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DESCRIPCION
Compuestos de unién especifica a bacterias gram positivas
La presente invencion se refiere a los campos de la biologia, la inmunologia y la medicina.

Los microorganismos gram positivos causan la mayoria de las infecciones sistémicas. Un miembro importante de
estos patbgenos gram-positivos es Staphylococcus aureus (S. aureus). Aproximadamente el 20 % de la poblacion es
un vehiculo a largo plazo de S. aureus. S. aureus. puede causar una gama de enfermedades desde infecciones
menores de la piel, tales como granos, impétigo (también puede ser causado por Streptococcus pyogenes),
flemones, foliculitis, celulitis, forGnculos, carbunclos, sindrome de la piel escaldada y abscesos, hasta enfermedades
potencialmente mortales tales como neumonia, meningitis, osteomielitis, endocarditis, sindrome de shock toéxico
(SST) y septicemia. S. aureus puede infectar todo tipo de 6rganos y tejidos. Las infecciones por S. aureus se
producen en personas inmunocompetentes e inmune comprometidas. Aproximadamente el 50 % de las infecciones
en las unidades de cuidados intensivos de EE. UU. son causadas por este patdégeno. En los Estados Unidos se
notifican trescientas mil infecciones por S.aureus por afio, que dan como resultado 12.000 muertes (véase también
Moran y col., NEMJ 355, 666-674 (2006)).

Un problema de gran importancia es el aumento de la resistencia a los antibiéticos de S. aureus. S. aureus resistente
a la meticilina (SARM) aparecio en la década de 1960. Inicialmente se identificé en entornos de atencién sanitaria.
Sin embargo, SARM parece estar presente entre personas de la comunidad que no han sido hospitalizadas. El
tratamiento de SARM es dificil y costoso, debido a la sensibilidad limitada de SARM a los antibidticos. Sin embargo,
hay muy pocas alternativas de antibiéticos disponibles. La vancomicina se usa a menudo para tratar SARM
resistente a la penicilina. La patente de los EE.UU. n.° 6.939.543 describe un anticuerpo murino contra el acido
lipoteicoico (ALT) que puede unirse a S. aureus. Sobre la base de este anticuerpo murino, se produjo un anticuerpo
recombinante quimérico de ratdbn/humano que contiene dominios constantes de cadena pesada y ligera humanos.
Sin embargo, dicho anticuerpo quimérico de ratén/humano tiene la desventaja de que estan presentes secuencias
murinas, lo que implica el riesgo de efectos secundarios graves cuando se administra a seres humanos.

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar medios y métodos para contrarrestar y/o evitar enfermedades
relacionadas con bacterias gram-positivas. Es un objetivo adicional de la invencién proporcionar compuestos de
uniéon alternativos y/o mejorados contra diversas bacterias gram-positivas, preferentemente especies de
Staphylococcus, mas preferentemente SARM. Es un objetivo adicional de la invencién proporcionar compuestos de
uniéon humanos contra diversas bacterias gram-positivas, preferentemente especies de Staphylococcus, mas
preferentemente SARM.

La presente invencion, como se define en las reivindicaciones, proporciona anticuerpos, partes funcionales de los
mismos que pueden unirse a especies de Staphylococcus en su contexto natural. Por lo tanto, son Utiles para
contrarrestar y/o evitar y/o diagnosticar trastornos relacionados con la presencia de especies de Staphylococcus.
Preferentemente, S. aureus es contrarrestado. En una realizacion particularmente preferente, SARM es
contrarrestado. Otra especie de Staphylococcus preferente que se contrarresta es Staphylococcus epidermidis.

Staphylococcus epidermidis generalmente no es patégeno, pero los pacientes con un sistema inmune comprometido
a menudo estan en riesgo de desarrollar una infeccién. Las infecciones pueden ser adquiridas tanto en el hospital
como en la comunidad, pero representan una mayor amenaza para los pacientes del hospital. Los mas susceptibles
a la infeccion por S. epidermidis son los usuarios de farmacos intravenosos, recién nacidos, ancianos y aquellos que
usan catéteres u otros aparatos artificiales. Las infecciones se asocian con dispositivos intravasculares (valvulas
cardiacas protésicas, derivaciones, etc.) pero también se producen comuinmente en articulaciones protésicas,
catéteres y grandes heridas. Los sintomas incluyen fiebre, dolor de cabeza, cansancio, anorexia y disnea.

En una realizacion preferente, la presente invencién proporciona anticuerpos humanos aislados o recombinantes o
partes funcionales de los mismos

que pueden unirse especificamente a especies de Staphylococcus. Los anticuerpos humanos y las partes
funcionales de acuerdo con la invencion pueden unirse a especies de Staphylococcus en su contexto natural, de
modo que se contrarrestan diversas especies de Staphylococcus tras la administracién de dichos anticuerpos o
partes funcionales de los mismos. Dichos anticuerpos humanos o partes funcionales de los mismos

son por lo tanto particularmente adecuados para el tratamiento o la prevencion de la infeccion por dichas especies
de Staphylococcus. Dichos anticuerpos humanos o partes funcionales de los mismos de acuerdo con la invencion
son mas adecuados para uso terapéutico y/o profilactico para individuos humanos, en comparacién con anticuerpos
quiméricos, debido a la ausencia de secuencias no humanas. Esto reduce significativamente el riesgo de efectos
secundarios adversos.

Un anticuerpo particularmente preferente de acuerdo con la presente invencién es el anticuerpo designado "F1", que
tiene secuencias de dominio variable de cadena pesada y cadena ligera como se representa en la Figura 1. El
término "F1", tal como se usa en el presente documento, abarca todos los anticuerpos F1, por ejemplo F1 aislado o
producido de manera recombinante. F1 producido de manera recombinante también se denomina en el presente
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documento "rF1". Las secuencias de CDR de F1, que en particular contribuyen a las propiedades de unién al
antigeno de F1, también se representan en la Figura 1. El anticuerpo F1 es completamente humano, puede unirse
especificamente a especies de Staphylococcus tales como S. aureus y S. epidermidis y, por lo tanto, se prefiere para
uso terapéutico para individuos humanos.

Es importante destacar que, el anticuerpo F1 puede unirse a bacterias completas tanto in vivo como in vitro. Por lo
tanto, se proporciona ademas un anticuerpo humano aislado o recombinante 0 una parte funcional del mismo, que
puede unirse especificamente a S. aureus y/o S. epidermidis. Ademas, el anticuerpo F1 puede unirse a bacterias
que se han cultivado en tejido infectado de, por ejemplo, un animal. Por lo tanto, se proporciona un anticuerpo
aislado que se une a S. aureus cultivada in vivo, en el que "cultivado in vivo" se define como cultivado en el tejido
infectado de un animal durante la infeccidon con S. aureus. También se proporciona una cadena de inmunoglobulina
aislada, recombinante o sintética o un equivalente funcional de la misma que comprende al menos una secuencia de
CDR de una regién variable de inmunoglobulina humana que es especifica para S. aureus y/o S. epidermidis.

Una parte funcional de un anticuerpo se define como una parte que tiene al menos una propiedad compartida como
dicho anticuerpo en tipo, no necesariamente en cantidad. Dicha parte funcional puede unirse al mismo antigeno
como dicho anticuerpo, aunque no necesariamente en la misma medida. Una parte funcional de un anticuerpo
comprende preferentemente un anticuerpo de dominio Unico, un anticuerpo monocatenario, un nanocuerpo, un
unicuerpo, un fragmento variable monocatenario (scFv), un fragmento Fab o un fragmento F(ab’)..

También se produce una parte funcional de un anticuerpo modificando un anticuerpo de manera que al menos una
propiedad -preferentemente una propiedad de union a antigeno- del compuesto resultante sea esencialmente del
mismo tipo, no necesariamente en cantidad. Esto se realiza de muchas maneras, por ejemplo mediante sustitucién
conservativa de aminoacidos, en la que un resto de aminoacido se sustituye por otro resto con propiedades
generalmente similares (tamafio, hidrofobicidad, etc.), de manera que es probable que el funcionamiento global no
se vea gravemente afectado.

Como es bien sabido por la persona experta, una cadena pesada de un anticuerpo es la mas grande de los dos tipos
de cadenas que constituyen una molécula de inmunoglobulina. Una cadena pesada comprende dominios constantes
y un dominio variable, cuyo dominio variable estd implicado en la unién al antigeno. Una cadena ligera de un
anticuerpo es la mas pequefia de los dos tipos de cadenas que constituyen una molécula de inmunoglobulina. Una
cadena ligera comprende un dominio constante y un dominio variable. El dominio variable esta implicado en la unién
al antigeno junto con el dominio variable de la cadena pesada.

Las regiones determinantes de la complementariedad (CDR) son las regiones hipervariables presentes en los
dominios variables de cadena pesada y los dominios variables de cadena ligera. Las CDR de una cadena pesada y
la cadena ligera conectada de un anticuerpo juntas forman el sitio de unién al antigeno.

Las secuencias de CDR mencionadas anteriormente son las secuencias de CDR del anticuerpo F1; VH IgHV3-23 y
VL IgKV1-5, y variantes de las mismas. Los compuestos de unién que comprenden CDR de F1 son particularmente
adecuados para contrarrestar y/o evitar (los efectos de) infecciones por S.aureus y/o S. epidermidis. Se descubrié
que una variante de F1, que comprende VH IgHV3-23 y VL IgKV1-5, en la que la isoleucina en la CDR3 de cadena
ligera de la cadena ligera se modific6 a una metionina, ain no podia unirse especificamente a especies de
Staphylococcus tales como S. aureus y S. epidermidis.

El anticuerpo F1 particularmente preferente, descrito anteriormente, comprende secuencias de CDR que consisten
en las secuencias de CDR representadas en la Figura 1. Una realizacion particularmente preferente de acuerdo con
la invencién proporciona asi un anticuerpo aislado, sintético o recombinante que puede unirse especificamente a
S.aureus y/o S. epidermidis y que comprende:

- una secuencia de CDR1 de cadena pesada que comprende la secuencia RFAMS (SEQ ID NO:1), y

- una secuencia de CDR2 de cadena pesada que comprende la secuencia SINNGNNPYYARSVQY (SEQ ID NO:2),
y

- una secuencia de CDR3 de cadena pesada que comprende la secuencia DHPSSGWPTFDS (SEQ ID NO:3), y

- una secuencia de CDR1 de cadena ligera que comprende la secuencia RASENVGDWLA (SEQ ID NO:4), y

- una secuencia de CDR2 de cadena ligera que comprende la secuencia KTSILES (SEQ ID NO:5), y

- una secuencia de CDR3 de cadena ligera que comprende la secuencia QHYXRFPYT, en la que X es | o M (SEQ
ID NO:6).

Ademas de optimizar las secuencias de CDR con el fin de mejorar la eficacia o estabilidad de unién, a menudo es
ventajoso optimizar al menos una secuencia en al menos una de las regiones marco. Esto se realiza
preferentemente con el fin de mejorar la eficacia o estabilidad de unién. Las secuencias marco se optimizan, por
ejemplo, mediante la mutacion de una molécula de acido nucleico que codifica dicha secuencia marco en las que
después se prueban preferentemente las caracteristicas del anticuerpo resultante o la parte funcional. De esta
forma, es posible obtener anticuerpos o partes funcionales mejoradas. En una realizacion preferente, las secuencias
de la linea germinal humana se usan para regiones marco en anticuerpos o partes funcionales de los mismos de
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acuerdo con la invencién. El uso de secuencias de linea germinal preferentemente minimiza el riesgo de
inmunogenicidad de dichos anticuerpos o partes funcionales, ya que es menos probable que estas secuencias
contengan modificaciones somaticas que son particulares para los individos de los que proceden las regiones marco,
y pueden causar una respuesta inmunogénica cuando se aplican a otro individuo humano.

Los anticuerpos o las partes funcionales de los mismos que comprenden una secuencia de aminoacidos de cadena
pesada que tiene al menos 70 % de identidad de secuencia con la secuencia de cadena pesada como se representa
en la Figura 1 también se proporcionan. Dicha secuencia de cadena pesada proporciona propiedades de unién
deseadas, como se prueba por el anticuerpo F1. Ademas, las secuencias de aminoacidos de cadena ligera que
tienen al menos 70 % de identidad de secuencia con la secuencia de la cadena ligera como se representa en la
Figura 1, y una secuencia de cadena ligera en la que una isoleucina en CDR3 se modifica a metionina, también
proporciona propiedades de union deseadas, como se prueba por el anticuerpo F1, y una variante del anticuerpo F1
qgue comprende dicha modificacion. Por tanto, se proporciona ademas un anticuerpo o una parte funcional de
acuerdo con la invencion, que tiene una secuencia de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al
menos 70 % de identidad de secuencia con la secuencia
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSRFAMSWVRQAPGRGLEWVASINNGNNPYYARSVQYRFTVSRDVSQ
NTVSLQMNNLRAEDSATYFCAKDHPSSGWPTFDS WGPGTLVTVSS (SEQ ID NO:7) y/o que tiene una secuencia
de cadena ligera que tiene al menos 70 % de identidad de secuencia con la secuencia

DIQLTQSPSALPASVGDRVSITCRASENVGDWLAWYRQKPGKAPNLLIYKTSILESG
VPSREFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQHYXRFPYTFGQGTKLEIKRTV,

enlaque Xes oM (SEQ ID NO:8).

