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DESCRIPCION
Anticuerpos neutralizantes de las exotoxinas principales TcdA y TcdB de Clostridium difficile

La presente invencion se refiere a anticuerpos de exotoxinas de Clostridium difficile, por ejemplo TcdA y TcdB, a
composiciones farmacéuticas que comprenden los mismos, a procesos de produccion de dichos anticuerpos y a
composiciones y al uso de anticuerpos y composiciones en el tratamiento y/o la profilaxis, en particular el tratamiento
o la profilaxis de infeccion por Clostridium difficile, colitis ssudomembranosa, colitis fulminante y/o megacolon toxico.

Las dos exotoxinas principales TcdA y TcdB se han establecido como los determinantes principales de la
patogenicidad de Clostridium difficile en un gran numero de estudios in vitro e in vivo. Las cepas no toxigénicas no son
patogénicas para animales y el hombre (1, 2). Hasta la fecha, esta todavia por establecer una comprension completa
del papel de la toxina binaria (3).

Ambas toxinas son enterotoxicas y citotoxicas, pero la suma de evidencias sugiere que TcdA es una enterotoxina mas
potente que TcdB, mientras que se observa tipicamente que TcdB es ~1000x mas citotoxica que TcdA (4). Aunque
ambas toxinas son capaces de inducir una respuesta inflamatoria, TcdA parece ayudar a la migracion de la TcdB mas
inflamatoria mas profundamente en la mucosa intestinal (5).

En conjunto, una gran colecciéon de datos generados durante mas de 30 afios apoya un modelo donde es probable
que ambas toxinas sean importantes en el proceso de enfermedades humanas. Es probable que TcdA inicie un dafo
intestinal temprano (concretamente, antes que TcdB) y rapido (concretamente en 1-3 horas) mediante la pérdida de
uniones estrechas y la destruccion de puntas de vellosidades y por ello diarrea, probablemente mediante pérdida de
fluidos impulsada por albumina. Este dafio a la integridad del revestimiento intestinal posibilita a TcdB ejercer su
potencial molar superior (TcdB se cita tipicamente que es 1000x mas citotdxica que TcdA) mas rapida y eficazmente
(concretamente, mas profundamente en el tejido, dianas celulares alternativas y dafiando 6rganos accedidos
sistémicamente). Cualquier toxina puede ser eficaz sola in vitro sobre células y tejidos humanos o animales. Cualquier
toxina puede ser eficaz sola in vivo en animales dependiendo de otros factores desencadenantes tales como dafo
mecanico, sobrecarga de barrera y sensibilidades especificas del hospedador. Resulta ahora evidente que, en
hamsteres, al menos una de TcdA o TcdB sola suministrada por una infeccion intestinal por Clostridium difficile puede
causar la muerte (1). Esta bien establecido que las cepas A-B+ son capaces de causar sintomas y muerte en seres
humanos (6,7). Sin embargo, la mayoria (~95 %) de cepas clinicas son A+B+, por ello los farmacos orientados a tratar
infecciones por Clostridium difficile (ICD) deben ser capaces de neutralizar las actividades y eliminar ambas toxinas
eficazmente.

La ICD es lo mas tipicamente una infeccion nosocomial de pacientes ancianos o aquellos con comorbilidades
complicadas. Sin embargo, se ha sefialado un aumento de las infecciones extrahospitalarias. La infeccion esta casi
siempre asociada a o inducida por el uso de antibiéticos de amplio espectro. Los costes sanitarios asociados se estima
que son de mas de 1000 millones de ddlares al afio solo en EE. UU. Estos costes son debidos sobre todo a los
pacientes que tienen estancias hospitalarias mas largas. Las terapias actuales implican el uso de antibiéticos tales
como clindamicina, vancomicina o fidaxomicina que destruyen las células de Clostridium difficile en el intestino. Las
terapias actuales abordan la infeccion bacteriana, pero no afrontan ni previenen directamente la patogénesis
significativa causada por TcdA y TcdB, que son los contribuyentes principales a los sintomas y mortalidad de ICD.

Los sintomas de ICD en seres humanos incluyen diarrea de leve a grave, colitis ssudomembranosa (CSM) y colitis
fulminante o el denominado megacolon téxico. La muerte es el resultado en un 5-15 % de los pacientes que reciben
el mejor cuidado. Por tanto, actualmente no hay una terapia especifica disponible para pacientes para prevenir el dafio
y lesiones causadas por toxinas de C. difficile después de la infeccion.

