mamíferos, se puede usar para las pruebas. Por ejemplo, 25 
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 farmacodinámica, la 
semivida, u otra propiedad del agente o composición objeto de la invención. Finalmente se requieren pruebas en seres 
humanos para la aprobación como fármacos y, por tanto, por supuesto, se contemplan estos experimentos. Por lo 
tanto, el anticuerpo, inmunógeno y composiciones farmacéuticas respectivas de la presente invención pueden 30 
probarse en seres humanos para determinar su eficacia terapéutica o profiláctica, la toxicidad, la inmunogenicidad, la 
farmacocinética, y/u otras propiedades clínicas. 
 
La invención también proporciona el anticuerpo objeto de la presente invención para fines de diagnóstico, por ejemplo, 
para su uso en métodos para detectar y determinar cuantitativamente la concentración de una toxina o anticuerpo 35 
como inmunorreactivo o diana en una muestra de fluido biológico. 
 
La invención también proporciona métodos para detectar el nivel de toxinas o infección por S. aureus en una muestra 
biológica, tal como un fluido corporal, que comprenden la etapa de poner en contacto la muestra con un anticuerpo de 
la invención. El anticuerpo de la invención puede emplearse en cualquier método de ensayo conocido, tales como 40 
ensayos de unión competitiva, ensayos de tipo sándwich directos e indirectos, ensayos de inmunoprecipitación y 
ensayos de inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA). 
 
Un fluido corporal como se usa de acuerdo con la presente invención incluye muestras biológicas de un sujeto, tales 
como extracto de tejido, orina, sangre, suero, deposiciones y flemas. 45 
 
En una realización, el método comprende poner en contacto un soporte sólido con un exceso de un cierto tipo de 
fragmento de anticuerpo que forma específicamente un complejo con una diana, tal como al menos una de las toxinas 
a las que se dirige el anticuerpo de la invención, en condiciones que permitan que el anticuerpo se una a la superficie 
del soporte sólido. El soporte sólido resultante al que se une el anticuerpo después se pone en contacto con una 50 
muestra de fluido biológico de manera que la diana presente en el fluido biológico 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 formación 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 concentración de la diana en la muestra de fluido 55 
biológico. 
 
Para aplicaciones particulares, el anticuerpo de la invención se conjuga con un marcador o molécula indicadora, 
seleccionada del grupo que consiste en moléculas orgánicas, marcadores enzimáticos, marcadores radiactivos, 
marcadores coloreados, marcadores fluorescentes, marcadores cromogénicos, marcadores luminiscentes, haptenos, 60 
digoxigenina, biotina, complejos metálicos, 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 diagnóstico. 
por ejemplo, para diagnosticar una infección por S. aureus a patologías asociadas con dicha infección. 
 
El anticuerpo de la invención se puede conjugar con otras moléculas que permiten la simple detección de dicho 65 
conjugado en, por ejemplo, ensayos de unión (p. ej., ELISA) y estudios de unión. 
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Otro aspecto de la presente invención proporciona un kit que comprende un anticuerpo, que puede incluir, además de 
uno o más anticuerpos, diversos agentes de diagnóstico o terapéuticos. Un kit también puede incluir instrucciones para 
su uso en un método de diagnóstico 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 biológica con fines 5 
de diagnóstico, tal como para separar una célula y/o fracción que contiene proteína antes de determinar la toxina o 
toxinas respectivas para diagnosticar una enfermedad. Ventajosamente, dicho kit incluye un anticuerpo y un agente o 
reactivo de diagnóstico que puede usarse en uno o más de los diversos métodos de diagnóstico descritos en el 
presente documento. En otra realización preferida, el kit incluye un anticuerpo, por ejemplo, en forma liofilizada, en 
combinación con uno o más vehículos farmacéuticamente aceptables que pueden mezclarse antes del uso para 10 
formar una composición detectable para la administración en un futuro cercano. 
 
El anticuerpo denominado #AB-24 (también denominado en el presente documento #9028), específicamente la 
cadena ligera y/o la cadena pesada del anticuerpo, se caracteriza además por el material biológico depositado en la 
DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Mascheroder Weg 1b / Inhoffenstraße 7B, 38124 15 
Braunschweig (DE) con los números de registro indicados en el presente documento. 
 