Se han desarrollado varias variantes del anticuerpo F1, ademas de la variante indicada anteriormente en el presente
documento, en la que una isoleucina en la CDR3 de cadena ligera se modifica a metionina. Estas variantes pueden
unirse a espeecies de Staphylococcus. Ejemplos de dichas variantes de anticuerpos incluyen anticuerpos o partes
funcionales de acuerdo con la invencidn, que tienen una secuencia de cadena pesada que comprende la secuencia
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSRFAMSWVRQAPGRGLEWVASINNGNNPYYARSVQYRFTVSRDVSQ

NTVSLOMNNLRAEDSATYFCAKDHPSSGWPTFDS WGPGTLVTVSS (SEQ ID NO:9), y/o la secuencia
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSRFAMSWVRQAPGRGLEWVASINNGNNPYYARSVQYRFTVSRDVSQ

NTVSLQMNNLRAEDSATYFCAKDHPSSGWPTFDS WGPGTLVTVSS (SEQ ID NO:7), y una secuencia de cadena
ligera que comprende la secuencia

DIQLTQSPSALPASVGDRVSITCRASENVGDWLAWYRQKPGKAPNLLIYKTSILESG
VPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQHYXRFPYTFGQGTKLEIKRA,

enlaque Xes oM (SEQ ID NO:10), y/o la secuencia

DIQLTQSPSALPASVGDRVSITCRASENVGDWLAWYRQEPGEAPNLLIYETSILESG
VPSRFSGRGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQHYXRFPY TFGQGTEVEIKRTV,
enlaque Xesl oM (SEQ ID NO:11), y/o la secuencia
DIQLTQRSPSALPASVGDREVSITCRASENVGDWLAWYRQEPGEAPNLLIYETSILESG
VPSEFSGEGSGTEFTLTISSLQPDDFATY YCQHYXRFPYTFGQGTELEIKRTV,

enlaque Xes oM (SEQ ID NO:8).

Un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con la invencién se une especificamente a proteinas que
comprenden una repeticion de serina-aspartato (SD). Las proteinas con repeticiones SD (Sdr) son proteinas
asociadas a la superficie celular que estan presentes en varias bacterias, tales como especies de Staphylococcus.
Las proteinas Sdr en general comprenden una secuencia sefial amino terminal, un dominio funcional denominado
region A, una regién de repeticion SD, una regidon que abarca la pared celular, un motivo LPXTG, un dominio
hidr6fobo que abarca la membrana, y una serie de restos cargados positivamente. El motivo LPXTG es el objetivo de
una transpeptidasa que escinde el motivo entre restos de treonina y glicina y ancla la proteina al peptidoglicano de la
pared celular de bacterias gram-positivas. Se cree que las proteinas Sdr interactlan con las moléculas del huésped.
Las proteinas Sdr conocidas incluyen CIfA (SdrA), CIfB (SdrB), SdrC, SdrD y SdrE de S. aureus, SdrF, SdrG y SdrH
de S. epidermidis, Sdrl de S. saprophyticus, SdrX de S. capitis, y SdrY y SdrZ de S. caprae.

Por lo tanto, un anticuerpo preferente o una parte funcional del mismo de acuerdo con la invencion se une
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especificamente a S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. capitis y S. caprae. Se prefiere que dicho
anticuerpo o parte funcional del mismo se una a CIfA (SdrA), CIfB (SdrB), SdrC, SdrD y SdrE de S. aureus, SdrF,
SdrG y SdrH de S. epidermidis, Sdrl de S. saprophyticus, SdrX de S. capitis, y SdrY y SdrZ de S. caprae. El epitopo
del anticuerpo o la parte funcional del mismo de acuerdo con la invencién comprende un epitopo dependiente de la
repeticion SD en proteinas Sdr, por ejemplo epitopos dependientes de la repeticion SD como los presentes en CIfA,
CIfB, SdrC, SdrD y SdrE de S. aureus. Un epitopo dependiente de la repeticion SD se define en el presente
documento como un epitopo reconocido por el anticuerpo F1, cuyo epitopo requiere la presencia de al menos parte
de una region de repeticion SD como las presentes en, pero sin limitacién, CIfA, CIfB, SdrC, SdrD y SdrE de S.
aureus y SdrF, SdrG y SdrH de S. epidermidis. En una realizacion, dicho epitopo puede comprender al menos parte
de una molécula que se une a, 0 esta asociada con, una proteina Sdr. Ejemplos de dichas moléculas incluyen, pero
sin limitacion, aminoacidos, péptidos, proteinas, azlcares y restos de azlcar. En otra realizacion, dicho epitopo
comprende modificaciones de la region de repeticion SD. Dichas modificaciones comprenden, por ejemplo, pero sin
limitacion, glucosilacion, amidacion y/o fosforilacion. Sera evidente para una persona experta que la combinacion de
estas dos realizaciones también es posible.

Por lo tanto, la invencion proporciona un anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con la invencién que puede
unirse a un epitopo dependiente de la repeticion SD. También se proporciona un anticuerpo o una parte funcional
gue puede unirse a CIfA, CIfB, SdrC, SdrD y SdrE de S. aureus. Se divulga ademas un anticuerpo o una parte
funcional o una cadena de inmunoglobulina o un equivalente funcional que puede competir con un anticuerpo o una
parte funcional de acuerdo con la presente invencion para unirse a una especie de Staphylococcus, preferentemente
S. aureus y/o S. epidermidis y/o S. saprophyticus y/o S. capitis y/o S. caprae, mas preferentemente SARM.

Una desventaja de los anticuerpos es que su estabilidad puede reducirse, por ejemplo, en condiciones severas. Por
ejemplo, se puede producir la desamidacién, la eliminacién de un grupo amida funcional. La desamidaciéon es una
via de degradacién de proteinas que puede afectar las funciones biolégicas de las proteinas, y que se produce
principalmente en los restos de asparagina, y en menor grado en los restos de glutamina. Por lo tanto, en una
realizacién, la desamidacion de un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con la invencién se evita
reemplazando una asparagina o una glutamina por otro aminoacido. Una asparagina se reemplaza preferentemente
por un aminoéacido distinto de la glutamina, porque la desamidacién también se puede producir en un resto de
glutamina. La sustitucion de una asparagina preferentemente no afecta sustancialmente a la afinidad de unién de un
anticuerpo de acuerdo con la invenciéon a un antigeno. En una realizacion, la desamidacion de una asparagina en la
posicion 53 de la cadena pesada (numeracion de acuerdo con Kabat, 1991) se evita reemplazando dicha asparagina
por serina. Al evitar la desamidacion de una asparagina en la posicion 53, la estabilidad de un anticuerpo o una parte
funcional del mismo de acuerdo con la invencién aumenta preferentemente. Como se muestra en los ejemplos, a
pesar de que dicha asparagina se encuentra en una CDR, la sustitucion de una asparagina en dicha posicion no
afecta sustancialmente a la afinidad de unién por un antigeno de un anticuerpo o una parte funcional del mismo de
acuerdo con la invencién. Por lo tanto, también se proporciona por la invencién por lo tanto un anticuerpo o una parte
funcional de acuerdo con la invencion, en la que una asparagina, preferentemente una asparagina en la posiciéon 53
de la cadena pesada, se reemplaza por otro aminoacido, preferentemente serina.

En una realizacién, un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con la invencién se acopla a otro resto
para formar conjugados de anticuerpo-farmaco. Un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con la
invencion estd acoplado, por ejemplo, a un agente citotéxico, tal como un antibidtico. La expresion "agente
citotoxico" tal como se usa en el presente documento se refiere a una sustancia que reduce o bloquea la funcion, o
el crecimiento de bacterias y/o provoca la destruccion de bacterias. Dicho otro resto, por ejemplo un agente
citotoxico, esta preferentemente acoplado a dicho anticuerpo o parte funcional del mismo a través de un grupo tiol.
Por lo tanto, preferentemente, se incorporan una o mas cisteinas en dicho anticuerpo o parte funcional del mismo.
Las cisteinas contienen un grupo tiol y, por lo tanto, la incorporacion de una o mas cisteinas, o la sustitucion de uno
0 mas aminodcidos por una 0 mas cisteinas de un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con la
invencion permiten el acoplamiento del mismo a otro resto. Dichas una o mas cisteinas se introducen
preferentemente en un anticuerpo de parte funcional del mismo de acuerdo con la invencién en una posicién en la
que no influye en el plegamiento de dicho anticuerpo o parte funcional, y no modifica la unién al antigeno o la funcion
efectora. Por lo tanto, la invencion proporciona un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con la
invencion en la que al menos un aminoéacido distinto de cisteina ha sido reemplazado por una cisteina.
Preferentemente, al menos dos aminoacidos distintos de cisteina han sido reemplazados por cisteina. En una
realizacion preferente, dicho al menos un aminoéacido distinto de cisteina es valina en la posicion 15 de la cadena
ligera, y/o alanina en la posicion 144 de la cadena ligera, y/o serina en la posicion 168 de la cadena ligera, y/o valina
en la posicion 205 de la cadena ligera y/o valina en la posicion 110 de la cadena ligera, y/o alanina en la posicion 84
de la cadena pesada, y/o alanina en la posicion 114 de la cadena pesada, y/o alanina en la posiciéon 168 de la
cadena pesada, y/o serina en la posicion 172 de la cadena pesada, mas preferentemente valina en la posicion 205
de la cadena ligera y/o valina en la posiciéon 110 de la cadena ligera, y/o alanina en la posicion 114 de la cadena
pesada (numeracion de acuerdo con Kabat, 1991). Una persona experta entendera que, como alternativa o ademas,
uno o mas de otros aminoacidos de la cadena pesada y/o ligera pueden reemplazarse por cisteina si la sustitucion
no influye en el plegamiento de dicho anticuerpo, y no modifica la union al antigeno o la funcién efectora.

En las solicitudes de patente internacional W02006/034488, W02008/141044, W02009/052249, W02009/012256,
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W02009/012268 y WO2009/099728 se describen los métodos para modificar anticuerpos por ingenieria genética
con restos de cisteina reactivos, asi como las posiciones de aminoacidos adecuadas para modificar genéticamente
la cisteina.

Un anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con la invencién comprende preferentemente una secuencia variable
de cadena pesada y/o una secuencia variable de cadena ligera que es al menos 75 %, mas preferentemente al
menos 80 %, mas preferentemente al menos 85 %, mas preferentemente al menos 90 %, lo mas preferentemente al
menos 95 % idéntica a una secuencia de cadena pesada y/o la secuencia de cadena ligera como se representa en
la Figura 1 o una secuencia de cadena pesada y/o la secuencia de cadena ligera como se representa en la Figura 1,
en la que la isoleucina en CDR3 se modifica a una metionina. Cuanto mayor es la identidad, mas se parece el
compuesto de unién al anticuerpo F1. Un anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con la invencion comprende
preferentemente una cadena pesada asi como una cadena ligera que se parece a la cadena pesada y ligera de F1.
Por lo tanto, se proporciona ademas un anticuerpo o una parte funcional del mismo que comprende una secuencia
de cadena pesada y una secuencia de cadena ligera que son al menos 70 %, mas preferentemente al menos 80 %,
mas preferentemente al menos 85 %, mas preferentemente al menos 90 %, lo mas preferentemente al menos 95 %
idénticas a la secuencia de cadena pesada y/o la secuencia de cadena ligera como se representa en la Figura 1 o
una secuencia de cadena pesada y/o la secuencia de cadena ligera como se representa en la Figura 1, en la que la
isoleucina en CDR3 se modifica a una metionina. En una realizaciéon, se proporciona un anticuerpo o una parte
funcional que tiene una secuencia de cadena pesada como se representa en la Figura 1 y una secuencia de cadena
ligera como se representa en la Figura 1 o una secuencia de cadena ligera como se representa en la Figura 1 en la
que la isoleucina en CDR3 se modifica a una metionina.

Una realizacién proporciona un anticuerpo o una parte funcional del mismo que comprende una secuencia de
cadena pesada que consiste en la secuencia de cadena pesada como se representa en la Figura 1, y/o que
comprende una secuencia de cadena ligera que consiste en la secuencia de cadena ligera como se representa en a
Figura 1 o una secuencia de cadena ligera como se muestra en la Figura 1 en la que la isoleucina en CDR3 se
modifica a una metionina. Como alternativa, como es bien sabido por la persona experta, es posible generar una
secuencia de cadena pesada o cadena ligera acortada mientras se mantiene una propiedad de unién de interés.
Preferentemente, se genera dicha cadena ligera o cadena pesada acortada que tiene una regién constante mas
corta, en comparacion con la cadena pesada o ligera original. Preferentemente, el dominio variable se mantiene. Por
ejemplo, se produce un fragmento Fab o un fragmento F(ab’); o un anticuerpo de dominio Unico o un anticuerpo
monocatenario 0 un nanocuerpo o0 un unicuerpo o un fragmento scFv basado en una secuencia de cadena pesada o
una secuencia de cadena ligera representada en la Figura 1. Por lo tanto, también se proporciona una parte
funcional de un anticuerpo que comprende al menos una parte funcional de una secuencia como se representa en la
Figura 1, o una secuencia de cadena ligera como se representa en la Figura 1 en las que la isoleucina en CDR3 se
modifica a una metionina.

La invencién proporciona ademas una secuencia de acido nucleico aislada sintética o recombinante como se define
en las reivindicaciones con una longitud de al menos 15 nucleétidos, preferentemente al menos 30 nucleétidos, mas
preferentemente al menos 50 nucledétidos, mas preferentemente al menos 75 nucledtidos, que codifica un compuesto
de union de acuerdo con la invencién. Dicho acido nucleico se aisla, por ejemplo, de una célula B que puede
producir un anticuerpo de acuerdo con la invencion. Una realizacion preferente proporciona una secuencia de acido
nucleico que comprende una secuencia que tiene al menos 70 % de identidad de secuencia con al menos 15
nucleétidos de una secuencia de acido nucleico como se representa en la Figura 1. Una secuencia de acido nucleico
de acuerdo con la invencion comprende preferentemente una secuencia que tiene al menos 75 %, mas
preferentemente al menos 80 %, mas preferentemente al menos 85 %, mas preferentemente al menos 90 %, lo mas
preferentemente al menos 95 % de identidad de secuencia con al menos 15 nucleétidos de una secuencia de acido
nucleico como se representa en la Figura 1. Dicha secuencia de acido nucleico como se representa en la Figura 1
comprende al menos una secuencia codificante de CDR.