Suscitar una respuesta de anticuerpo mediante vacunacion y administracion parenteral de anticuerpos policlonales y
monoclonales se ha mostrado capaz de proteger a animales de los sintomas de diarrea y muerte (8-15). Estudios
tempranos en hamsteres sugerian que los anticuerpos contra TcdA sola eran todo lo necesario para proteccion.
Sin embargo, el uso de cepas con delecion funcional de TcdA o TcdB demuestra que cualquiera de las toxinas es
capaz de causar diarrea en hamsteres, pero que ambas toxinas juntas son mas eficaces (1).

Para aplicaciones terapéuticas, los anticuerpos monoclonales (Mab) pueden ofrecer eficacia, seguridad, ventajas de
fabricacion y regulatorias frente a anticuerpos policlonales derivados de suero o sueros hiperinmunitarios derivados
de suero. Por estas razones, los Mab son habitualmente la opcién preferida para productos terapéuticos.

Ha habido una serie de intentos de generar Mab protectores contra TcdA y TcdB. El mas avanzado de estos en clinica
es una mezcla de 2 Mab IgG1, uno contra cada TcdA y TcdB originalmente llamados CDA1 y MDX1388 desarrollados
por MBL y Medarex. Se demostraron incapaces de proteger completamente a hamsteres en modelos de infecciones
agudas o recidivas (15). Esta combinacién de Mab se esta desarrollando ahora como MK3415A por Merck Inc. En un
ensayo humano de fase Il, MK3415A daba como resultado una reduccion estadisticamente significativa de la
recurrencia de la enfermedad (p= 0,006) (véase también Lowy et al., NEJM (2010) 362: 197-205) pero no afectaba a
la duracidon/gravedad de la diarrea o a las tasas de mortalidad (16). Véanse también Babcock et al Infection and
Immunity Nov 2006, paginas 6339 a 6347 y W02006/121422. Esto puede significar que estos anticuerpos pueden ser
Utiles solo para prevenir la recurrencia de la infeccion. La recurrencia de la infeccion es el resultado en
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aproximadamente un 25 % de pacientes. Por tanto, habra probablemente una poblacién de pacientes significativa en
que estos anticuerpos no sean eficaces.

Para poder tener una influencia positiva sobre la diarrea (por ejemplo, como resultado de dafio agudo en las uniones
estrechas del intestino debido a TcdA) y la muerte (por ejemplo, como resultado de un mal estado nutricional
prolongado, estrés por deshidratacion e iniciacion de una cascada inflamatoria, lesion anatémica extendida en el
revestimiento intestinal y posiblemente dafio en 6rganos distantes debido a la toxina sistémica TcdB mas que a TcdA),
se requieren Mab con afinidad superior, neutralizaciéon de toxinas, prevencién superior de la pérdida de RETE
(resistencia eléctrica transepitelial), decoracién de antigenos e inmunoeliminacion de antigenos.

Compendio de la presente invencion

La presente invencion proporciona un anticuerpo monoclonal neutralizante o fragmento de unién especifico de TcdA,
que comprende una cadena pesada que comprende una secuencia dada en la SEQ ID NO: 49, y una cadena ligera
que comprende una secuencia dada en la SEQ ID NO: 47.

La divulgacion proporciona también un Mab o varios con un nivel muy alto de potencia in vitro e in vivo que tienen el
potencial de tener impacto sobre la duracion y gravedad de la diarrea y la tasa de mortalidad en seres humanos que
padecen infeccion por Clostridium difficile (ICD).

Se proporciona también una composicion farmacéutica segun la presente invencion que comprende un anticuerpo
monoclonal adicional o fragmento de unién del mismo especifico de TcdA seleccionado independientemente de:

i) una cadena pesada en la que el dominio variable de la cadena pesada comprende una secuencia dada en la SEQ
ID NO: 4 para CDR-H1, una secuencia dada en la SEQ ID NO: 5 para CDR-H2 y una secuencia dada en la SEQ ID
NO: 6 para CDR-H3, y una cadena ligera en la que el dominio variable de la cadena ligera comprende una secuencia
dada en la SEQ ID NO: 1 para CDR-L1, una secuencia dada en la SEQ ID NO: 2 para CDR-L2 y una secuencia dada
enla SEQ ID NO: 3 para CDR-L3;