DSM 26747 es una célula hospedadora E. coli transformada con un plásmido 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 deposición: 
8 de enero, 2013; depositador: Arsanis Biosciences GmbH, Vienna, Austria. 20 
 
DSM 26748 es una célula hospedadora E. coli transformada con un plásmido 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 deposición: 8 
de enero, 2013; depositador: Arsanis Biosciences GmbH, Vienna, Austria. 
 25 
La materia objeto de las siguientes definiciones se considera una realización como se describe en el presente 
documento: 

 
1. Un anticuerpo con neutralización cruzada que neutraliza la toxina alfa (HIa) y al menos una de las toxinas de 
dos componentes de Staphylococcus aureus, donde el anticuerpo comprende al menos un sitio de unión 30 
poliespecífico 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 definición 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 35 
tipo PVL, preferentemente cualquiera de HlgAB, HlgCB, LukSF, LukED, LukGH, LukS-HlgB, LukSD, HlgA-LukD, 
HlgA-LukF, LukG-HlgA, LukEF, LukE-HlgB, HlgC-LukD o HlgC-LukF. 
 
3. Anticuerpo de acuerdo con la definición 1 o 2, en el que dicho sitio de unión se une a al menos dos o al menos 
tres toxinas de dos componentes, preferentemente a al menos dos o tres de cualquiera de HlgAB, HlgCB, LukSF y 40 
LukED, preferentemente HlgAB, HlgCB, LukSF y LukED. 
 
4. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 3, en el que dicho sitio de unión es un sitio de 
unión de CDR, preferentemente que comprende las secuencias de CDR de un sitio de unión de VH y/o VL. 
 45 
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 unión, 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. 50 
 
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 10-8 M, preferentemente menor de 10-9 M. 
 
7. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 6, que presenta potencia de neutralización in 55 
vitro en un ensayo basado en células con un valor de CI50 en relación de mAb:toxina (mol/mol) menor de 50:1, 
preferentemente menor de 10:1, y más 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 neumonía, bacteremia o septicemia, 60 
peritonitis y osteomielitis. 
 
9. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 8, donde el anticuerpo se une al mismo epítopo 
que un anticuerpo denominado #AB-24. 
 65 
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10. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 9, donde el anticuerpo comprende el mismo sitio 
de unión 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 número de depósito DSM 26747 y/o DSM 5 
26748, o una variante funcionalmente activa del mismo. 
 
12. Anticuerpo de acuerdo con la definición 11, que comprende 

(a) una cadena ligera de anticuerpo producida por una célula hospedadora depositada con el número de 
depósito DSM 26748; y/o 10 

(b) una cadena pesada de anticuerpo producida por una célula hospedadora depositada con el número de 
depósito DSM 26747; 

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

13. Un plásmido que comprende una secuencia de nucleótidos 15 
 

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

- que codifica una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-HC incluida en una célula hospedadora 
depositada con el número de depósito DSM 26747. 20 

 
14. Un casete de expresión 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 expresión o secuencia codificante del plásmido de acuerdo con la definición 13. 
 25 
15. Método para producir un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12, en el que una célula 
hospedadora se transforma con el plásmido de la definición 13 o el casete de expresión de acuerdo con la 
definición 14. 
 
16. Una célula hospedadora que comprende el plásmido de acuerdo con la definición 13 o el casete de expresión 30 
de acuerdo con la definición 14. 
 
17. La célula hospedadora de acuerdo con la definición 16, que está depositada con el número de depósito DSM 
26747 o DSM 26748. 
 35 
18. Método para producir un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12, en el que una célula 
hospedadora de acuerdo con la definición 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: 40 

 
(a) proporcionar una muestra que contiene un anticuerpo o célula productora de anticuerpos; y 
(b) evaluar la unión de un anticuerpo presente en o producido por la muestra con un epítopo reconocido por el 

anticuerpo denominado #AB-24, donde una reacción positiva entre el anticuerpo y el epítopo identifica al 
anticuerpo como un anticuerpo protector candidato. 45 

 
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 unión de un anticuerpo presente en o producido por la muestra a la toxina alfa y a al menos una 50 
toxina de dos componentes de Staphylococcus aureus, donde una reacción 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 

 55 
(a) proporcionar un anticuerpo protector candidato identificado de acuerdo con la definición 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 unión de epítopo que el anticuerpo protector candidato. 

 
22. Un método para producir un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12, que comprende 60 

 
(a) inmunizar a un animal no humano con un epítopo reconocido por el anticuerpo denominado #AB-24; 
(b) formar líneas celulares inmortalizadas a partir de los linfocitos B aislados; 
(c) explorar las líneas celulares obtenidas en b) para identificar una línea celular que produce un anticuerpo 
monoclonal que se una al epítopo; y 65 
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(d) producir el anticuerpo monoclonal, o una forma humanizada o humana del anticuerpo, o un derivado del 
mismo con la misma especificidad de unión a epítopo que el anticuerpo monoclonal. 