Una realizacién preferente proporciona una secuencia de acido nucleico aislada, sintética o recombinante con una
longitud de al menos 15 nucleétidos, que codifica al menos una secuencia de CDR de un anticuerpo o una cadena
de inmunoglobulina de acuerdo con la invencion. Las secuencias de acido nucleico que codifican las regiones CDR
de F1 se representan en la Figura 1. Por lo tanto, se proporciona ademas una secuencia de acido nucleico aislada,
sintética o recombinante, que comprende una secuencia seleccionada de entre el grupo que consiste en
cgctttgccatgage  (SEQ ID NO: 12), tcgatcaataatgggaataacccatactacgcacggtcggtacaatac (SEQ ID NO: 13),
gatcaccctagtagtggctggcccacctttgactcc (SEQ ID NO:14), cgggccagtgaaaacgttggtgactggttggeec (SEQ ID NO:15),
aagacatctattctagaaagt (SEQ ID NO:16) y caacactatatacgtttcccgtacact (SEQ ID NO:17).

Una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la presente invencion preferentemente codifica una region que
tiene al menos 70 % de identidad de secuencia con una cadena pesada de F1 y/o una cadena ligera de F1. Una
realizacién proporciona asi una secuencia de acido nucleico aislada, sintética o recombinante, que comprende una
secuencia que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 70 % de identidad de secuencia con la
secuencia
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSRFAMSWVRQAPGRGLEWVASINNGNNPYYARSVQYRFTVSRDVSQ
NTVSLOMNNLRAEDSATYFCAKDHPSSGWPTFDS WGPGTLVTVSS (SEQ ID NO:7), y/o al menos 70 % de
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identidad de secuencia con la secuencia

DIQLTQSPSALPASVGDRVSITCRASENVGDWLAWYRQEKPGRKAPNLLIYKTSILESG
VPSRFSGSCSGTEFTLTISSLGPDDFATYYCQHYXRFPYTFGQGTKLEIKRTV,

enlaque X es 1o M (SEQ ID NO:8). También se proporcionan secuencias de acido nucleico que codifican variantes
del anticuerpo F1 de acuerdo con la invencion. La invencidon proporciona, por ejemplo, secuencias de éacidos
nucleicos que codifican una secuencia de cadena pesada que comprende la secuencia
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSRFAMSWVRQAPGRGLEWVASINNGNNPYYARSVQYRFTVSRDVSQ

NTVSLOMNNLRAEDSATYFCAKDHPSSGWPTFDS WGPGTLVTVSS (SEQ ID NO:9), y/o la secuencia
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSRFAMSWVRQAPGRGLEWVASINNGNNPYYARSVQYRFTVSRDVSQ

NTVSLQMNNLRAEDSATYFCAKDHPSSGWPTFDS WGPGTLVTVSS (SEQ ID NO:7), y que codifica una secuencia
de cadena ligera que comprende la secuencia

DIQLTQSPSALPASVGDRVSITCRASENVGDWLAWYRQKPGKAPNLLIYKTSILESG
VPSRFSGSGRGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQHYXRFPYTFGQGTKLEIKRA,

enlaque Xes oM (SEQ ID NO:10), y/o la secuencia

DIGLTQSPSALPASVGDRVSITCRASENVGDWLAWYRQEPGEAPNLLIYKTSILESG
VPSRFSGEGEGTEFTLTISSLGPDDFATYYCQHYXRFPYTFGQGTEVEIERTV,

enlaque XesloM (SEQ ID NO:11), y/o la secuencia

DIQLTQSPSALPASVGDRVSITCRASENVGDWLAWYRQEKPGKAPNLLIYKTSILESG
VPERFEGBCSOTEFTLTISSLQPDDFATYYCQHYXRFPYTFGQGTKLEIKRTY,

enlaque Xesl oM (SEQ ID NO:8).

En una realizacion, una asparagina en la posicion 53 de la cadena pesada (numeracién de acuerdo con Kabat,
1991) se reemplaza por otro aminoacido distinto de la glutamina, con el fin de evitar la desamidacion de la
asparagina en dicha posicién. Preferentemente, dicha asparagina se reemplaza por una serina.

La expresion "% de identidad de secuencia” se define en el presente documento como el porcentaje de restos en un
aminoacido candidato de secuencia de acido nucleico que es idéntico a los restos en una secuencia de referencia
después de alinear las dos secuencias e introducir espacios, si es necesario, para conseguir el maximo por ciento de
identidad. Los métodos y los programas de ordenador para la alineacion son bien conocidos en la técnica.

Tal como se usa en el presente documento, una molécula de acido nucleico o una secuencia de acido nucleico de la
invencion comprende preferentemente una cadena de nucleétidos, mas preferentemente ADN y/o ARN. En otras
realizaciones, una molécula de acido nucleico o una secuencia de acido nucleico de la invencién comprende otros
tipos de estructuras de acido nucleico tales como, por ejemplo, una hélice de ADN/ARN, acido peptidonucleico
(APN), acido nucleico bloqueado (ANB) y/o una ribozima. Dichas otras estructuras de acido nucleico se denominan
equivalentes funcionales de una secuencia de acido nucleico. La expresion "equivalente funcional de una secuencia
de acido nucleico" también abarca una cadena que comprende nucleétidos no naturales, nucleétidos modificados y/o
bloques de construccion no nucleotidicos que muestran la misma funcién que los nucleétidos naturales.

Una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la presente invencion es particularmente Gtil para generar
compuestos de unién que son especificos para S. aureus y/o/ S. epidermidis. Esto se realiza, por ejemplo,
introduciendo dicha secuencia de acido nucleico en una célula de modo que la maquinaria de traduccién de acido
nucleico de la célula produzca el compuesto de union codificado. En una realizacion, los genes que codifican una
cadena pesada y/o ligera de acuerdo con la invencion se expresan en las denominadas células productoras, tales
como, por ejemplo, células de un ovario de hamster chino (CHO), NSO (un mieloma de raton) o una linea celular
293(T), algunas de las cuales estan adaptadas a la produccion comercial de anticuerpos. La proliferacion de dichas
células productoras da como resultado una linea celular productora que puede producir anticuerpos o partes
funcionales de los mismos de acuerdo con la presente invencion. Preferentemente, dicha linea celular productora es
adecuada para producir compuestos para uso en seres humanos. Por lo tanto, dicha linea celular productora esta
preferentemente libre de agentes patdégenos tales como microorganismos patdgenos. Lo mas preferentemente, los
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compuestos de unién que consisten en secuencias humanas se generan usando una secuencia de acido nucléico de
acuerdo con la invencion.

Por lo tanto, también se proporciona una célula productora de anticuerpos aislados o recombinantes que puede
producir un anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con la invencion, asi como un método para producir un
anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con la invencion, que comprende proporcionar una célula con una
secuencia de acido nucleico de acuerdo con la invencion, y que permite que dicha célula traduzca dicha secuencia
de &cido nucléico de acuerdo con la invencién, produciendo de ese modo dicho anticuerpo o parte funcional de
acuerdo con la invencion.

Una célula productora de anticuerpos se define en el presente documento como una célula que puede producir y/o
secretar un anticuerpo o una parte funcional del mismo, y/o que puede desarrollarse en una célula que puede
producir y/o secretar un anticuerpo o una parte funcional del mismo. Una célula productora de anticuerpos de
acuerdo con la invencion es preferentemente una célula productora que esta adaptada a la produccion comercial de
anticuerpos. Preferentemente, dicha célula productora es adecuada para producir compuestos para uso en seres
humanos.

Un método de acuerdo con la invencién preferentemente comprende ademas una etapa de recogida, purificacién y/o
aislamiento de dicho anticuerpo o parte funcional de acuerdo con la invenciéon. Los compuestos de unién asi
obtenidos de acuerdo con la invencién se usan preferentemente en el diagnéstico de infeccién por Staphylococcus,
aislamiento o deteccion de bacterias Staphylococcus, distinguiendo entre especies de Staphylococcus y otras
bacterias gram positivas y terapia humana, opcionalmente después de la purificacion adicional, el aislamiento y/u
otras etapas de procesamiento.

Un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con la presente invencion es particularmente adecuado
para usos de diagndstico. Por ejemplo, una muestra, tal como un tejido o una muestra de sangre, se puede obtener
de un individuo o de cualquier otra fuente que se sospeche que esta infectada con una bacteria Staphylococcus,
preferentemente S. aureus y/o S. epidermidis, mas preferentemente SARM. Posteriormente, dicha muestra puede
mezclarse con un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con la invencion. Dicho anticuerpo o parte
funcional se unira especificamente a la bacteria Staphylococcus, preferentemente S. aureus y/o S. epidermidis. Las
bacterias unidas a un anticuerpo o a una parte funcional se pueden aislar de la muestra usando cualquier método
conocido en la técnica, por ejemplo, pero sin limitacién, aislamiento usando perlas magnéticas, perlas recubiertas
con estreptavidina o aislamiento mediante el uso de anticuerpos secundarios inmovilizados en una columna.
Después del lavado de la bacteria unida y el anticuerpo o la parte funcional del mismo, las bacterias pueden eluirse
de dicho anticuerpo o parte funcional por cualquier método conocido en la técnica. Por ejemplo, la union entre las
bacterias y el anticuerpo o una parte funcional puede interrumpirse aumentando la concentracion de sales y/o
reduciendo o aumentando el pH, y/o mediante la adicién de un exceso de epitopo.

El aislamiento de bacterias Staphylococcus, preferentemente S. aureus y/o S. epidermidis, se puede usar para
diversas aplicaciones. Por ejemplo, la infeccidon con varias bacterias grampositivas diferentes puede dar como
resultado el solapamiento de sintomas en un individuo. En dichos casos, puede ser dificil discriminar entre S. aureus
y/o S. epidermidis, y otras bacterias grampositivas. Un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con la
presente invencion se puede usar luego para detectar la presencia de S. aureus y/o S. epidermidis, o para distinguir
entre S. aureus y/o S. epidermidis y otras bacterias. El aislamiento de bacterias de una muestra de un individuo del
que se sospecha que padece una infeccién con S. aureus y/o S. epidermidis o de cualquier otra fuente, tal como un
cultivo bacteriano, puede facilitar la deteccién de dichas bacterias Staphylococcus, porque el aislamiento da como
resultado un aumento de la concentracién y/o una mayor pureza de dichas bacterias Staphylococcus.

El aislamiento de especies Staphylococcus, preferentemente S. aureus y/o S. epidermidis, mas preferentemente
SARM, puede usarse adicionalmente, por ejemplo, para identificar la cepa de S. aureus y/o S. epidermidis
especifica, preferentemente la cepa SARM en una muestra. La identificaciéon de dicha cepa se puede realizar, por
ejemplo, determinando la secuencia del ADN bacteriano. En dicho caso, se prefiere obtener primero S. aureus y/o S.
epidermidis aislados.

En una realizaciéon de la invencién, un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con la presente
invencion se marca con el fin de poder detectar dicho anticuerpo o parte funcional, por ejemplo, pero sin limitacién,
marcado fluorescentemente o marcado radiactivamente. Como alternativa, un anticuerpo o una parte funcional del
mismo de acuerdo con la invencion se detecta usando un anticuerpo secundario marcado que se dirige contra dicho
anticuerpo o parte funcional del mismo de acuerdo con la invencién. Si se detecta la unién de dicho anticuerpo o
parte funcional del mismo, S. aureus y/o S. epidermidis esta presente.

Por lo tanto, la invencion proporciona un uso de un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con la
invencion para el diagnéstico de una infeccion por Staphylococcus, preferentemente infecciéon por S. aureus, mas
preferentemente infeccion por SARM, para detectar S. aureus y/o S. epidermidis, preferentemente SARM, y para
distinguir entre S. aureus y/o S. epidermidis, preferentemente SARM y otras bacterias gram-positivas. También se
proporciona un anticuerpo o una parte funcional del mismo ode acuerdo con la invencién para su uso en el



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2673323 T3

diagndstico de una infeccion, por Staphylococcus, preferentemente infeccion por S. aureus, mas preferentemente
infeccion por SARM.

Se proporciona ademas un método para aislar bacterias de S. aureus y/o S. epidermidis a partir de una solucién que
usa un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con la invencion. Dicho método preferentemente
comprende proporcionar una muestra de un individuo sospechoso de padecer una infeccién con S. aureus y/o S.
epidermidis, preferentemente SARM, o de cualquier otra fuente, tal como un cultivo bacteriano, afiadir un anticuerpo
0 una parte funcional del mismo de acuerdo con la invencién a dicha muestra, permitir la unién de dicho anticuerpo o
parte funcional del mismo de acuerdo con la invencién a bacterias S. aureus y/o S. epidermidis, cuando estan
presentes, y aislar bacterias de S. aureus y/o S. epidermidis unidas a un anticuerpo o una parte funcional del mismo
de acuerdo con la invencién de dicha muestra.