ii) una cadena pesada en la que el dominio variable de la cadena pesada comprende una secuencia dada en la SEQ
ID NO: 34 para CDR-H1, una secuencia dada en la SEQ ID NO: 35 para CDR-H2 y una secuencia dada en la SEQ ID
NO: 36 para CDR-H3, y una cadena ligera en la que el dominio variable de la cadena ligera comprende al menos una
de una CDR que tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 31 para CDR-L1, una CDR que tiene la secuencia dada
en la SEQ ID NO: 32 para CDR-L2 y una CDR que tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 33 para CDR-L3; y

iiii) una cadena pesada en la que el dominio variable de la cadena pesada comprende una secuencia dada en la SEQ
ID NO: 54 para CDR-H1, una secuencia dada en la SEQ ID NO: 55 para CDR-H2 y una secuencia dada en la SEQ ID
NO: 56 para CDR-H3, y una cadena ligera en la que el dominio variable de la cadena ligera comprende una secuencia
dada en la SEQ ID NO: 51 para CDR-L1, una secuencia dada en la SEQ ID NO: 52 para CDR-L2 y una secuencia
dada en la SEQ ID NO: 53 para CDR-L3.

Los anticuerpos de la presente divulgacion son utiles porque es probable que proporcionen un medio de tratamiento
de la gravedad y duracion de los sintomas de una infeccion primaria tal como diarrea en un paciente o prevengan la
muerte y no solo prevengan la recurrencia de los sintomas de la enfermedad.

En al menos algunas realizaciones, los anticuerpos segun la presente divulgacion no muestran reduccion de la
potencia en presencia de altas concentraciones de toxina.

Descripcion detallada de la presente invencion

Especifico, como se emplea en la presente memoria, pretende hacer referencia a un anticuerpo que solo reconoce el
antigeno del que es especifico o un anticuerpo que tiene una afinidad de unién significativamente mayor por el antigeno
del que es especifico en comparacion con la union a antigenos de los que no es especifico, por ejemplo 5, 6, 7, 8, 9,
10 veces mayor afinidad de union.

La afinidad de union puede medirse por ensayos estandares tales como resonancia de plasmoén de superficie, tales
como BlAcore.

En una realizacién, la CEsy es menor de 75, 70, 60, 65, 55, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10,9,8,7,6,5,4,3,2,15
ng/ml de infeccién por Clostridium difficile en ensayos de cultivo celular y el paciente. Esto es significativamente menor
(mas potente) que anticuerpos conocidos y se cree que es un factor importante de por qué los anticuerpos de la
presente divulgacion tienen un impacto significativo y positivo sobre la supervivencia de sujetos que reciben
tratamiento.

Como se emplea en la presente memoria, potencia es la capacidad del anticuerpo de desencadenar una respuesta
biolégica apropiada, por ejemplo neutralizacion de los efectos nocivos de toxinas, a una dosis o concentracion dada.
Los ejemplos de potencia incluyen el porcentaje de neutralizacion maxima de la actividad de toxina (extension de la
proteccion), la concentracion relativa minima de Mab a antigeno (p. €j., CEso), la velocidad y durabilidad de la actividad
de neutralizacion.
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En ensayos de cultivo celular, podria observarse neutralizaciéon como uno o mas de los siguientes: prevencion de la
union de toxina a células, inmunoprecipitacion de toxina de la solucién, prevencion de la pérdida de forma y
conformacion celular, prevencion de la pérdida de estructuras citoesqueléticas, prevencion de la pérdida de uniones
estrechas de monocapa celular y resistencia eléctrica transepitelial, prevencién de la muerte celular, apoptosis y
produccion de citocinas proinflamatorias tales como TNFa, IL-13, IL-6 y MIP1a.

En ensayos de seccionamiento y explante de tejidos, puede observarse neutralizacion, por ejemplo, como la
prevencion de necrosis y/o la acumulacién de fluidos edematosos.

En ensayos in vivo, puede observarse neutralizaciéon como uno o mas de los siguientes: prevencion de la acumulacion
de fluidos en asas ileales ligadas y prevencion de la necrosis de tejido intestinal, diarrea, formacion seudomembranosa
y muerte de animales.