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

 5 
(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 líneas celulares inmortalizadas a partir de los linfocitos B aislados; 
(c) explorar las líneas celulares para identificar una línea 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 10 
(d) producir el anticuerpo monoclonal, o una forma humanizada o humana del anticuerpo, o un derivado del 
mismo con la misma especificidad de unión a epítopo 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 infección por S. aureus, que comprende administrar al sujeto una cantidad 15 
eficaz del anticuerpo para limitar la infección en el sujeto, para mejorar un estado patológico debido a dicha 
infección o para inhibir la patogénesis de la neumonía por S. aureus. 
 
25. Anticuerpo para su uso de acuerdo con la definición 25, para proteger contra infecciones por S. aureus. 
 20 
26. Anticuerpo para su uso de acuerdo con la definición 24 o 25, donde el anticuerpo se administra en una 
formulación parenteral o para la administración en la mucosa. 
 
27. Preparación farmacéutica de un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12, que 
comprende preferentemente una formulación parenteral o para la administración en la mucosa, que contiene 25 
opcionalmente un vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable. 
 
28. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12, para uso diagnóstico para detectar cualquier 
infección por S. aureus, incluyendo infecciones por SARM (S. aureus resistente a meticilina) que produce un alto 
nivel de toxinas, tales como neumonía necrotizante, y la producción de toxinas en furunculosis y carbunculosis. 30 
 
29. Anticuerpo para su uso de acuerdo con la definición 28, en el que se determina una infección sistémica con S. 
aureus en un sujeto ex vivo poniendo en contacto una muestra de fluido corporal de dicho sujeto con el anticuerpo, 
determinándose la infección por una reacción inmunitaria específica del sujeto. 
 35 
30. Preparación de diagnóstico 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 diagnóstico adicional con un marcador. 
 
31. Epítopo conformacional aislado reconocido por un anticuerpo denominado #AB-24. 
 40 
32. Un inmunógeno que comprende: 

 
(a) un epítopo de acuerdo con la definición 31; 
(b) opcionalmente otros epítopos no asociados de forma nativa con dicho epítopo de (a); e 
(c) un vehículo. 45 

 
33. Inmunógeno de acuerdo con la definición 32, donde dicho vehículo es un vehículo farmacéuticamente 
aceptable, que comprende preferentemente sustancias tampón y/o coadyuvantes. 
 
34. Inmunógeno de acuerdo con la definición 32 o 33, en una formulación de vacuna, preferentemente para uso 50 
parenteral. 
 
35. Inmunógeno de acuerdo con cualquiera de las definiciones 32 a 34, para su uso en el tratamiento de un sujeto 
mediante la administración de una cantidad eficaz de dicho inmunógeno para proteger al sujeto de una infección 
por S. aureus, para prevenir un estado patológico debido a dicha infección o para inhibir la patogénesis de la 55 
neumonía por S. aureus. 
 
36. Inmunógeno de acuerdo con la definición 35, paya inducir una respuesta inmunitaria protectora. 
 
37. Ácido nucleico aislado que codifica un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las definiciones 1 a 12 o un 60 
epítopo de acuerdo con la definición 31. 

 
La descripción anterior se entenderá más completamente con referencia a los ejemplos siguientes. Dichos ejemplos 
son, sin embargo, meramente representativos de los métodos de la práctica de una o más realizaciones de la presente 
invención y no deben interpretarse como limitantes del alcance de la invención. 65 
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EJEMPLOS 
 
Ejemplo 1: Generación de toxinas recombinantes 
 
Diez toxinas de S-aureus - Hla, LukF, LukD, LukS, LukE, HlgA, HlgC, HlgB, LukG y LukH - se produjeron de manera 5 
recombinante en E. coli (BL21, Rosetta o Tuner DE3) (Fig. 1). Se optimizaron los codones de los genes de las toxinas 
para las proteínas maduras (determinado usando SignalP 4.1 Server; http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para la 
expresión en E. coli y se generaron por síntesis de péptidos basándose en secuencias genómicas publicadas de las 
cepas de Staphylococcus aureus USA300_TCH1516, MRSA252 y MSHR1314 (Sec lD 1 a 28, Fig. 9. Todas las 
toxinas, excepto LukG y LukH, se expresaron en forma soluble con un marcador NusA/His6 N-terminal que se retiró 10 
proteolíticamente. La purificación consistió típicamente en tres etapas cromatográficas 1) IMAC (Columna de afinidad 
con metal inmovilizado) 2) intercambio catiónico o IMAC, y 3) cromatografía de exclusión molecular. LukG y LukH se 
expresaron sin marcadores en forma soluble, las proteínas se replegaron en cuerpos de inclusión y se purificaron; la 
purificación consistía en dos etapas en la columna de exclusión molecular en el caso de LukH y una etapa de 
intercambio catiónico y una de intercambio aniónico a pH 10,2 - 11,0 en el caso de LukG. 15 
 