Por lo tanto, ahora que se han proporcionado compuestos de union especifica a bacterias gram-positivas de acuerdo
con la invencién y secuencias de acido nucleico codificantes, que incluyen compuestos de uniéon humana, se han
puesto a disposicion aplicaciones terapéuticas mejoradas. Las bacterias gram positivas como S. aureus y/o S.
epidermidis son contrarrestadas por compuestos de unién de acuerdo con la invencién. Por lo tanto, un compuesto
de unién de acuerdo con la invencion es particularmente adecuado para su uso como medicamento 0 agente
profilactico. Preferentemente, se usan compuestos de unidn que consisten en secuencias humanas, o que tienen
como maximo 5 % de secuencias no humanas, con el fin de reducir la posibilidad de efectos secundarios adversos
cuando se tratan individuos humanos. Por lo tanto, también se proporciona en el presente documento un anticuerpo
0 una parte funcional del mismo de acuerdo con la invencién para su uso como medicamento y/o agente profilactico.
Cuando se administra un acido nucleico de acuerdo con la invencion, se traducira in situ en un compuesto de union
de acuerdo con la invencién. En una realizacion particularmente preferente, dicho anticuerpo comprende el
anticuerpo F1, o una parte funcional del mismo. Dicho medicamento o agente profilactico se usa preferentemente
para contrarrestar o, al menos en parte, evitar una infeccion por S. aureus y/o S. epidermidis o para contrarrestar o,
al menos en parte, evitar los efectos adversos de una infecciéon por S. aureus y/o S. epidermidis. Por lo tanto, se
proporciona ademas un anticuerpo o una parte funcional del mismo o una secuencia de acido nucleico de acuerdo
con la invencién para su uso como medicamento y/o agente profilactico para tratar y/o evitar al menos en parte una
afeccion relacionada con S. aureus y/o S. epidermidis. Ejemplos no limitantes de dichas afecciones son infecciones
de la piel, granos, impétigo, flemones, foliculitis, celulitis, foranculos, carbunclos, sindrome de la piel escaldada,
abscesos, neumonia, meningitis, osteomielitis, endocarditis, sindrome de shock toxico y septicemia.
Preferentemente, la infeccion por S. aureus es contrarrestada o al menos en parte evitada. Lo méas preferentemente,
una afeccion relacionada con SARM se contrarresta, disminuye y/o al menos en parte se evita. Por lo tanto, también
se proporciona un uso de un anticuerpo o una parte funcional del mismo o una secuencia de acido nucleico de
acuerdo con la invencién para la preparacion de un medicamento y/o un agente profilactico para tratar y/o evitar al
menos en parte S. aureus y/o S. epidermidis, asi como un método para tratar o evitar al menos en parte una
afeccion relacionada con S. aureus y/o S. epidermidis, comprendiendo el método administrar a un individuo que lo
necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo o una parte funcional de acuerdo con la invencién,
preferentemente después de que se haya diagnosticado que dicho individuo esta infectado por S. aureus y/o S.
epidermidis. Dicha afeccion preferentemente comprende al menos una de las afecciones relacionadas con S. aureus
enumeradas anteriormente, mas preferentemente una afeccion relacionada con SARM.

Dicho anticuerpo comprende preferentemente el anticuerpo F1, o una parte funcional del mismo.

Con el fin de contrarrestar las bacterias gram-positivas, un compuesto de unién de acuerdo con la invencion se
administra preferentemente a un individuo antes de que haya tenido lugar una infeccion. Como alternativa, se
administra un compuesto de unién de acuerdo con la invencién cuando un individuo ya estad infectado. Dicho
compuesto de unién se administra preferentemente a individuos con un mayor riesgo de complicaciones, tales como,
por ejemplo, individuos hospitalizados y/o individuos con inmunidad comprometida. También las personas mayores
tienen un mayor riesgo de afecciones bacterianas. Los compuestos de unién de acuerdo con la invencion se
administran preferentemente a través de una 0 mas inyecciones. Los intervalos de dosificacion de los compuestos
de unién de acuerdo con la invencion para usar en las aplicaciones terapéuticas como se ha descrito anteriormente
en el presente documento estan disefiados sobre la base de estudios de dosis crecientes en el ambulatorio en
ensayos clinicos para los cuales existen requisitos de protocolo rigurosos. Las dosis tipicas estan entre 0,1 y 10 mg
por kg de peso corporal. Para la aplicacion terapéutica, los compuestos de unién de acuerdo con la invencion se
combinan normalmente con un vehiculo, diluyente y/o excipiente farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de
vehiculos adecuados, por ejemplo, comprenden hemocianina de lapa californiana (KLH), albdmina sérica (p. €j., BSA
0 RSA) y ovoalbumina. En una realizacién preferente, dicho vehiculo adecuado comprende una solucién como, por
ejemplo, solucién salina.

En otra realizacion mas, se usa un acido nucleico que codifica un compuesto de unién de acuerdo con la invencion.
Como ya se ha descrito, tras la administracién de dicho acido nucleico, la maquinaria del huésped produce
compuestos de unién. Los compuestos de union producidos pueden evitar y/o contrarrestar la infeccion por bacterias
gram-positivas y/o los efectos adversos de dicha infeccion. Por lo tanto, también se proporciona junto con la
presente una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la invencién para su uso como medicamento y/o agente
profilactico. Dicho acido nucleico se usa preferentemente para contrarrestar S. aureus y/o S. epidermidis, mas
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preferentemente S. aureus, lo mas preferentemente SARM. Por lo tanto, se proporciona ademas un uso de una
secuencia de acido nucleico de acuerdo con la invencion para la preparacién de un medicamento y/o un agente
profilactico para tratar y/o evitar, al menos en parte, una afeccién relacionada con una bacteria gram-positiva. Dicha
afeccion relacionada con una bacteria gram-positiva preferentemente comprende una infeccion por S. aureus y/o S.
epidermidis, mas preferentemente una infeccion por S. aureus, lo mas preferentemente una infeccion por SARM.

Se proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo o una parte funcional del
mismo o0 una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la invenciéon y un vehiculo, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable. Dicha composicion farmacéutica es preferentemente adecuada para uso humano.

La invencion se explica adicionalmente en los siguientes ejemplos. Estos ejemplos no limitan el alcance de la
invencion, sino que sirven simplemente para aclarar la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1

METODOS

Aislamiento de células B

Las células B se obtuvieron a partir de sangre fresca de adultos mediante separacion de Ficoll y selecciéon negativa
de CD4/CD8 con microperlas de MACS como se describe por el fabricante (Miltenyi Biotech). Para obtener células B
de memoria, las células se clasificaron para CD19°CD3'CD27 IgD’IgA” en un FACSaria (Becton Dickinson). El uso
de estos tejidos fue aprobado por los comités de ética médica de la institucion y dependia del consentimiento
informado. Los donantes se seleccionaron basandose en la carga de cepas SARM adquiridas en el hospital con el
grupo genotipo 109y 16.

Cultivo de células

Las células B mantenidas en medio de cultivo convencional que contiene IMDM (Gibco), FBS al 8 % (HyClone) y
penicilina/estreptomicina (Roche) se co-cultivaron en fibroblastos de células L de ratén irradiados con (y) (50Gy) que
expresan de forma estable CD40L (células CD40L, 10° células/ml) e IL-21 de raton recombinante (25 ng/ml,
sistemas [+D). Se us6 rhiL-4 (1+D) a 50 ng/ml. Las células se probaron de forma habitual mediante PCR y se
encontraron negativas para la presencia de micoplasma y EBV (datos no mostrados).

Las células B de memoria humana transducidas en masa doblemente positivas para NGFR y GFP se purificaron
mediante clasificacién de células FACS y se cultivaron en placas de 96 pocillos a una densidad celular de 500
células por pocillo. Los sobrenadantes de cultivo se probaron en ELISA usando lisados bacterianos de las cepas
Newman y SH1000. Los cultivos positivos se subclonaron a una densidad celular de 10 células/pocillo en placas de
96 pocillos y se probaron nuevamente mediante ELISA. Posteriormente, los cultivos positivos se sembraron a 1
célula por pocillo y se probaron nuevamente mediante ELISA para determinar su reactividad contra las cepas de S.
aureus, Newman y SH1000.

Trasduccién retroviral

La construccion retroviral BCL6 se ha descrito anteriormente (Shvarts A. y col., Genes Dev 16, 681-686 (2002)). El
Dr. Stanley Korsmeyer proporcion6 amablemente ADNc que codifica Bcl-xL humano. BCL6 y Bcl-xL se clonaron por
separado en un BCL6-NGFR y una construccion BclxL-GFP. Estas construcciones se transfectaron en las células de
empaquetado retroviral LZRS, Phoenix como se describié anteriormente (Jaleco AC y col., Blood 94, 2637-2646
(1999), Scheeren FA y col., Nat Immunol 6, 303-313 (2005)). Las células B de memoria se transdujeron doblemente
por el BCL6 y el Bcl-xL que contienen retrovirus después de la activacion en células CD40L-L en presencia de rmlL-
21 durante 36 horas como se ha descrito anteriormente (Diehl SA y col., J. Immunol 180, 4805-4815 ( 2008),
Kwakkenbos M. y col., Nat Med in press (2009)). Las células transducidas se mantuvieron en células CD40L-L con
rmiL-21.

ELISA

Para determinar el contenido de anticuerpo, las placas de ELISA se recubrieron con IgG antihumana (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) a 5 ug/ml en PBS durante 1 h a 37 °C o durante una noche a 4 °C y se lavaron en
tampon de lavado ELISA (PBS, Tween-20 al 0,5 %). Se usé leche al 4 % en PBS como agente blogueante, antes de
gue se afiadiera la dilucién en serie de sobrenadantes de cultivo celular y un anticuerpo de deteccion conjugado con
enzima (dilucién 1:2500 para anti-lgG conjugada con HRP (Jackson)). Se usé sustrato TMB/solucion de parada
(Biosource) se us6 para el desarrollo de los ELISA.

Para fines de tamizado, los investigadores usaron lisados de las cepas Newman y SH1000. Ambos se fabricaron en
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PBS vy se recubrieron directamente a 5 a 10 ug ml™* antes de que los sobrenadantes de cultivo de células B se
probaran sin diluir o a 1:2.

Para explorar la especificidad de antigeno del clon F1 de IgG1l humana, se desarroll6 un ELISA de deteccién de
ALT. Se afiadieron preparaciones ALT purificadas de S. aureus, B. subtilis, S. faecalis y S. pyogenes (Sigma) a
placas ELISA recubiertas con anti-ALT de ratén purificado IgG policlonal (1/200 stock 1 mg ml™*, QED Bioscience),
antes de afiadir anticuerpos secundarios.

Ademas, los investigadores probaron varias preparaciones de ALT procedentes de una biblioteca desarrollada por
W. Fischer (Institut fur Biochemie, Univ de Erlangen, Alemania) y amablemente proporcionadas por B. Appelmelk
(VU, Amsterdam, Holanda) (véase para mas detalles (Keller R y col., Infect Immun 60, 3664-3672 (1992), Polotsky
VY y col., Infection and Immunity 64, 380-383 (1996) y Greenberg JW y col., Infection and Immunity 64, 3318-3325
(1996)) y revisado en (Weidenmaier C. y col., Nat Rev Microbiol 6, 276-287 (20081)) en ELISA directos. Las
preparaciones de ALT se recubrieron a 1 pg ml* antes de afiadirese rF1 (10 pg ml~) o anticuerpos de control
(dilucion 1:5 de sobrenadante de hibridoma) y se detectaron adicionalmente con anticuerpos antihumanos o de ratén
conjugados. El estudio de panel de las preparaciones de ALT purificadas incluia: B. subtilis, S. aureus, L. lactis, L.
garvieae, B. bifidum, M. luteus, L. casei, L. mesenteroides, B. licheniformis, L. welshimeri, E. hirae, L. raffinolactis, S.
mutans, S. pneumoniae. Varias variantes contienen o carecen de restos de alanina y/o anclajes lipidicos (no
representados en este ejemplo).

Unién del anticuerpo F1 a los cultivos bacterianos

Se uso6 la cepa Newman de S. aureus y la cepa de S. pneumoniae (serotipo 3). Newman se cultivd en TSH 50 ml
durante una noche, luego se resuspendié 1 ml en 100 ml durante 2 a 2,5 horas hasta DO: 1 y se recogieron las
bacterias. S. pneumoniae se cultivé en medio Todd Hewitt mezclado con medio de levadura. Antes, las bacterias se
incubaron con anticuerpo F1, una IgG de control (D25, un anticuerpo humano anti-RSV) o solo con el anticuerpo
secundario (solo IgG-PE), las células se trataron previamente con suero de ratén al 100 % para evitar la tincién de
fondo. Después del lavado, se afiadié el anticuerpo secundario (IgG-PE). Las incubaciones de anticuerpos se
realizaron durante 20 min en hielo.

Determinacion de la secuencia de F1 y clonacion de expresién

Los investigadores aislaron el ARN total usando Trizol (Invitrogen), generaron ADNc usando superindice TR,
realizaron PCR y clonaron las regiones variables de cadena pesada y ligera en el vector de clonacion pCR2.1 TA
(Invitrogen). Para descartar mutaciones inducidas por la transcriptasa inversa o la ADN polimerasa, los
investigadores realizaron varios experimentos de clonacion independientes. Para producir mAb F1 recombinante los
investigadores clonaron regiones variables pesadas y ligeras de F1 en marco con regiones constantes de IgGl y
Kappa humanas en un vector basado en pcDNA3.1 (Invitrogen) y células 293T transfectadas transitoriamente. Los
iinvestigadores purificaron F1 recombinante del sobrenadante de cultivo con Proteina A.