La presente divulgacion incluye un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina A) que comprende una CDR tal
como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:

QASQSISNALA SEQID NO: 1
SASSLAS SEQID NO: 2
QYTHYSHTSKNP SEQID NO: 3
GFTISSYYMS SEQID NO: 4
[ISSGGHFTWYANWAKG SEQID NO: 5
AYVSGSSFNGYAL SEQID NO: 6

En una realizacion, las secuencias 1 a 3 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 4 a 6 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 1 es CDR L1, la SEQ ID NO: 2 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 3 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 4 es CDR H1, la SEQ ID NO: 5 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 6 es CDR H3.

En una realizacién, la SEQ ID NO: 1 es CDR L1, la SEQ ID NO: 2 es CDR L2, la SEQ ID NO: 3 es CDR L3, la SEQ
ID NO: 4 es CDR H1,la SEQ ID NO: 5 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 6 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 922 anticuerpo anti-toxina A; secuencia de regién variable de cadena ligera) SEQ ID NO: 7:

DPVMTQSPSTLSASVGDRVTITCQASQSISNALAWYQQKPGKAPKLLIYSASSLASGVPSREK
GSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCQYTHYSHTSKNPFGGGTKVEIK

en la que las CDR se subrayan y el constructo se hace referencia en la presente memoria como 922.g1 VK (gL1).

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 7 en la Figura 1y enla SEQ ID NO: 8 en la
misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 922 anticuerpo anti-toxina A; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 9:

EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCAASGFTISSYYMSWVROAPGKGLEWIGIISSGGHFTWYANW

AKGRFTISSDSTTVYLQMNSLRDEDTATYFCARAYVSGSSENGYALWGQGTLVTVS

en la que las CDR se subrayan y el constructo se hace referencia en la presente memoria como 922.g1 VH (gH1).

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 9 en la Figura 1y en la SEQID NO: 10 en la
misma.

En una realizacion, el anticuerpo comprende las regiones variables mostradas en las SEQ ID NO: 7 y 9.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina A) que comprende
una CDR tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:
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QASQSISNYLA SEQ ID NO: 11
SASTLAS SEQ ID NO: 12
QYSHYGTGVFGA SEQID NO: 13
AFSLSNYYMS SEQ ID NO: 14
[ISSGSNALKWYASWPKG SEQID NO: 15
NYVGSGSYYGMDL SEQ ID NO: 16

En una realizacion, las secuencias 11 a 13 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 14 a 16 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 11 es CDR L1, la SEQ ID NO: 12 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 13 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 14 es CDR H1, la SEQ ID NO: 15 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 16 es CDR H3.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 11 es CDR L1, la SEQ ID NO: 12 es CDR L2, la SEQ ID NO: 13 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 14 es CDR H1, la SEQ ID NO: 15 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 16 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 923 anticuerpo anti-toxina A; secuencia de region variable de cadena ligera) SEQ ID NO: 17:

DVVMTQSPSSLSASVGDRVTITCQASQSISNY LAWYQQKPGKVPKLLIYSASTLASGVPSREK
GSGSGTQFTLTISSLQPEDVATYYCQYSHYGTGVEGAFGGGTKVEIK

en la que las CDR se subrayan y el constructo se hace referencia en la presente memoria como CA923.g1 gL1

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 17 en la Figura 1y en la SEQ ID NO: 18 en la
misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 923 anticuerpo anti-toxina A; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 19:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASAFSLSNYYMSWVRQAPGKGLEWIGIISSGSNALKWYAS

WPKGRFTISKDSTTVYLQMNSLRAEDTATYFCARNYVGSGSYYGMDLWGQGTLVTVS

en la que las CDR se subrayan y el constructo se hace referencia en la presente memoria como CA923.g1 gH1

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 19 en la Figura 2y en la SEQ ID NO: 20 en la
misma.

En una realizacion, un anticuerpo segun la invencién comprende regiones variables mostradas en la SEQ ID NO 17:
yla SEQ ID NO: 19.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina A) que comprende
una CDR tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:

QASQSISSYFS SEQ ID NO: 21
GASTLAS SEQ ID NO: 22
QCTDYSGIYFGG SEQ ID NO: 23
GFSLSSYYMS SEQ ID NO: 24
[ISSGSSTTFTWYASWAKG SEQID NO: 25
AYVGSSSYYGFDP SEQ ID NO: 26
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En una realizacion, las secuencias 21 a 23 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacién, las secuencias 24 a 26 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 21 es CDR L1, la SEQ ID NO: 22 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 23 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 24 es CDR H1, la SEQ ID NO: 25 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 26 es CDR H3.