Las proteínas se ensayaron para determinar su pureza (por SDS-PAGE) y estado monomérico (por exclusión 
molecular) y su secuencia secundaria (determinada por dicroismo circular) se comparó con los datos bibliográficos, 
cuando estaban disponibles. Todas las proteínas se marcaron con el reactivo que reacciona con el grupo amino 
Sulfo-NHS-LC biotina. 20 
 
Ejemplo 2: Selección de anticuerpos monoclonales humanos que se unen a toxinas 
 
Se seleccionaron anticuerpos que se unían a toxinas mediante bibliotecas de presentación en superficie desarrolladas 
de acuerdo con los documentos W02009/036379A2, W02012009568 y W02010105256. Las moléculas de toxina se 25 
expresaron como proteínas 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 exposición a las toxinas de ratones como se describe en el Ejemplo 3. 
 
Se incubó una biblioteca de células de levadura modificadas por ingeniería genética para expresar anticuerpos IgG1 30 
humanos de longitud completa con una diversidad de aproximadamente 109-10 con toxinas marcadas con biotina a 
diferentes concentraciones. Se aislaron células de levadura que expresaban anticuerpos con la capacidad de unión a 
las toxinas por selección con perlas magnéticas y clasificación de células activadas por fluorescencia (FACS) em-
pleando reactivos secundarios de estreptavidina en varias vueltas de selección sucesivas (hasta cinco). Después se 
produjeron anticuerpos por los clones de levadura seleccionados y se purificaron por cromatografía de afinidad de 35 
Proteína A. La unión de mAb solubles individuales a las diferentes toxinas se confirmó por mediciones de 
interferometría usando un instrumento ForteBio Octet Red [Pall Life Sciences]; el antígeno biotinilado o el anticuerpo 
se inmovilizó en el sensor y se midió la asociación y disociación del fragmento de anticuerpo Fab o del antígeno, 
respectivamente (típicamente 200 nM), en solución. Las afinidades (valores de Kd) se calcularon basándose en los 
parámetros cinéticos medidos (kon y koff) 40 
 
Ejemplo 3: Identificación de mAb humanos capaces de neutralizar múltiples exotoxinas de estafilococos. 
 
En primer lugar, se ensayaron 12 MaB de unión a Hla con secuencias de CDR especiales con respecto a la 
neutralización de Hla en dos ensayo in vitro diferentes usando glóbulos rojos de conejo o la línea de células epiteliales 45 
de pulmón humanas A549. Para el ensayo de inhibición de la toxina con células epiteliales de pulmón humanas (A549, 
HPACC #86012804), las células se tripsinizaron y se cultivaron el día 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 dilución separada y se mezclaron con 50 
hemolisina alfa (Hla) purificada del sobrenadante de cultivo bacteriano a una concentración fija [3,03 nM]. Después de 
una etapa de preincubación de 1 hora a temperatura ambiente, se desechó el medio de siembra en células A549 
adherentes y se reemplazó por la mezcla de mAb-toxina. Las células se intoxicaron durante 6 horas a 37°C +5% de 
CO2 y después se midió 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 55 
viabilidad se calculó con respecto a controles tratados de forma simulada. El % de inhibición de la actividad de la toxina 
se calculó utilizando la siguiente fórmula: 
 

% de inhibición = [(toxina de viabilidad solo - actividad inhibida)/(toxina de viabilidad solo)]x100 
 60 
Para la inhibición de la hemolisis de glóbulos rojos de conejo, se obtuvo EDTA-glóbulos rojos de conejo a partir de 
conejos blancos New Zealand (Preclinics GmbH, Alemania). La sangre se diluyó 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 centrifugación a 680 x g (TA, sin freno) se 
retiraron las plaquetas, el plasma, las PBMC (células mononucleares de sangre periférica) y el Ficoll por aspiración y 65 
se desecharon. El sedimento de glóbulos rojos restante se lavó dos veces en 40 ml de PBS sin Ca/Mg (centrifugación 
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680 x g, TA, sin freno) y finalmente se resuspendió en 20 ml de PBS sin Ca/Mg. La integridad y el número de eritrocitos 
se determinaron en un hemocitómetro convencional. Para los ensayos de neutralización con anticuerpos 
monoclonales, los anticuerpos se diluyeron en serie en PBS y se mezclaron con hemolisina alfa a una concentración 
fija [12,12 nM]. El ensayo de hemolisis se inició después de una etapa de preincubación de 1 hora para permitir la 
unión al anticuerpo-toxina. Se añadieron 5 x 107 glóbulos rojos de conejo diluidos en PBS sin Ca/Mg por pocillo. El % 5 
de inhibición de actividad de la toxina se calculó usando la siguiente fórmula: 
 