RESULTADOS
Generacion del clon F1

De tres sujetos que dieron positivo para SARM pero que no estaban enfermos, se recogieron 50-60 ml de sangre
con heparina y se aislaron células B periféricas después de una etapa de purificacion de ficoll. Las células B de
varias poblaciones de células B se transdujeron doblemente con retrovirus que contenian BCL6-NGFR y Bch xL-
GFP (Diehl y col., y Kwakkenbos y col.,). A partir de la IgG, poblacién positiva para CD27, se iniciaron mini-cultivos
de células B policlonales en placas de 96 pocillos con una densidad celular de 500 células/pocillo. Se recogio el
sobrenadante de estos mini-cultivos y se usé en ELISA para detectar la presencia de anticuerpos IgG especificos de
S. aureus (en estos ELISA el recubrimiento fue lisados celulares de dos cepas de S. aureus, SH1000 y Newman.
Los mini-cultivos que fueron seleccionados positivos tanto en la SH1000 como en la Newman. S. aureus se sembro
en nuevos mini-cultivos a una densidad de 10 células/pocillo. De nuevo, el sobrenadante de estos mini-cultivos se
recogio y se tamizé en los ELISA SH1000 y Newman. Los clones que se seleccionaron como positivos en ambos
ELISA se sembraron en cultivos monoclonales (es decir, 1 célula/pocillo). Después de probar el sobrenadante de
estos cultivos monoclonales, se encontr6 que un clon (llamado F1) producia anticuerpos IgG monoclonales
especificos de S. aureus.

Anticuerpos en el sobrenadante del clon F1 se unen a preparaciones de ALT de S. aureus

Al generar el clon F1, los investigadores ya encontraron que el sobrenadante de F1 se unia a los lisados de células
bacterianas de dos cepas de S. aureus, SH1000 y Newman. El principal compuesto de la pared celular de bacterias
gram-positivas es ALT, y por lo tanto, los investigadores decidieron probar la unién del sobrenadante de F1 con
preparaciones de ALT de S. aureus en un ELISA. Como se muestra en la Tabla 1, el sobrenadante del clon F1 se
une a lisados de células bacterianas de la cepa SH1000 y Newman de S. aureus, pero también se adquirieron en el
mercado preparaciones ALT de S. aureus purificadas. Sin embargo, los investigadores observaron que la union a las
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preparaciones ALT fue significativamente menor que la observada con bacterias completas.

Tabla 1: Sobrenadante del clon F1 se une a preparaciones ALT de S. aureus. Como control negativo, se us6 un
anticuerpo secundario conjugado con HRP anti-ratén. Otro control fue un anticuerpo de virus anti-gripe que solo
detectaba la proteina H3 del virus de la gripe.

Clon F1 Ratén anti-ALT Control anti-gripe
SH1000 1,004 -0,010 -0,007
Newman 0,753 -0,007 0,007,
SA ALT 9™ 0,176 -0,005 -0,009
H3 del virus de la gripe 0,003 -0,002 1,523
Sin recubrimiento -0,013 -0,014 -0,015

Anticuerpo F1 recombinante producido se une a prepa raciones ALT de mudltiples fuentes

Después de clonar los genes del anticuerpo en vectores de expresion y producir el anticuerpo F1 (rF1) recombinante
en un sistema de expresion, el anticuerpo rF1 se probé en preparaciones de ALT purificadas de varias bacterias.
Como se muestra en la Figura 2A, el anticuerpo rF1 se une bien a muestras comerciales de ALT obtenidas de S.
aureus y B. subtilis, y un poco menos profundamente a muestras de ALT de S. faecalis y S. pyogenes. El anticuerpo
rF1 no se unié a una muestra de ALTde S. pneumoniae (datos no mostrados). Ademas, rF1 reconocié muestras de
ALT altamente purificadas de B. subtilis, B. licheniformis y dos aislados de S. aureus (Figura 2b). rF1 no se uni6 a
preparaciones de ALT de S.mutans (Fig. 2b ) o de L. lactis, L. garvieae, B. bifidum, M. luteus, L. casei,

L. mesenteroides, L. welshimeri, E. hirae, L. raffinolactis, S. mutans y

S. pneumoniae (resultados no mostrados).

Anticuerpo F1 recombinante se une a bacterias vivas de S. aureus

Con el fin de estudiar si el anticuerpo rF1 también reconoceria bacterias gram-positivas vivas, se probdé la unién del
anticuerpo rF1 a S. aureus y S. pneumoniae usando citometria de flujo. Como se muestra en la Figura 3A, el
anticuerpo rF1 se une a bacterias vivas de S. aureus (cepa Newman), pero no a S. pneumoniae. Ademas, los
investigadores mostraron que rF1 reconocid 6 aislados clinicos de S. aureus; uno es una cepa patégena que es
positiva para PVL, 3 cepas regulares y 2 cepas de SARM (Figura 3b).

Ejemplo 2
METODOS
Cepas y cultivos de bacterias.

Las cepas de S. aureus resistentes a la meticilina (SARM) USA300 (1114), USA400, N315, USA100, USA1000,
COL, MRSA252, asi como las cepas de S. aureus sensibles a la meticilina (SASM) Reynolds, Becker, Smith Diffuse,
MNS8, y la cepa Mu50 sensible al compuesto intermedio de vancomicina (SAIV), se obtuvieron todas de la Red de
resistencia a antibidticos en Staphylococcus aureus (NARSA); Las cepas de SASM Newman y Rosenbach eran de
ATCC. Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, y Streptococcus pyogenes se obtuvieron
en Ward's Natural Science; Listeria monocytogenes era de ATCC. Las bacterias se cultivaron en placas de agar de
soja triptica (TSA) complementadas con 5 % de sangre de oveja durante 18 h a 37 °C. Para los cultivos liquidos, se
inocularon colonias individuales de placas de TSA en caldo de soja triptica (TSB) y se incubaron a 37 °C mientras se
agitaba a 200 rpm durante 18 h. Las diluciones frescas con factor de dilucién de 100 de estos cultivos en TSB fresco
se subcultivaron adicionalmente durante varias veces.

Andlisis FACS de la unién de rF1 a bacterias complet  as cultivadas in vitro.

Para la tincién de anticuerpos de células completas, se recogieron bacterias de placas de TSA o cultivos de TSB, y
se lavaron con solucion salina tamponada de Hank (HBSS) sin rojo de fenol suplementado con ASB al 0,1 % (sin
IgG; Sigma) y Hepes 10 mM, pH 7,4 (tampén HB), por centrifugacién a 1700 x g durante 20 min. Las
concentraciones bacterianas se estimaron mediante la lectura de la densidad 6ptica a 630 nm. Las suspensiones
bacterianas de 20x10° CFU/mI en tampon HB se mezclaron con volimenes iguales de 300 pg/ml de IgG de conejo
(Sigma), y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente (TA) para bloquear la unién de 1gG no especifica. Los
anticuerpos primarios, que incluyen rF1 y un control de isotipo IgG1 humana, se afiadieron a una concentracion final
de 2 ug/ml, y estas mezclas se incubaron durante 15 mM a TA. Después de dos lavados con HB, los sedimentos
bacterianos se resuspendieron en una solucidon de anticuerpos secundarios de IgG antihumana fluorescentes
(Jackson Immunoresearch) y se incubaron durante 15 minutos a TA. Las bacterias se lavaron dos veces con PBS,
se resuspendieron en PBS con paraformaldehido al 1 % y se analizaron mediante citometria de flujo.
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Analisis FACS de la union de rF1 a bacterias complet  as de tejidos infectados.

Para el andlisis de la union del anticuerpo a las bacterias del tejido infectado, se lavaron subcultivos de USA300 de 4
h en TSB con PBS. Se inyect6 a los ratones por via intravenosa 100 ul de una suspension de USA300 en PBS con
una concetnracion estimada de 10x10° CFU/ml. Tres dias mas tarde, los rifiones, los higados y los pulmones se
recogieron y se homogeneizaron usando tubos de molienda de tejido conico (VWR). Cuando se indicd, los 6rganos
se recogieron en diferentes momentos de la infeccion. Para lisar células de raton, los homogeneizados se incubaron
durante 10 minutos a TA en PBS que contenia Triton-X100 al 0,1 % (Thermo), 10 ug/ml de DNAsel (Roche) y céctel
de inhibidor de proteasa Complete Mini (Roche), y se pasaron por un filtro de 40 ym (Falcon). Las suspensiones
celulares se lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron en tampén HB, se mezclaron con volimenes iguales
de 600 pg/ml de IgG humana (Sigma) y se incubaron durante 1 h a TA. Los anticuerpos primarios, que incluyen rF1
y un control de isotipo IgG1 humana, se afiadieron a una concentracion final de 2 pg/ml. Para diferenciar bacterias
de residuos de 6rganos de raton, se afadié IgG de conejo anti S. aureus (Abcam) a una concentracion de 20 uyg/ml.
Después de la incubacion durante 15 min a TA, las células se lavaron dos veces con tamp6n HB y se
resuspendieron en una mezcla de anticuerpos 1gG secundarios anti-lgG humana y anti-lgG de conejo, cada uno
marcado con un fluorocromo diferente (Jackson Immunoresearch). Después de dos lavados con PBS, las células se
resuspendieron en PBS con paraformaldehido al 2 % y se analizaron mediante citometria de flujo. Después de
seleccionar las bacterias de parcelas de doble fluorescencia marcando para tincion positiva con anti- S. aureus de
IgG de conejo, se generaron diagramas de histograma de superposicién de intensidades de fluorescencia de rF1 y
control de isotipo.

RESULTADOS
rF1 se une fuertemente a 14 cepas de S. aureus y S. epidermidis

Se probaron siete cepas de S. aureus resistentes a meticilina (SARM), seis cepas de S. aureus sensibles a meticilina
(SASM), una cepa de S. aureus sensible al compuesto intermedio de vancomicina (SAIV), S. epidermidis y varias
especies gram positivas diferentes para la unién al anticuerpo rF1. Como se muestra en la Figura 4, rF1 se une
fuertemente a las 14 cepas de S. aureus (Figura 4A) y a S. epidermidis (Figura 4B), pero no a las otras especies
gram positivas probadas (Figura 4B).

rF1 se une a SARM de diferentes etapas de crecimient o0y de infeccién in vivo

Los investigadores probaron la capacidad de mAb rF1 para unirse a bacterias en diferentes tejidos y en el transcurso
de la infeccién. Los investigadores encontraron que rF1 se unia a bacterias aisladas de rifién, higado y tejido
pulmonar murino dos dias después de la infeccion y que la unién a bacterias aisladas de rifiones infectados era
estable, uniéndose a bacterias 2, 3 y 8 dias después de la infeccion.

Se probo la union del anticuerpo rF1 a diferentes etapas de crecimiento de SARM (cepa USA300), concretamente
crecimiento logaritmico temprano (2 horas) y crecimiento posterior exponencial (8 horas) en cultivos de TSB, y
crecimiento de colonias soélidas en placas de TSA. rF1 se une fuertemente a todas las etapas de crecimiento
probadas (Figura 5A).

La union del anticuerpo rF1 en SARM (cepa USA300) a bacterias completas de tejido infectado se probé en rifiones
homogeneizados de ratones tres dias después de que los ratones se infectaran sistémicamente con SARM. Como
se muestra en la Figura 5B, rF1 se une a SARM obtenida de tejido infectado.

Ejemplo 3

Se realizaron experimentos adicionales para identificar el epitopo unido por el anticuerpo rF1. Aunque se habia
observado la union a preparaciones de ALT (véase, p. €j., el Ejemplo 1), esa unién no era tan consistente como la
union a bacterias completas, lo que sugiere que puede estar implicado otro epitopo en la union de rF1.

METODOS

Inmunoprecipitacion, transferencia Western y espect rometria de masas de lisados de pared celular de S.
aureus y S. epidermidis y preparacion de WTA comercial

Se dividieron 40 microgramos de una preparacion comercial de acido teicoico de pared (WTA) de la cepa Wood46
de S. aureus (Biodesign/Meridian Life Sciences, Maine) en dos partes y se inmunoprecipitaron con 1 ug/ml de rF1 o
anticuerpo humano de control de isotipo. Los anticuerpos se capturaron con Protein A/G Ultralink Resin (Pierce). Las
muestras se trataron luego con ditiotreitol 50 mM, 2-yodoacetamida 10 mM y se corrieron en un gel de Tris-glicina al
8 % y posteriormente se sometieron a transferencia Western con rF1.

Se preparé una preparacion de pared celular de un cultivo de una noche de 20 ml de la cepa USA300 de S. aureus
mediante el tratamiento del cultivo (40 mg de sedimento celular/ml) con 100 mg/ml de lisostafina en tampo6n de
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rafinosa al 30 % a 37 °C durante 30 minutos. Toda la preparacion de la pared celular se filtro, se diluy6 hasta 10 ml
con tampon de lisis NP40 y se incubd dos veces con agarosa M2 anti-Flag (Sigma) para reducir la mayor cantidad
posible de proteina A de la preparacion de la pared celular. La preparacion final de la pared celular se dividié en dos
partes y se inmunoprecipit6 con 1 ug/ml de rF1 o anticuerpo humano de control de isotipo. Los anticuerpos se
capturaron con Protein A/G Ultralink Resin (Pierce). Las muestras se trataron luego con ditiotreitol 50 mM, 2-
yodoacetamida 10 mM y se corrieron en un gel de Tris-glicina al 8 % y posteriormente se tifieron con plata o se
sometieron a transferencia Western con rF1.

Se prepararon lisados de un cultivo de una noche de 20 ml de Staphylococcus epidermidis mediante batido con
perlas en tampon de lisis NP40. La preparacion de lisado resultante se diluyé a 10 ml con tampén de lisis NP40, se
dividié en dos partes y se inmunoprecipité con 1 ug/ml de rF1 o anticuerpo de control. Los anticuerpos se capturaron
con Protein A/G Ultralink Resin (Pierce). Las muestras se trataron luego con ditiotreitol 50 mM, 2-yodoacetamida 10
mM y se corrieron en un gel de Tris-glicina al 8 % y posteriormente se tifieron con plata o se sometieron a
transferencia Western con rF1.