En una realizacién, la SEQ ID NO: 21 es CDR L1, la SEQ ID NO: 22 es CDR L2, la SEQ ID NO: 23 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 24 es CDR H1, la SEQ ID NO: 25 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 26 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 993 anticuerpo anti-toxina A; secuencia de regién variable de cadena ligera) SEQ ID NO: 27:

DVVMTQSPSTLSASVGDRVTITCQASQSISSYFSWYQQKPGKAPQLLIYGASTLASGVPSREK
GSGSGTELTLTISSLQPDDFATYYCQCTDYSGIYFGGFGGGTKVEIK

en la que las CDR se subrayan y el constructo se hace referencia en la presente memoria como CA993.g1 gL1

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 27 en la Figura 2y en la SEQ ID NO: 28 en la
misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 993 anticuerpo anti-toxina A; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 29:

EVQLVESGGGLVOPGGSLKLSCTASGFSLSSYYMSWVROAPGKGLEWIGIISSGSSTTEFTWYA

SWAKGRFTISKTSTTVYLQMNSLKTEDTATYFCARAYVGSSSYYGFDPWGQGTLVTVS

en la que las CDR se subrayan y el constructo se hace referencia en la presente memoria como CA993.g1 gH1

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 29 en la Figura 2 y en la SEQ ID NO: 30 en la
misma.

En una realizacion, un anticuerpo segun la invencion comprende regiones variables mostradas en la SEQ ID NO : 27
y la SEQ ID NO: 29.

La presente divulgacion proporciona un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina A) que comprende una CDR
tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:

QASQSINNYFS SEQ ID NO: 31
GAANLAS SEQ ID NO: 32
QNNYGVHIYGAA SEQ ID NO: 33
GFSLSNYDMI SEQ ID NO: 34
FINTGGITYYASWAKG SEQID NO: 35
VDDYIGAWGAGL SEQ ID NO: 36

En una realizacion, las secuencias 31 a 33 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 34 a 36 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 31 es CDR L1, la SEQ ID NO: 32 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 33 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 34 es CDR H1, la SEQ ID NO: 35 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 36 es CDR H3.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 31 es CDR L1, la SEQ ID NO: 32 es CDR L2, la SEQ ID NO: 33 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 34 es CDR H1, la SEQ ID NO: 35 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 36 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una region variable, tal como una regioén variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 995 anticuerpo anti-toxina A; secuencia de region variable de cadena ligera) SEQ ID NO: 37:
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DVVMTQSPSTLSASVGDRVTITCQASQSINNYFSWYQOKPGKAPKLLIYGAANLASGVPSREK
GSGSGTEYTLTISSLQPDDFATYSCONNYGVHIYGAAFGGGTKVEIK

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 37 en la Figura 3 y en la SEQ ID NO: 38 en la
misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 995 anticuerpo anti-toxina A; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 39

EVQLVESGGGLVOPGGSLRLSCTASGFSLSNYDMIWVROAPGKGLEY IGFINTGGITYYASWA

KGRFTISRDSSTVYLOQMNSLRAEDTATYFCARVDDY IGAWGAGLWGQGTLVTVS

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 39 en la Figura 3y en la SEQ ID NO: 40 en la
misma.

En una realizacion, un anticuerpo segun la invencién comprende regiones variables mostradas en la SEQ ID NO: 37
y la SEQ ID NO: 39.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina A) que comprende
una CDR tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:

QASQSISSYLS SEQ ID NO: 41
RASTLAS SEQ ID NO: 42
LGVYGYSNDDGIA SEQ ID NO: 43
GIDLSSHHMC SEQ ID NO: 44
VIYHFGSTYYANWATG SEQ ID NO: 45
AS IAGYSAFDP SEQ ID NO: 46

En una realizacion, las secuencias 41 a 43 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 44 a 46 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 41 es CDR L1, la SEQ ID NO: 42 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 43 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 44 es CDR H1, la SEQ ID NO: 45 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 46 es CDR H3.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 41 es CDR L1, la SEQ ID NO: 42 es CDR L2, la SEQ ID NO: 43 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 44 es CDR H1, la SEQ ID NO: 45 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 46 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 997 anticuerpo anti-toxina A; secuencia de regién variable de cadena ligera) SEQ ID NO: 47:

ALVMTQSPSSFSASTGDRVTITCQASQSISSYLSWYQOKPGKAPKLLIYRASTLASGVPSRES
GSGSGTEYTLTISCLQSEDFATYYCLGVYGYSNDDGIAFGGGTKVEIK

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 47 en la Figura 3y enla SEQ ID NO: 48 en la
misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 997 anticuerpo anti-toxina A; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 49:
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EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTVSGIDLSSHHMCWVRQAPGKGLEYIGVIYHFGSTYYANWA

TGRFTISKDSTTVYLOMNSLRAEDTATYFCARASTIAGYSAFDPWGQGTLVTVS

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 49 en la Figura 4 y en la SEQ ID NO: 50 en la
misma.

En una realizacion, un anticuerpo segun la invencién comprende regiones variables mostradas en la SEQ ID NO: 47
y la SEQ ID NO: 49.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina A) que comprende
una CDR tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:

QASQSIYSYLA SEQ ID NO: 51
DASTLAS SEQ ID NO: 52
QGNAYTSNSHDNA SEQ ID NO: 53
GIDLSSDAVG SEQ ID NO: 54
IATFDSTYYASWAKG SEQ ID NO: 55
TGSWYYISGWGSYYYGMDL SEQ ID NO: 56

En una realizacion, las secuencias 51 a 53 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 54 a 56 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 51 es CDR L1, la SEQ ID NO: 52 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 53 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 54 es CDR H1, la SEQ ID NO: 55 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 56 es CDR H3.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 51 es CDR L1, la SEQ ID NO: 52 es CDR L2, la SEQ ID NO: 53 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 54 es CDR H1, la SEQ ID NO: 55 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 56 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una regioén variable, tal como una region variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 1000 anticuerpo anti-toxina A; secuencia de regién variable de cadena ligera) SEQ ID NO: 57:

EIVMTQSPSTLSASVGDRVTITCQASQSIYSYLAWYQQKPGKAPKLLIYDASTLASGVPSREFK
GSGSGTEFTLTISSLOPDDFATYYCQGNAYTSNSHDNAFGGGTRKVEIK

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 57 en la Figura 4 y en la SEQ ID NO: 58 en la
misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 1000 anticuerpo anti-toxina A; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 59:

EVQLVESGGGLIQPGGSLRLSCTVSGIDLSSDAVGWVROAPGKGLEYIGITATFDSTYYASWA

KGRFTISKASSTTVYLQMNSLRAEDTATYFCARTGSWYYISGWGSYYYGMDLWGQGTLVTVS

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 59 en la Figura 4 y en la SEQ ID NO: 60 en la
misma.

En una realizacion, un anticuerpo segun la invencion comprende regiones variables mostradas en la SEQ ID NO: 57
y la SEQ ID NO: 59.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina B) que comprende
una CDR tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:
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RASKSVSTLMH SEQ ID NO: 61
LASNLES SEQ ID NO: 62
QQTWNDPWT SEQ ID NO: 63
GFTFSNYGMA SEQ ID NO: 64
SISSSGGSTYYRDSVKG SEQ ID NO: 65
VIRGYVMDA SEQ ID NO: 66

En una realizacion, las secuencias 61 a 63 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 64 a 66 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 61 es CDR L1, la SEQ ID NO: 62 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 63 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 64 es CDR H1, la SEQ ID NO: 65 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 66 es CDR H3.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 61 es CDR L1, la SEQ ID NO: 62 es CDR L2, la SEQ ID NO: 63 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 64 es CDR H1, la SEQ ID NO: 65 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 66 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 926 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de regién variable de cadena ligera) SEQ ID NO: 67:

DTVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKSVSTLMHWFQQOKPGQAPKLLIYLASNLESGVPARFS
GSGSGTDEFTLTISSLEPEDFAVYYCQQTWNDPWTFGGGTKVEIK

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 67 en la Figura 5y en la SEQ ID NO: 68 en la
misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 926 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 69:

EVELLESGGGLVQPGGSLRLSCEASGFTFSNYGMAWVRQAPTKGLEWVTSISSSGGSTYYRDS

VKGRFTISRDNAKSSLYLQMNSLRAEDTATYYCTTVIRGYVMDAWGQGTLVTVS

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 69 en la Figura 5y enla SEQ ID NO: 70 en la
misma.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina B) que comprende
una CDR tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:

RASGSVSTLMH SEQ ID NO: 71
KASNLAS SEQID NO: 72
HQSWNSDT SEQID NO: 73
GFTFSNYGMA SEQ ID NO: 74
TINYDGRTTHYRDSVKG SEQID NO: 75
ISRSHYFDC SEQID NO: 76

En una realizacion, las secuencias 71 a 73 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 74 a 76 estan en una cadena pesada del anticuerpo.
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En una realizacion, la SEQ ID NO: 71 es CDR L1, la SEQ ID NO: 72 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 73 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 74 es CDR H1, la SEQ ID NO: 75 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 76 es CDR H3.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 71 es CDR L1, la SEQ ID NO: 72 es CDR L2, la SEQ ID NO: 73 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 74 es CDR H1, la SEQ ID NO: 75 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 76 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 927 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de regién variable de cadena ligera) SEQ ID NO: 77:

DTOMTQSPSTLSASVGDRVTITCRASGSVSTLMHEWYQQOKPGKAPKLLIYKASNLASGVPSRES
GSGSGTEFTLTISSLQPDDFATYYCHQSWNSDTFGQGTRLEIK

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 77 en la Figura 5y enla SEQ ID NO: 78 en la
misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 927 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 79:

EVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSNYGMAWVRQAPGKGLEWVATINYDGRTTHYRDS

VKGRFTISRDNSKSTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTSISRSHYFDCWGQGTLVTVS

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 79 en la Figura 5y en la SEQ ID NO: 80 en la
misma.

En una realizacion, un anticuerpo segun la invencion comprende regiones variables mostradas en la SEQ ID NO : 77
yla SEQ ID NO: 79.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina B) que comprende
una CDR tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:

KASKSISNHLA SEQ ID NO: 81
SGSTLQS SEQ ID NO: 82
QQYDEYPYT SEQ ID NO: 83
GFSLQSYTIS SEQ ID NO: 84
AISGGGSTYYNLPLKS SEQ ID NO: 85
PRWYPRSYFDY SEQ ID NO: 86

En una realizacion, las secuencias 81 a 83 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 84 a 86 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 81 es CDR L1, la SEQ ID NO: 82 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 83 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 84 es CDR H1, la SEQ ID NO: 85 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 86 es CDR H3.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 81 es CDR L1, la SEQ ID NO: 82 es CDR L2, la SEQ ID NO: 83 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 84 es CDR H1, la SEQ ID NO: 85 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 86 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 1099 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de region variable de cadena ligera) SEQ ID NO: 87:

DVQLTQSPSFLSASVGDRVTITCKASKSISNHLAWYQEKPGKANKLLIHSGSTLQSGTPSRES
GSGSGTEFTLTISSLQPEDFATYYCQQYDEYPYTFGQGTRLEIKRT

en la que las CDR estan subrayadas.

10
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En una realizacion, los ultimos dos aminoacidos (RT) de la SEQ ID NO: 87 se omiten.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 87 en la Figura 6 y en la SEQ ID NO: 88 en la
misma. En una realizacion, los codones que codifican los dos ultimos aminoacidos (RT) se omiten.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 1099 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 89:

EVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLOSYTISWVRQPPGKGLEWIAATISGGGSTYYNLPL

KSRVTISRDTSKSQVSLKLSSVTAADTAVYYCTRPRWYPRSYFDYWGRGTLVTVS

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 89 en la Figura 6 y en la SEQ ID NO: 90 en la
misma.