% de inhibición = [(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 10 
potentes a débilmente neutralizadoras (Fig. 2). Estos 7 anticuerpos tenían afinidades que variaban de Kd= 9 - > 300 
nM (medido por ForteBio [Pall Life Sciences]) y una potencia de neutralización fuertemente correlacionada con la 
afinidad. 
 
Las secuencias de CDR de estos 7 mAb se usaron para generar una primera serie de bibliotecas de maduración de 15 
afinidad que se ensayaron de nuevo con Hla (concentración menor que la usada para la selección de biblioteca virgen) 
para seleccionar anticuerpos de descendencia de mayor afinidad. La descendencia de mayor afinidad de cada linaje 
se sometió adicionalmente a maduración de afinidad por una segunda serie de maduración de afinidad. Los 42 mAb 
resultantes de los 7 linajes tenían aumentos de hasta 10.000 veces en afinidad y potencia de neutralización. Muchos 
mAb alcanzaron la medida del límite de afinidad incluso con un método MSD altamente sensible usando un 20 
instrumento Sector Imager 2400 (Meso Scale Discovery). Típicamente, se incubó una concentración 20 pM de 
antígeno biotinilado con Fab o IgG, a diversas concentraciones, durante 16 h a temperatura ambiente, y el antígeno no 
unido se capturó en IgG inmovilizada; un gráfico de antígeno no unido frente a la concentración de Fab o IgG 
proporciona la constante de disociación, Kd.] (Kd 4 pM, Fig. 3) y la mayoría de ellos también alcanzaron el límite teórico 
de los ensayos de neutralización in vitro con valores de CI50 de 0,25 expresados como relación de mAb a toxina (1:4) 25 
(Fig. 4). 
 
Ejemplo 4: Ensayo para determinar la potencia de neutralización 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 30 
componentes reveló una sola descendencia derivada del clon virgen con neutralización más débil que presentaba 
afinidades de unión en el intervalo picomolar a Hla, HlgB y LukF, y en el intervalo nM de un solo dígito en el caso de 
LukD. Fig. 5. La unión a estas toxinas relacionadas de forma distante dio como resultado una neutralización muy 
potente de las toxinas de dos componentes correspondientes HlgB-HlgC, HlgB-HlgA, LukSF (PVL) y LukED (Fig. 6). 
 35 
El mismo mAb con amplia neutralización cruzada (#AB-24) se identificó a partir de las bibliotecas de levadura con 
exploración alterna con Hla y componentes R. 
 
El potencial de neutralización del linaje #7667 contra Hla se determinó en células A549 (Fig. 6A) y en glóbulos rojos de 
conejo como se describe en el Ejemplo 3. Todos los mAb de este linaje podían inhibir la actividad de la hemolisina alfa. 40 
La potencia estaba bien correlacionada con el estado de maduración. Aunque la actividad de neutralización más débil 
se observó con el clon virgen #7667, la máxima protección se vio con los clones #9024, #AB-24, #9029 y #9030, que 
se generaron usando una segunda serie de bibliotecas de maduración de afinidad. El clon de mAb #8268, generado 
por maduración empleando la primera biblioteca de maduración de afinidad, presentó una actividad de neutralización 
intermedia. 45 
 