Para el andlisis protedmico, las muestras se aplicaron a un mini gel SDS PAGE prefabricado y las proteinas
resueltas se tifieron con azul de Coomassie. Se cortaron y redujeron las rodajas de gel de la regién del gel
correspondiente a las bandas visualizadas mediante transferencia Western de rF1, se alquilaron con yodoacetamida
y se digirieron in situ con tripsina. Los péptidos tripticos resultantes se analizaron por espectrometria de masas en
tandem con nanoelectropulverizacion de cromatografia liquida de fase inversa microcapilar en un espectrémetro de
masas de resonancia ion ciclotrén con transformada de Fourier de trampa iénica lineal hibrida (LTQ-FT; Thermo
Fisher) en un experimento dependiente de datos. Los resultados del espectro de masas en tandem se presentaron
para la busqueda de bases de datos usando el software Mascot (Matrix Science).

Expresion de CIfA exégena expresada en S.  aureus y E. coli

Expresion de S. aureus de CIfA marcada con His: El gen del factor de aglutinamiento A (CIfA) se amplificé por PCR a
partir de la secuencia que codifica la secuencia sefial hasta la secuencia que codifica la glicina en el motivo LPXTG
del ADN gendmico USA300. Una etiqueta His c-terminal se disefié por ingenieria genética en el extremo del motivo
LPXTG y se lig6 en el vector de expresion pTet de S. aureus (pSAS10 de Genentech). La construccion resultante se
sometié luego a electroporacién en WT RN4220 de S. aureus. Se inoculd un cultivo de 20 ml del RN4220
electroporado o RN4220 vacio (que no lleva un vector de expresion pTet) de un cultivo de una noche (DOeoo inicial
de 0,15), se cultivé durante 1 h en caldo de soja triptica (TSB) y luego se indujo la expresién de la proteina durante 2
h con anhidrotetraciclina (200 ng/ml). Al final del periodo de induccion, el cultivo de S. aureus se lis6 previamente
con lisostafina (50 ug/ml) y luego se lisé adicionalmente mediante batido con perlas en tampoén de lisis (NaCl 150
mM, Tris 20 mM, pH 7,5, triton-X al 1 % y comprimidos de inhibidor de proteasa de Roche sin EDTA). Los lisados
aclarados se incubaron luego con resina NiNta (Qiagen) en presencia de Imidazol 10 mM durante 1 h a 4 °C para
reducir la proteina recombinante CIfA.

Expresion de E.coli de CIfA marcada con His: El gen del factor de aglutinamiento A (CIfA) se amplificé por PCR a
partir de la secuencia que codifica la secuencia sefial N-terminal (con la metionina de inicio) hasta la secuencia que
codifica la glicina en el motivo LPXTG C-terminal del ADN gendémico de USA300. El producto de PCR amplificado se
ligd luego en marco con una etiqueta His c-terminal en el vector de expresién pET 21b(+) de E. coli (Novagen). La
construccién resultante se transformoé en células competentes BL21-gold (DE3) de E. coli (Stratagene) y se indujo
para la expresion de la proteina durante 3,5 h con IPTG de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El cultivo de
E. coli inducido se lis6 mediante batido con perlas en tampén de lisis (NaCl 150 mM, Tris 20 mM, pH 7,5, triton-X al 1
% y comprimidos de inhibidor de proteasa de Roche sin EDTA). Los lisados aclarados se incubaron luego con resina
NiNta (Qiagen) en presencia de Imidazol 10 mM durante 1 h a 4 °C para reducir la proteina recombinante CIfA.

Expresion de CIfA exdgena expresada en  E. coli e incubacion con lisado de S.  aureus_

Expresion y purificacion de las proteinas SDR de superficie celular de S. aureus CIfA, CIfB, SdrC, SdrD, SdrE en
E.coli: Los genes CIfA, CIfB, SdrC, SdrD y SdrE se amplificaron por PCR a partir de la secuencia que codifica el
inicio maduro de la proteina hasta la secuencia que codifica la glicina en el motivo LPXTG a partir de ADN genémico
USA300 y se ligaron en marco con una etiqueta de Unizyme N-terminal en el vector ST239 (Genentech). Las
construcciones se transformaron en E.coli 58F3 (Genentech), se indujeron para la expresion de proteinas y
posteriormente se purificaron.

Captura NiNta de proteinas SDR marcadas con NT Unizyme: 500 ug de proteinas SDR purificadas marcadas con
Unizyme N-terminal (CIfA, CIfB, SdrC, SdrD, SdrE) se diluyeron en PBS que contenia inhibidores de proteasa (sin
EDTA) y se incubaron con resina NiNta (Qiagen) durante 1,5 h a 4 °C. La resina NiNTA con la proteina SDR
capturada marcada con Unizyme se lavo entonces una vez con tampén (NaH2PO4 50 NM, NaCl 300 mM; pH 8,0).

Modificacién de proteinas SDR producidas por E. coli mediante lisado de S. aureus: Se inici6é un cultivo de 25 ml de

un cultivo de una noche de APan Sdr mutante (CIfA-CIfB-SdrCDE-nulo, obsequio de Tim Foster, Trinity College
Dublin) Newman de S.aureus (DOeqo inicial de 0,15) y se cultivd en TSB durante 3 h (fase exponencial) 37 °C,
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200 rpm. El cultivo de fase exponencial se resuspendié luego en 1 ml de PBS y se lisé con 200 ug/ml de lisostafina
en presencia de 250 unidades de Benzonase Nuclease (Novagen) a 37 °C durante 30 minutos. Los lisados se
aclararon de residuos centrifugando a velocidad maxima en una microcentrifuga durante 10 minutos a 4 °C. La
modificacién de la proteina SDR E.coli capturada con NiNta se llevo a cabo mediante la incubacion con lisados APan
Sdr mutantes aclarados de S. aureus durante 1 h a 37 °C.

Transferencia Western de la proteina SDR de E. coli modificada: Las muestras de la proteina SDR E.coli modificada
0 no modificada capturada con NiNTA se lavaron luego 3 veces con tampén de lavado (NaH,PO4 50 mM, NaCl 300
mM, imidazol 10 mM; pH 8,0), se prepararon para transferencia Western y se corrieron con un gel Tris glicina al 8 %
(Invitrogen). Las transferencias Western se transfirieron con el anticuerpo rF1 o con un anticuerpo anti-Unizyme
(Genentech).

Identificacion del dominio SDR como antigeno parar  F1

Expresion de S. aureus de construcciones MBP-SD: El gen de la proteina de unién a maltosa (MBP) se amplific6 por
PCR del vector pMAL-c5x (New England BiolLabs [NEB], Ipswich, Mass, EE.UU.) a partir de la secuencia que
codifica el inicio de la proteina madura hasta la secuencia que codifica el extremo del sitio de escision del factor Xa.
Las longitudes variables de SD marcada con His c-terminal (SD, SDS, DSD, SDSD, SDSDS, SDSDSD) se
sintetizaron como oligonucleétidos monocatenarios y se hibridaron juntos para formar ADN bicatenario. La region
Sdr del gen CIfA se amplifico por PCR a partir de la secuencia que codifica el comienzo (560D) de la region Sdr y se
incluy6 hasta la secuencia que codifica 618A o 709S de la region SD seguida de la secuencia de adn que codifica
una etiqueta His de los plasmidos respectivos pTet.CIfA.SD618A o pTet.CIfA.SD709S (Genentech). Como control, la
secuencia que codifica el dominio A del gen CIfA desde el comienzo de la proteina madura hasta la secuencia que
codifica el extremo del dominio A (538G) seguida de la secuencia que codifica una etiqueta His se amplificé por PCR
a partir del plasmido pTet.CIfA.Adom.538G (Genentech). El inserto MBP junto con uno de los diversos insertos SD o
el dominio CIfA A se ligaron en el vector de expresion pTet de S.aureus (pSAS10 de Genentech). Las construcciones
resultantes se sometieron luego a electroporacién en la cepa de S. aureus RN4220 A sortasa (cepa mutante por
eliminacion de sortasa en el fondo RN4220).

Se inoculd un cultivo de 20 ml de RN4220 A sortasa electroporada o RN4220 A sortasa vacia (que no portaba un
vector de expresion pTet) de un cultivo de una noche (DOeqo inicial de 0,15), se cultivd durante 1 h en caldo de soja
triptica (TSB) suplementado con glucosa (2 g/l) y luego se indujo para la expresion de la proteina durante 2 h con
anhidrotetraciclina (200 ng/ml). Al final del periodo de induccién, el cultivo de S. aureus se resuspendi6é en tampén de
columna (NaCl 150 mM, Tris 20 mM pH 7,5 y comprimidos de inhibidores de proteasa Roche sin EDTA) y se lisaron
con 200 ug/ml de lisostafina en presencia de 250 unidades de Benzonase nucleasa (Novagen) a 37 °C durante 30
minutos. Los lisados se aclararon de residuos centrifugando a velocidad maxima en una microcentrifuga durante 10
minutos a 4 °C. Los lisados aclarados se incubaron luego con resina de amilosa (NEB) junto con una concentracion
final de EDTA de 1 mM durante 1,5 h a 4 °C para capturar las proteinas MBP-SD expresadas.

Transferencia Western de construcciones MBP-SD expresadas por S. aureus: La resina de amilosa con las
proteinas MBP-SD capturadas se lavaron tres veces con tampoén de columna, se prepard adicionalmente para el
analisis de transferencia Western y se corrié en un gel de Tris-glicina al 8 %. Las transferencias de Western se
transfirieron con el anticuerpo rF1, un anticuerpo anti-penta His (Qiagen) o un anticuerpo anti-MBP (NEB).

RESULTADOS
rF1 reacciona a una familia particular de proteinas SDR (Ser-Asp-Repeat) en S. aureus y S. epidermidis

Una preparacion comercial de acido teicoico y lisado de pared celular (WTA) de S. aureus (cepa USA300) se probo
para determinar la unién a rF1 después de la inmunoprecipitacion. rF1 se une a varios componentes de la
preparacion de acido teicoico comercial (Figura 6A, panel izquierdo) y del lisado de la pared celular de S. aureus
(Figura 6B, panel izquierdo). Usando espectrometria de masas, estos componentes de la preparacién de WTA y el
lisado de la pared celular se identificaron como CIfA (SdrA), CIfB (SdrB), SdrC, SdrD y SdrE (Figura 6A, panel
derecho y Figura 6B, panel derecho)

Un lisado de pared celular de S. epidermidis se probd para determinar la union a rF1 después de la
inmunoprecipitacién. La Figura 6C (panel izquierdo) muestra la unién de rF1 a varios componentes de un lisado de
pared celular de S. epidermidis. Estos componentes no se identificaron con un anticuerpo de control. Usando
espectrometria de masas, estos componentes de la pared celular se identificaron como SdrF, SdrG y SdrH (Figura
6C, panel derecho).

Expresion de CIfA exdgenaen S. aureus y E.coli
La CIfA exdgena expresada en S. aureus es reactiva a rF1, mientras que la CIfA expresada en E. coli no lo fue

(Figura 7A). Sin embargo, la incubacion de las proteinas Sdr CIfA (SdrA), CIfB (SdrB), SdrC, SdrD y SdrE
expresadas en E. coli con el lisado de S. aureus recupero la reactividad de rF1 (Figura7B).
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rF1 se une a dominios SDR expresados en S.  aureus

El anticuerpo rF1 se une a las regiones Sdr de CIfA que consisten en la CIfA 560D-618S y la CIfA 560D-709S (Figura
8) expresadas en S. aureus. rF1 no se une al dominio A de CIfA o0 a secuencias peptidicas pequefias que consisten
en hasta tres repeticiones SD.

Ejemplo 4
METODOS
Clonacién de las regiones variables de rF1 en el ve  ctor pRK

La Phusion ADN polimerasa, las enzimas de restriccion EcoRV, Kpnl, Pvull, Apal, Agel, y Ahdl y la T4 ADN ligasa se
adquirieron en New England BioLabs, Ipswich, MA, EE. UU. La Pfu ADN polimerasa, el kit de mutagénesis Quick
change Il dirigido al sitio se adquiri6 en Stratagene/Agilent Technologies, Santa Clara, California, EE. UU. Se
adquirié gel de agarosa al 2 % en Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU. Los vectores pRK pRK.LPG3.HuKappa y
pRK.LPG4.HumanHC se obtuvieron en Genentech/Roche, San Francisco del sur, California, EE. UU.

Los dominios variables de las cadenas pesada y ligera de rF1 Mab de los vectores pCPEO se colocaron en los
vectores de expresion pRK de mamiferos. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizé en un volumen
total de 50 pl usando Pfu ADN polimerasa de acuerdo con los procedimientos de PCR convencionales. Vy se
amplificd con los cebadores YiHCF) 5-ATG GCT GAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT G-3' (SEQ ID NO:18) y
YiHCR2 5'-GAA CAC GCT GGG GCC CTT GGT GCT GGC ACT CGA GAC TGT GAC CAG GGT GCC AGG T*CC
CCA G-3' (SEQ ID NO:19) (los sitios de restriccion de Pvull y Apal estan subrayados y el * indica el cambio de un
solo nucledtido de G a T para eliminar el sitio Apal interno) y V. se amplificé con los cebadores YiLCF 5'-CGG CTC
GAC CGA TAT CCA GCT GAC CCA GAG-3' (SEQ ID NO:20) y YILCR 5’-GAT TTC CAG CTT GGT ACC CTG GCC
G-3’ (SEQ ID NO:21) (el EcoRV y el Kpnl estan subrayados). Los productos particulares de PCR con 393 (V) y 328
(VL) bp, respectivamente, fueron digeridos directamente por Pvull y Apal para Vi, ECORV y Kpnl para V, seguido de
purificacién de gel (Invitrogen, Catélogo n.° K2100-12). Vy y V. se ligaron individualmente en fragmentos de vector
pRK de pRK/Pvull, Apal para cadena pesada y pRK/EcoRV, Kpnl para cadena ligera usando T4 ADN ligasa. Los
plasmidos de ADN se confirmaron mediante patrones de digestion con enzimas de restriccion, es decir, rF1Vy
liberado ~300 bp y bandas de 5,8 kb por Agel, mientras que rF1V . mostr6 bandas de 2,3 y 3,1 kb por Ahdl en gel de
agarosa al 2 %.

Prueba de estrés quimico

Al comparar los datos de secuencias primarias de anticuerpos con eventos de degradacion observados
experimentalmente, queda claro que determinados motivos de secuencia pueden ser propensos a la degradacion
(es decir, isomerizacion de aspartato en secuencias DD, DG y DS y desamidacién de asparagina en secuencias
NG). Si aparece dicho "punto caliente" de degradacion en la CDR de un anticuerpo, la unién y la potencia pueden
verse negativamente afectadas. Para moléculas que contienen puntos calientes, la prueba de estrés quimico
proporciona una forma de evaluar la susceptibilidad de estos motivos a la degradacion colocando el anticuerpo en un
tampon de formulacién de plataforma y comparando una muestra de control con una sometida a estrés a 40 °C
durante dos semanas. Si se observa degradacion, la secuencia primaria puede redisefiarse por ingeneria genética
para eliminar el punto caliente.

Después de que la muestra se somete a estrés durante dos semanas a 40 °C, se realizan diversos ensayos
analiticos para evaluar donde y cuanto se produjo de degradacion. Se realizé un analisis de enfoque isoeléctrico
capilar (iclEF) para examinar las variantes de carga y se verificd la masa de anticuerpo intacta y reducida usando
espectrometria de masas, y se realiz6 un mapa de péptido CL-EM/EM para obtener informacién de degradacion
especifica de sitio.

Mutagénesis

Los plasmidos rF1 pRK experimentaron una serie de mutagénesis dirigida al sitio para estabilizar el rF1 Mab por N
(AAC) 53S (AGC) en CDR2 de cadena pesada con el uso de FHV 5-GGT GGC CAG CAT CAA CAG CGG CAA
CAA CCC CTA CTA CG-3' (SEQ ID NO:22) and RHV 5-CGT AGT AGG GGT TGT TGC CGC TGT TGA TGC TGG
CCA CC-3' (SEQ ID NO:23) (el sitio de mutagénesis esta subrayado) mediante el kit Quick change Il dirigido al sitio.
La variante de la mutagénesis fue secuenciada.

RESULTADOS
La secuencia primaria del anticuerpo rF1 contenia un sitio de desamidacion de asparagina potencial en la cadena
ligera CDR2: NNGNN (SEQ ID NO: 24). La prueba de estrés revelé un aumento de la desamidacion en muestras

estresadas en N53 (numeracién de acuerdo con Kabat, 1991). La mutagénesis dirigida al sitio se realiz6 para
estabilizar la sustitucion de rF1 Mab por N (AAC, (SEQ ID NO: 25)) a 53S (AGC, (SEQ ID NO: 26)) en la cadena
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pesada CDR2. La secuenciacion de la variante de mutagénesis confirmé una mutacion N53S.
Ejemplo 5
Desarrollo de variantes de Cys para aplicaciones de conjugado de anticuerpo y farmaco (ADC)

Los plasmidos rF1 pRK se sometieron a una serie de mutagénesis dirigida al sitio con oligos de
F1pRK.LC(205/210)VCF (468075) 5-GGG CCT GAG CTC GCC CTIG CAC AAA GAG CTT CAA CAG-3' (SEQ ID
NO:27) y rF1pRK.LC(205/210)VCR (468076) 5'-CTG TTG AAG CTC TTT GIG CAG GGC GAG CTC AGG CCC-3'
(SEQ ID NO:28) (El mutante Cys esta subrayado) para generar los enlazadores de cadena ligera de rF1 thioMab, y
rF1pRK.HCN53S.A121CF (468464) 5'-CTG GTC ACA GTC TCG AGT TGC AGC ACC AAG GGC CCA TC-3' (SEQ
ID NO:29) y rF1pRK.HCN53S.A121CR (468465) 5-GAT GGG CCC TTG GTG CTG CAA CTC GAG ACT GTG ACC
AG-3' (SEQ ID NO:30) (El mutante Cys esta subrayado) para formar los enlazadores de cadena pesada de rF1
thioMab mediante el método dirigido al sitio de Stratagene. La cadena ligera V205C y la cadena pesada A114C se
confirmaron por secuenciacion de las variantes (Figura 9).

Breve descripcién de los dibujos
Figura 1: Secuencias de cadena pesada y cadena ligera del anticuerpo F1

Figura 2: EIl anticuerpo F1 se une a las preparaciones de ALT de varias bacterias gram-positivas. (a) Las
preparaciones de ALT se obtuvieron de Sigma y se probaron en un ELISA de captura con un anti-ALT policlonal
de ratén o (b) un conjunto altamente purificado de preparaciones de ALT obtenidas en W. Fischer. D25, un
anticuerpo anti-RSV humano se us6 como control negativo no especifico y un anticuerpo anti-ALT monoclonal de
ratén como control positivo.

Figura 3: El anticuerpo F1 recombinante se une a S. aureus pero no a S. pneumoniae. (a) Las bacterias se
incubaron con anticuerpo F1, o una IgG control (D25, un anticuerpo anti-RSV humano) o sin el primer anticuerpo
(solo IgG-PE). Después del lavado, se afiadié el anticuerpo secundario (IgG-PE). (b) Se probaron 6 aislados
clinicos en dos experimentos separados para la union de F1. Se probé una cepa PVL+ (SA-1), 3 normales (SA-2
SA-3y SA-4) y 2 cepas SARM (SA-5y SA-6).

Figura 4: (a) Unidn del anticuerpo rF1 a 14 cepas de S. aureus. (b) El anticuerpo rF1 se une a S. epidermidis
pero no a Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes y Streptococcus pyogenes.

Figura 5: (a) El anticuerpo rF1 se une a SARM en diferentes etapas de crecimiento, IsoC: control de isotipo, Med:
control de medios (b) El anticuerpo rF1 se une a SARM aislado de tejido infectado.

Figura 6: El anticuerpo rF1 se une a las proteinas SDR. (a) Inmunoprecipitacién (IP) de una preparacion
comercial de acido teicoico de S. aureus (cepa Wood 46) con rF1 o anticuerpo de control de isotipo, seguido de
transferencia Western con anticuerpo rF1 (izquierda) y analisis por espectrometria de masas de fragmentos de la
preparacion de WTA unidos por el anticuerpo rF1 (derecha), (b) Inmunoprecipitacién (IP) de lisado de pared
celular de S. aureus (cepa USA300) con rF1 o anticuerpo de control, seguido de transferencia Western (WB) con
anticuerpo rF1 (izquierda) y andlisis por espectrometria de masas de fragmentos de la pared celular (cepa
USA300) unidos por el anticuerpo rF1 (derecha) (c) Inmunoprecipitacion del lisado de la pared celular de S.
epidermidis con rF1 o anticuerpo de control de isotipo, seguido de transferencia Western con anticuerpo rF1
(izquierda), andlisis por espectrometria de masas de fragmentos de la pared celular unidos por el anticuerpo rF1
(derecha).

Figura 7: Union de rF1 a proteinas SDR expresadas en S. aureus y E. coli. (a) Transferencia Western de lisados
de S. aureus y E. coli que contienen CIfA marcada con His sobreexpresada usando anticuerpos anti-His
(izquierda) y rF1 (derecha). (b) Transferencia Western de lisados de células de E. coli que contienen CIfA, CIfB,
SdrC, CIfB, SdrC, SdrD y SdrE marcadas con his tras la incubacién con lisado de S. aureus con anticuerpo rF1
(parte superior) o anti-His (parte inferior).

Figura 8: rF1 se une a dominios SDR expresados por S. aureus. Construcciones expresadas por S. aureus y
probadas para unirse a rF1 (izquierda), transferencias Western de lisados de S. aureus que contienen las
construcciones expresadas con anticuerpo anti-MBP (proteina de unién a maltosa), anti-His y rF1 (derecha).

Figura 9: Secuencias de cadena pesada A114C (a) y cadena ligera V205C ( b) variantes del anticuerpo rF1.
Numeracién de acuerdo con Kabat (1991), recuadros: CDR.

La Figura 9A divulga como SEQ ID NO 55, la secuencia de cadena pesada de rF1 y como SEQ ID NO 56, la
secuencia de cadena pesada A114C de rF1.

La Figura 9A divulga como SEQ ID NO 57, la secuencia de cadena ligera de rF1 y como SEQ ID NO 58, la
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secuencia de cadena ligera V205G de rF1.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado o una parte funcional del mismo que pueden unirse a una especie de Staphylococcus, que
comprende:

(a) una secuencia de CDR1 de cadena pesada RFAMS (SEQ ID NO:1), y

(b) una secuencia de CDR2 de cadena pesada SINNGNNPYYARSVQY (SEQ ID NO:2),y

(c) una secuencia de CDR3 de cadena pesada DHPSSGWPTFDS (SEQ ID NO:3), y

(d) una secuencia de CDR1 de cadena ligera RASENVGDWLA (SEQ ID NO:4), y

(e) una secuencia de CDR2 de cadena ligera KTSILES (SEQ ID NO:5), y

(f) una secuencia de CDR3 de cadena ligera QHYXRFPYT(SEQ ID NO:6), en la que X es | o M.

2. El anticuerpo o la parte funcional del mismo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo o la parte funcional del
mismo comprenden:

(i) una secuencia de dominio variable de cadena pesada que comprende:

(@) un marco 1 (FW1) que tiene la secuencia de EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLS (SEQ ID NO:
38);

(b) un marco 2 (FW2) que tiene la secuencia de WWRQAPGRGLEWVA (SEQ ID NO: 40);

(c) un marco 3 (FW3) que tiene la secuencia de RFTVSRDVSQNTVSLQMNNLRAEDSATYFCAK (SEQ ID
NO: 42);y

(d) un marco 4 (FW4) que tiene la secuencia de WGPGTLVTVSS (SEQ ID NO: 44);

ylo
(ii) una secuencia de dominio variable de cadena ligera que comprende:

(a) un marco 1 (FW1) que tiene la secuencia de DIQLTQSPSALPASVGDRVSITC (SEQ ID NO: 48);

(b) un marco 2 (FW2) que tiene la secuencia de WYRQKPGKAPNLLIY (SEQ ID NO: 50);

(c) un marco 3 (FW3) que tiene la secuencia de GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYC (SEQ ID NO:
52)y

(d) un marco 4 (FW4) que tiene la secuencia de FGQGTKLEIKRTYV (SEQ ID NO: 54), o

() un marco 1 (FW1) que tiene la secuencia de DIQLTQSPSALPASVGDRVSITC (SEQ ID NO: 48);

(b) un marco 2 (FW2) que tiene la secuencia de WYRQKPGKAPNLLIY (SEQ ID NO: 50);

(c) un marco 3 (FW3) que tiene la secuencia de GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYC (SEQ ID NO:
52)y

(d) un marco 4 (FW4) que tiene la secuencia de FGQGTKVEIKRTV (SEQ ID NO: 59)

3. El anticuerpo o la parte funcional del mismo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo o la parte funcional del
mismo comprenden:

(i) una secuencia de dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia que tiene al menos el 70
% de identidad de secuencia con la secuencia

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSRFAMSWVRQAPGRGLEWVASINNGNN
PYYARSVQYRFTVSRDVSQNTVSLQMNNLRAEDSATYFCAKDHPSSGWPTFDS WGP
GTLVTVSS (SEQ ID NO:7),

ylo
(ii) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia que tiene al menos el 70 % de identidad
de secuencia con la secuencia

DIQLTQSPSALPASVGDRVSITCRASENVGDWLAWYRQKPGKAPNLLIYKTSILESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISS
LQPDDFATYYCQHYXRFPYTFGQGTKLEIKRTV, en la que X es | 0 M (SEQ ID NO:8).

4. El anticuerpo o la parte funcional del mismo de la reivindicacion 3, en donde el anticuerpo o la parte funcional del
mismo comprenden un dominio variable de cadena pesada que tiene una secuencia de

EVOQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSRFAMSWVRQAPGRGLEWVASINNGNN
PYYARSVQYRFTVSRDVSQNTVSLOMNNLRAEDSATYFCAKDHPSSGWPTFDSWGP
GTLVTVSS (SEQ ID NO:7);
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ylo
en donde el anticuerpo o la parte funcional del mismo comprenden un dominio variable de cadena ligera que tiene
una secuencia de

DIQLTQSPSALPASVGDRVSITCRASENVGDWLAWYRQKPGKAPNLLIYKTSILESGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQ
PDDFATYYCQHYXRFPYTFGQGTKVEIKRTV, en la que Xes | o M (SEQ ID NO: 11).