La actividad de neutralización cruzada contra las toxinas de dos componentes LukE-LukD, HlgB-HlgC y LukS-LukF se 
evaluó en un ensayo de viabilidad con neutrófilos humanos (Fig. 6). Para este fin, se aislaron neutrófilos de sangre 
entera humana recién extraída, obtenida del Red Cross (heparinizada) u obtenida por punción venosa de voluntarios 
sanos normales en tubos vacutainer K-EDTA (BD, Estados Unidos). Para agregar los eritrocitos, se añadió 1 parte de 50 
solución HetaSep (Stem Cell Technologies, Francia) a 5 partes de sangre, se mezcló y se incubó a 37°C hasta que la 
interfase de plasma/eritrocitos fue aproximadamente un 50% del volumen total. La capa de plasma enriquecida en 
leucocitos se depositó cuidadosamente sobre un gradiente de Percoll de dos etapas (73% y 63% de Percoll Plus 
diluido en HBSS, GE Healthcare) y se centrifugó a 680 x g, TA, 30 min, sin freno. La primera y segunda capa del 
gradiente después de la centrifugación (principalmente suero y monocitos) se retiró por aspiración. Se recogieron 55 
neutrófilos de la segunda capa opaca y se lavaron dos veces en 50 ml de HBSS (Gibco, Estados Unidos) + Glucosa 10 
mM. El número de células viables se contó usando exclusión de colorante azul tripán en un hemocitómetro. El método 
de aislamiento descrito normalmente produjo 1-5 x 108 neutrófilos 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 neutrófilos). Los anticuerpos monoclonales se 60 
diluyeron en serie en medio de neutrófilos y se mezclaron con toxinas a una concentración fija que redujo la viabilidad 
celular > 95% [2,94 nM para LukS-LukF y HlgC-HlgB, 7,35 nM para LukE-LukD]. El ensayo de viabilidad se inició 
después de una etapa de preincubación de 1 hora para permitir la unión de anticuerpo-toxina. se añadieron 25.000 
células por pocillo y la reacción se incubó durante 4 horas a 37°C, + CO2 al 5%. Después se examinó la viabilidad de 
PMN usando un kit disponible en el mercado (Ensayo de Viabilidad de Células Luminiscentes Cell Titer-Glo®; 65 
Promega, Estados Unidos) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El % de viabilidad se calculó con respecto 
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a controles tratados de forma simulada. El % de inhibición de actividad de la toxina se calculó usando la siguiente 
fórmula: % de inhibición = [(viabilidad de toxina solo - actividad inhibida) / (viabilidad de toxina solo)] x 100. Se 
incluyeron los siguientes mAb de control: #8247 (mAb monoespecífico para Hla procedente de otro linaje (#7660)), 
#8207 (mAb monoespecífico para LukD en ensayo de LukE-LukD), #8210 (mAb monoespecífico para LukF en ensayo 
de LukS-LukF), #8182 (mAb monoespecífico para HlgB en ensayo de HlgC-HlgB) y #7335 (mAb de control negativo 5 
generado contra lisozima de huevo de gallina en todos los ensayos). 
 
Aunque el mAb virgen #7667 y los mAb de la descendencia #8268, generados por maduración usando la primera 
biblioteca de maduración 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 maduración usando la 10 
segunda biblioteca de maduración de afinidad, resultó ser un potente inhibidor de LukE-LukD, HlgC-HlgB y LukS-LukF 
en neutrófilos 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 maduración de afinidad no pudieron 
neutralizar de forma cruzada las tres toxinas de dos componentes en este ensayo. Sin embargo, se observó que #9029 
tenía una potencia comparable a #AB-24 en la neutralización de LukE-LukD. Los resultados de los ensayos de 15 
neutralización in vitro estuvieron de acuerdo con las mediciones de kD de ForteBio, donde #AB-24 mostró unión a Hla 
x HlgB x LukD x LukF, y se observó que #9029 se unía a Hla x LukD. 
 
Ejemplo 5: Ensayo para determinar la actividad biológica 
 20 
La potencia in vitro resultó ser predictiva de la eficacia in vivo. El tratamiento de ratones con los mAb #AB-24 les 
protegía muy bien frente a la exposición letal a toxinas Hla o HlgAB (Fig. 7). El potencial de neutralización cruzada in 
vivo del mAb #AB-24 se ensayó en diversos modelos de ratón. En estudios piloto, la concentración letal mínima de las 
toxinas purificadas de interés se determinó mediante la administración de diluciones seriadas y la posterior supervisión 
de la supervivencia durante 14 días. En el caso de la instilación nasal de Hla, se observó que la dosis letal mínima era 25 
0,32 mg/ratón. Después de la inyección intravenosa de diversas dosis de HlgAB, se determinó una dosis letal mínima 
de 0,375 mg (de los dos componentes). 
 
Basándose en estos resultados, en los experimentos de exposición que pretendían ensayar la capacidad protectora de 
la inmunización pasiva por mAb, se usaron las siguientes dosis de exposición: 0,4 mg para Hla aplicado por vía 30 
intranasal, y 0,5 mg para cada componente de HlgAB administrados por vía intravenosa. 
 
La inmunización pasiva con mAb #AB-24 se realizó por vía intraperitoneal 4 h (exposición a Hla) o 24 h (exposición a 
HlgAB) antes de la exposición 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 específico de isotipo 35 
correspondiente. Después de la exposición a toxinas purificadas, se supervisó la letalidad de los ratones durante 7 
días. 
 