5. Un anticuerpo aislado o una parte funcional del mismo de la reivindicacién 1
en donde dichos anticuerpo o parte funcional del mismo son opcionalmente humanos, y
en donde la especie de Staphylococcus es opcionalmente una S. aureus resistente a la meticilina (SARM) o una S.
aureus sensible a la meticilina (SASM), o una S. aureus sensible al compuesto intermedio de la vancomicina (SAIV),
en donde el anticuerpo o la parte funcional del mismo comprenden:
0]
(a) un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSRFAMSWVRQAPGRGLEWVASINNGNN
PYYARSVQYRFTVSRDVSQNTVSLOMNNLRAEDSATYFCAKDHPSSGWPTFDSWGP

GTLVTVSS (SEQ ID NO:7)

y

(b) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
DIQLTQSPSALPASVGDRVSITCRASENVGDWLAWYRQKPGKAPNLLIYKTSILESGVPSRFSGSGSGTEFTLT
ISSLQPDDFATYYCQHYXRFPYTFGQGTKVEIKRTV, en la que X es | o M (SEQ ID NO:11); o

(i)
(a) un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSRFAMSWVRQAPGRGLEWVASINNGNN

PYYARSVQYRFTVSRDVSQNTVSLQMNNLRAEDSATYFCAKDHPSSGWPTFDSWGP
GTLVTVSS (SEQ ID NO:9)

y

(b) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
DIQLTQSPSALPASVGDRVSITCRASENVGDWLAWYRQKPGKAPNLLIYKTSILESGVPSRFSGSGSGTEFTLT
ISSLQPDDFATYYCQHYXRFPYTFGQGTKLEIKRTYV, en la que X es | o M (SEQ ID NO:8); o

(iii)
(a) un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSRFAMSWVRQAPGRGLEWVASINNGNN

PYYARSVQYRFTVSRDVSQNTVSLQMNNLRAEDSATYFCAKDHPSSGWPTFDSWGP
GTLVTVSS (SEQ ID NO:9)

y

(b) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
DIQLTQSPSALPASVGDRVSITCRASENVGDWLAWYRQKPGKAPNLLIYKTSILESGV
PSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQHYXRFPYTFGQGTKLEIKRA, en la que X es | o M (SEQ ID
NO:10); o

(iv)

(a) un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia de
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSRFAMSWVRQAPGRGLEWVASINNGNN
PYYARSVQYRFTVSRDVSQNTVSLOQMNNLRAEDSATYFCAKDHPSSGWPTFDSWGP
GTLVTVSS (SEQ ID NO:9)

y

(b) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
DIQLTQSPSALPASVGDRVSITCRASENVGDWLAWYRQKPGKAPNLLIYKTSILESGVPSRFSGSGSGTEFTLT
ISSLQPDDFATYYCQHYXRFPYTFGQGTKVEIKRTV, en la que X es | o M (SEQ ID NO:11); o

v)

(a) un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia de

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSRFAMSWVRQAPGRGLEWVASINNGNN
PYYARSVQYRFTVSRDVSONTVSLOMNNLRAEDSATYFCAKDHPSSGWPTFDSWGP
GTLVTVSS (SEQ ID NO:7)

y

(b) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
DIQLTQSPSALPASVGDRVSITCRASENVGDWLAWYRQKPGKAPNLLIYKTSILESGVPSRFSGSGSGTEFTLT
ISSLQPDDFATYYCQHYXRFPYTFGQGTKLEIKRTYV, en la que X es | o M (SEQ ID NO:8); o

(vi)

(a) un dominio variable de cadena pesada que comprende una secuencia de

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLSRFAMSWVRQAPGRGLEWVASINNGNN
PYYARSVQYRFTVSRDVSQNTVSLOQMNNLRAEDSATYFCAKDHPSSGWPTFDSWGP
GTLVTVSS (SEQ ID NO:7)

y

(b) un dominio variable de cadena ligera que comprende una secuencia de
DIQLTQSPSALPASVGDRVSITCRASENVGDWLAWYRQKPGKAPNLLIYKTSILESGV
PSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQHYXRFPYTFGQGTKLEIKRA, en la que X es | o M (SEQ ID
NO:10).

6. Un anticuerpo aislado o una parte funcional del mismo de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprenden:

(a) una cadena pesada que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 55 (Fig 9A, cadena pesada de rF1) y
(b) una cadena ligera que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 57 (Fig 9B, cadena ligera de rF1).

7. Un anticuerpo aislado o una parte funcional del mismo que pueden unirse a una especie de Staphylococcus, que
comprende:

(a) una secuencia de CDR1 de cadena pesada RFAMS (SEQ ID NO:1), y

(b) una secuencia de CDR2 de cadena pesada SINNGNNPYYARSVQY (SEQ ID NO:2),y

(c) una secuencia de CDR3 de cadena pesada DHPSSGWPTFDS (SEQ ID NO:3), y

(d) una secuencia de CDR1 de cadena ligera RASENVGDWLA (SEQ ID NO:4),y

(e) una secuencia de CDR2 de cadena ligera KTSILES (SEQ ID NO:5), y

(f) una secuencia de CDR3 de cadena ligera QHYXRFPYT(SEQ ID NO:6), en laque Xeslo M

con la(s) sustitucion(es) de aminoéacidos de cualquiera de las siguientes (i), (i) y (iii):
(i) una asparagina en la posiciéon 53 en el dominio variable de cadena pesada ha sido reemplazada por otro

aminoacido, con lo que la numeracion de aminoacidos es de acuerdo con Kabat (1991), en donde el aminoacido
es serina; o
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(ii) una asparagina en la posicion 53 en el dominio variable de cadena pesada se reemplaza con una serina, en
donde una alanina en la posicién 114 se reemplaza con una cisteina, y en donde una arginina en la posicion 222
se reemplaza con una lisina, por lo que la numeracion de aminoacidos es de acuerdo con Kabat (1991); o

(iii) una valina en la posicion 205 del dominio variable de cadena ligera se reemplaza con cisteina, una alanina en
la posicién 110 del dominio variable de cadena ligera se reemplaza con valina y una leucina en la posicion 104
del dominio variable de cadena ligera se reemplaza con una valina, por lo que la numeracion de aminoacidos es
de acuerdo con Kabat (1991).

8. Un anticuerpo aislado o una parte funcional del mismo de acuerdo con la reivindicacién 7 que comprenden:

(a) una cadena pesada que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 56 (Fig 9A, rF1 A114C) y
(b) una cadena ligera que comprende una secuencia de SEQ ID NO: 58 (Fig. 9B, rF1 V205G).

9. Una composicion que comprende una parte funcional del anticuerpo de la reivindicaciéon 1, en la que la parte
funcional de un anticuerpo se selecciona de entre el grupo que consiste en un anticuerpo de dominio Unico, un
anticuerpo monocatenario, un nanocuerpo, un unicuerpo, un fragmento variable monocatenario (scFv), un fragmento
Fab y un fragmento F(ab’).

10. Una secuencia de acido nucleico aislada, sintética o recombinante que codifica:

(i) cualquiera de los anticuerpos o partes funcionales de los mismos de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8; o
(i) CDR1, CDR2 o CDR3 de cadena pesada o CDR1, CDR2 o CDR3 de cadena ligera,

en donde la secuencia se selecciona de entre el grupo que consiste en una secuencia de CDR1 de cadena pesada
cgctttgccatgagce (SEQ ID NO:12), una secuencia de CDR2 de cadena pesada
tcgatcaataatgggaataacccatactacgcacggtcggtacaatac (SEQ ID NO:13), una secuencia de CDR3 de cadena pesada
gatcaccctagtagtggctggcccacctitgactcc  (SEQ ID NO:14), una secuencia de CDR1 de cadena ligera
cgggccagtgaaaacgttggtgactggttggcc  (SEQ ID  NO:15), una secuencia de CDR2 de cadena ligera
aagacatctattctagaaagt (SEQ ID NO:16) y una secuencia de CDR3 de cadena ligera caacactatatacgtttcccgtacact
(SEQ ID NO:17).

11. Una célula aislada que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 10.

12. Un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una
secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 10, para su uso como medicamento y/o agente
profilactico.

13. Un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una
secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 10, para su uso:

(i) como medicamento y/o agente profilactico para tratar y/o evitar un trastorno relacionado con una bacteria
gram positiva; o
(i) en el diagndstico in vivo de una infeccion por Staphylococcus.

14. El uso de una anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 8 o una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 10 para la preparacion de un medicamento
y/o un agente profilactico para tratar y/o evitar un trastorno relacionado con una bacteria gram positiva.

15. Una composicién farmacéutica que comprende una anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 10, y
un vehiculo, un diluyente o un excipiente farmacéuticamente aceptables.

16. Una célula productora de anticuerpos aislados o recombinantes que puede producir un anticuerpo o una parte
funcional del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

17. Un método para producir un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, que comprende proporcionar una célula con una secuencia de acido nucleico de acuerdo con
la reivindicacién 10 y permitir que dicha célula traduzca dicha secuencia de acido nucléico, produciendo de ese
modo dichos anticuerpo o parte funcional del mismo,

comprendiendo ademas el método opcionalmente recoger, purificar y/o aislar dichos anticuerpo o parte funcional del
mismo.

18. Uso in vitro de un anticuerpo o una parte funcional del mismo de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8 o una secuencia de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 10:

(i) para el diagnéstico de una infeccion por Staphylococcus, o
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(ii) para detectar S. aureus y/o S. epidermidis.

19. Un método para aislar bacterias S. aureus y/o S. epidermidis a partir de una soluciéon que usa un anticuerpo o
una parte funcional del mismo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.
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Figura 1

Clon aMRSA F1

NB: numeracion CDR de acuerdo con Kabat y col., (1991)

Cadena pesada

Recombinada a partir de segmentos génicos:
IGHV3-23*01

IGHD6-19%01

IGHJ4%02

AMINOACIDO:

Fw1 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLS
CDR1 RFAMS

Fw2 WVRQAPGRGLEWVA

CDR2 SINNGNNPYYARSVQY

Fw3 RFTVSRDVSQNTVSLQMNNLRAEDSATYFCAK

CDR3 DHPSSGWPTFDS
Fw4 WGPGTLVTVSS

NUCLEOTIDO:

Fw1l gag gtg caa ctg ttg gag teg ggg ggg goc ttg gtg cag ceg ggg ggg tee ctg aga cte tee

tgt gea gee tet gga tte ace ctt age

CDR1 cgce ttt gee atg age

Fw2 tgg gte cge cag get cca gga agg gea ctg gaa tgg gte gea

CDR2 tcg atc aat aat ggg aat aac cca tac tac gea cgg teg gta caa tac
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Fw3 cgce tte ace gte tee cgg gac gte tee cag aac act gtg tet ctg cag atg aac aac ctg aga gee
gaa gac tcg gee aca tat tte tgt get aaa

CDR3 gat cac cct agt agt gge tgg cce ace ttt gac tee

Fw4 tgg gge ceg gga ace ctg gte ace gte tee teg

Cadena ligera

Recombinada a partir de segmentos génicos:
IGKV1-5*03
IGKJ2*01

AMINOACIDO:

Fwl DIQLTQSPSALPASVGDRVSITC

CDR1 RASENVGDWLA

Fw2 WYRQKPGKAPNLLIY

CDR2 KTSILES

Fw3 GVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYC
CDR3 QHYIRFPYT

Fw4 FGQGTKLEIKRTV

NUCLEOTIDO:

Fw1l gac atc cag ttg ace cag tet cet tee gee ctg cet gea tet gtg gea gac aga gte age ate act
tgt

CDR1 cgg gee agt gaa aac gtt ggt gac tgg ttg gee

Fw?2 tgg tat cgg cag aaa cecg ggg aaa gee cct aat ctt cte ate tat

CDR2 aag aca tct att cta gaa agt
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Fw3 ggg gtc cca tca agg tte age gge agt ggg tet ggg aca gaa tte act cte ace atc age age
ctg cag cct gat gat ttt gca act tat tac tgt

CDRS3 caa cac tat ata cgt ttc ccg tac act

Fw4 ttt ggc cag ggg acc aag ctg gag atc aaa cga act gtg
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Figura 2A
Reconocimiento de F1 de preparaciones de ALT
de bacterias gram positivas
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Figura 3A

1 S. aureus

1 . S. pneumoniae

i 19G-FE
ML ctrilg + 19G-PE
WE Fio+ lgG-PE
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Figura 3B
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cepas clinicas de TB por SA del 02 de julio de 2009

SA-2

T
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Figura 4B

Staphyiococcus
epidermidis

ES 2673323 T3

00 o
b Y
N
° a0
E
‘§ 60 7
E i
g 40 I‘“ ":
2 _‘
207 " 5
- \\_ ‘ S
10° 1’ FE?:. 10? 10t
Baciiius Enterococcus Listeria Strepiococcus
subtilis faccalis monocyiogenes pyogenes
100 Fi 100 N 100 N 1007 =
iy i k¥
i 174 AN
.g BO ; [l . 80 .' “ g Ely ']‘il g 307
B ool ] E wlf :}: ool i B sojf
E s 3 :i I A S
§ a0 l! g a0 i E a0 " § acr:;
s i i ES ! ¢ /
| | R ] 20 l-‘[ a0
ot = 7 T 0 -| . . U.n i 7 ” ot "2 - .
10 10" 7, 10° 10* 10 10 10 10 10 0 FF_?.ZH 10 10 10 1b FI1.1G-H 10 10

31



Figura S

ES 2673323 T3

SARM IN VITRO

log temprano
(2 h)

Posterior
exponencial
(8 h)

Colonias
solidas
(agar)

£
S

40

% del maximo

% del maximo

% del mdximo

(5]
=3

AR
L3

iy

o

107 10!

SARM /N VIVO

Infeccion sistémica en ratones;
homogeneizar rifiones;
analisis FACS

% del maximo

32



ES 2673323 T3

Figura 6A
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Figura 6C
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Figura 7A
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Figura 8
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