En la Fig. 7 se representa el resultado del experimento de exposición a Hla. Los ratones de control LI sucumbieron a la 
exposición a la toxina dentro de un periodo de 24 h, mientras que el mAb #AB-24 proporcionó una protección 40 
significativa repetidamente a la dosis de 100 mg de mAb/ratón (60-100%). El mismo anticuerpo también protegió a los 
ratones de la exposición letal a HlgAB y rescató el 80% y el 40% de los ratones a dosis de 200 y 50 mg/ratón, 
respectivamente. 
 
Estos experimentos probaron el potencial de reacción cruzada de #AB-24 para las dos citotoxinas más importantes de 45 
estafilococos que están relacionadas estructuralmente, sin embargo, estas dos toxinas solo están relacionadas de 
forma muy distante a nivel de la secuencia de aminoácidos primaria (identidad de aminoácidos del 27%). 
 
Ejemplo 6: Ensayo para determinar la competición de mAb Hla 
 50 
La competición entre los mAb Hla se estudió por interferometría (Forte-Bio). En una situación típica, se inmovilizó Hla 
[5 mg/ml en tampón (PBS más BSA al 0,1 %)] en sensores de Estreptavidina (Pall Life Sciences). Los sensores 
después se trataron con el anticuerpo primario (o tampón solo), seguido del anticuerpo secundario (10 mg/ml de cada 
uno), típicamente durante 10 min cada uno; (la condición de tampón solo dio la respuesta correspondiente a una unión 
del 100% del anticuerpo secundario a Hla). Se calculó el porcentaje de inhibición de unión al anticuerpo secundario, 55 
para cada anticuerpo primario (Figura 8). 
 
Para los tres anticuerpos mostrados en la Figura 8, la auto-inhibición varió del 81 al 91%, mientras que la inhibición 
entre diferentes anticuerpos varió del 30 al 76%. Para el fin de una diferenciación fina entre anticuerpos, y basándose 
en los datos con anticuerpos de Hla adicionales, en este estudio se estableció un límite de inhibición del 80%. Por lo 60 
tanto, se consideró que cualquier anticuerpo que es capaz de inhibir la unión del segundo anticuerpo en un 80% 
compite con dicho anticuerpo secundario, mientras que si la inhibición cae por debajo del 80%, los anticuerpos no son 
suficientemente competitivos. 
 

65 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un anticuerpo con neutralización cruzada que neutraliza la toxina alfa (HIa) y al menos una de las toxinas de dos 
componentes de Staphylococcus aureus, donde el anticuerpo comprende al menos un sitio de unión poliespecífico que 
se une a la toxina alfa (Hla) y que se une a al menos una de las toxinas de dos componentes de Staphylococcus 5 
aureus. 
 
2. Anticuerpo de acuerdo con la reivindicación 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 HlgAB, HlgCB, LukSF, LukED, LukGH, LukS-HlgB, LukSD, HlgA-LukD, 10 
HlgA-LukF, LukG-HlgA, LukEF, LukE-HlgB, HlgC-LukD o HlgC-LukF. 
 
3. Anticuerpo de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en el que dicho sitio de unión se une a al menos dos o al menos 
tres toxinas de dos componentes, preferentemente a al menos dos o tres de cualquiera de HlgAB, HlgCB, LukSF y 
LukED, preferentemente HlgAB, HlgCB, LukSF y LukED. 15 
 
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 unión, preferentemente, que tiene una afinidad para unirse a cada una de las toxinas con una Kd menor de 10-8 

M, preferentemente menor de 10-9 M. 20 
 
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 

 
(a) una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-LC cuya secuencia codificante está incluida en la célula 25 
hospedadora depositada con el número de depósito DSM 26748; e 
(b) una cadena pesada de anticuerpo denominada #AB-24-HC cuya secuencia codificante está incluida en la 
célula hospedadora depositada con el número de depósito DSM 26747. 

 
6. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el anticuerpo comprende 30 

 
(a) una cadena ligera de anticuerpo producida por una célula hospedadora depositada con el número de depósito 
DSM 26748; e 
(b) una cadena pesada de anticuerpo producida por una célula hospedadora depositada con el número de 
depósito DSM 26747; 35 

 
7. Una célula hospedadora que comprende 

 
(a) un casete de expresión que codifica una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-LC, estando dicha 
secuencia codificante incluida en la célula hospedadora depositada con el número de depósito DSM 26748; y 40 
(b) un casete de expresión que codifica una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-HC, estando dicha 
secuencia codificante incluida en la célula hospedadora depositada con el número de depósito 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 realización 7 se cultiva o se mantiene en condiciones para producir dicho anticuerpo. 45 
 
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 competición cruzada de un anticuerpo presente en o producido por la muestra, denominándose el 50 
anticuerpo #AB-24, por la unión a la toxina alfa y a al menos una toxina de dos componentes de Staphylococcus 
aureus, donde la competición 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 55 
célula hospedadora depositada con el número de depósito DSM 26748; y 
ii) una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-HC, estando dicha secuencia codificante incluida en la 
célula hospedadora depositada con el número de depósito DSM 26747. 

 
10. Un método para identificar un anticuerpo protector candidato, que comprende: 60 

 
(a) proporcionar una muestra que contiene un anticuerpo o célula productora de anticuerpos; y 
(b) evaluar la unión 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 reacción positiva entre el anticuerpo y las toxinas 
identifica al anticuerpo como un anticuerpo protector candidato. 65 
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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 definición 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 unión a la toxina 5 
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 número de depósito DSM 26748; y 10 
ii) una cadena ligera de anticuerpo denominada #AB-24-HC, estando dicha secuencia codificante incluida en la 
célula hospedadora depositada con el número de depósito 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 infección por S. aureus, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz 15 
del anticuerpo para limitar la infección en el sujeto, para mejorar un estado patológico debido a dicha infección o para 
inhibir la patogénesis de la neumonía por S. aureus. 
 
13. Preparación farmacéutica de un anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que 
comprende preferentemente una formulación parenteral o para la administración en la mucosa, que contiene 20 
opcionalmente un vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable. 
 
14. Anticuerpo de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, para uso diagnóstico para detectar cualquier 
infección por S. aureus, incluyendo infecciones por SARM (S. aureus resistente a meticilina) que producen un alto nivel 
de toxinas, tales como neumonía necrotizante, y la producción de toxinas en furunculosis y carbunculosis. 25 
 
15. Preparación de diagnóstico 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 diagnóstico adicional con un marcador. 
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Fig. 9 
 
SEC ID Nº: 1 Secuencia de nucleótidos de Hla 
 

 
 
SEC ID Nº: 2 Secuencia de aminoácidos de Hla 
 

 
 
SEC ID Nº: 3 Secuencia de nucleótidos de LukS  
 

 
 
SEC ID Nº: 4 Secuencia de aminoácidos de LukS 
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Fig. 9 (continuación) 
 
SEC ID Nº: 5 Secuencia de nucleótidos de LukF 
 

 
 
SEC ID Nº: 6 Secuencia de aminoácidos de LukF 
 

 
 
SEC ID Nº: 7 Secuencia de nucleótidos de LukE  
 

 
 
SEC ID Nº: 8 Secuencia de aminoácidos de LukE 
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Fig. 9 (continuación) 
 
SEC ID Nº: 9 Secuencia de nucleótidos de LukD 
 

 
 
SEC ID Nº: 10 Secuencia de aminoácidos de LukD 
 

 
 
SEC ID Nº: 11 Secuencia de nucleótidos de HlgA 
 

 
 
SEC ID Nº: 12 Secuencia de aminoácidos de HlgA 
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Fig. 9 (continuación) 
 
SEC ID Nº: 13 Secuencia de nucleótidos de HlgC 
 

 
 
SEC ID Nº: 14 Secuencia de aminoácidos de HlgC 
 

 
 
SEC ID Nº: 15 Secuencia de nucleótidos de HlgB 
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Fig. 9 (continuación) 
 
SEC ID Nº: 17 Secuencia de nucleótidos de LukH USA300 
 

 
 
SEC ID Nº: 18 Secuencia de aminoácidos de LukH USA300 
 

 
 
SEC ID Nº: 19 Secuencia de nucleótidos de LukG USA300 
 

 
 
SEC ID Nº: 20 Secuencia de aminoácidos de LukG USA300 
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Fig. 9 (continuación) 
 
SEC ID Nº: 21 Secuencia de nucleótidos de LukH MRSA252 
 

 
 
SEC ID Nº: 22 Secuencia de aminoácidos de LukH MRSA252 
 

 
 
SEC ID Nº: 23 Secuencia de aminoácidos de LukG MRSA252 
 

 
 
SEC ID Nº: 24 Secuencia de aminoácidos de LukG MRSA252 
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Fig. 9 (continuación) 
 
SEC ID Nº: 25 Secuencia de nucleótidos de LukH MSHR 
 

 
 
SEC ID Nº: 26 Secuencia de aminoácidos de LukH MSHR 
 

 
 
SEC ID Nº: 27 Secuencia de nucleótidos de LukG MSHR 
 

 
 
SEC ID Nº: 28 Secuencia de aminoácidos de LukG MSHR 
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