En una realizacion, un anticuerpo segun la invencién comprende regiones variables mostradas en la SEQ ID NO 87:
y la SEQ ID NO: 89.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina B) que comprende
una CDR tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:

RASQRISTSIH SEQ ID NO: 91
YASQSIS SEQ ID NO: 92
QQSYSSLYT SEQ ID NO: 93
GFTFSDSYMA SEQ ID NO: 94
SISYGGTIIQYGDSVKG SEQ ID NO: 95
RQGTYARYLDF SEQ ID NO: 96

En una realizacion, las secuencias 91 a 93 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 94 a 96 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 91 es CDR L1, la SEQ ID NO: 92 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 93 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 94 es CDR H1, la SEQ ID NO: 95 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 96 es CDR H3.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 91 es CDR L1, la SEQ ID NO: 92 es CDR L2, la SEQ ID NO: 93 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 94 es CDR H1, la SEQ ID NO: 95 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 96 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una region variable, tal como una regioén variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 1102 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de region variable de cadena ligera) SEQ ID NO: 97:

NIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQRISTSTHWYQOKPGQAPRLLIKYASQSISGIPARE'S
GSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQQSYSSLYTFGQGTKLEIK

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 97 en la Figura 6 y en la SEQ ID NO: 98 en la
misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 1102 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 99:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFTFSDSYMAWVRQAPGKGLEWIASISYGGTITIQYGDS

VKGRFTISRDNAKSSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARRQGTYARYLDFWGQGTLVTVS

en la que las CDR estan subrayadas.
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Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 99 en la Figura 7 y en la SEQ ID NO: 100 en la
misma.

En una realizacion, un anticuerpo segun la invencion comprende regiones variables mostradas en la SEQ ID NO 97:
y la SEQ ID NO: 99.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina B) que comprende
una CDR tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:

RASESVSTLLH SEQ ID NO: 101
KASNLAS SEQ ID NO: 102
HQSWNSPPT SEQ ID NO: 103
GFTFSNYGMA SEQ ID NO: 104
[INYDASTTHYRDSVKG SEQ ID NO: 105
YGRSHYFDY SEQ ID NO: 106

En una realizacion, las secuencias 101 a 103 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 104 a 106 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 101 es CDR L1, la SEQ ID NO: 102 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 103 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 104 es CDR H1, la SEQ ID NO: 105 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 106 es CDR H3.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 101 es CDR L1, la SEQ ID NO: 102 es CDR L2, la SEQ ID NO: 103 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 104 es CDR H1, la SEQ ID NO: 105 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 106 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 1114 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de region variable de cadena ligera) SEQ ID NO: 107:

ATOMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASESVSTLLHWYQOKPGKAPKLLIYKASNLASGVPSRES
GSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCHQSWNSPPTFGQGTKLEIK

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 107 en la Figura 7 y en la SEQ ID NO: 108 en la
misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 1114 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 109:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYGMAWVRQAPGKGLEWVAIINYDASTTHYRDS

VKGRFTISRDNAKSSLYLQMNSLRAEDTAVYYCTRYGRSHYFDYWGQGTLVTVS

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 109 en la Figura 7 y en la SEQ ID NO: 110 en la
misma.

En una realizacién, un anticuerpo segun la invencion comprende regiones variables mostradas en la SEQ ID NO: 107
y la SEQ ID NO: 109.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina B) que comprende
una CDR tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:

12
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RASESVSTLLH SEQID NO: 111
KASNLAS SEQ ID NO: 112
HQSWNSPPT SEQID NO: 113
GFTFSNYGMA SEQID NO: 114
[INYDASTTHYRDSVK SEQ ID NO: 115
YGRSHYFDY SEQID NO: 116

En una realizacion, las secuencias 111 a 113 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 114 a 116 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 111 es CDR L1, la SEQ ID NO: 112 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 113 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 114 es CDR H1, la SEQ ID NO: 115 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 116 es CDR H3.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 111 es CDR L1, la SEQ ID NO: 112 es CDR L2, la SEQ ID NO: 113 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 114 es CDR H1, la SEQ ID NO: 115 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 116 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una regioén variable, tal como una region variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (injerto 8 de anticuerpo 1114 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de regién variable de cadena ligera) SEQ
ID NO: 117:

DIVLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASESVSTLLHWYQOKPGKAPKLLIYKASNLASGVPSRE'S
GSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCHQSWNSPPTFGQGTKLEIK

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 117 en la Figura 8 y en la SEQ ID NO: 118 en la
misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (injerto 8 de anticuerpo 1114 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de region variable de cadena
pesada) SEQ ID NO: 119:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYGMAWVRQAPGKGLEWVAIINYDASTTHYRDS

VKGRFTISRDNAKSSLYLQMNSLRAEDTAVYYCTRYGRSHYFDYWGQGTLVTVS

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 119 en la Figura 8 y en la SEQ ID NO: 120 en la
misma.

En una realizacién, un anticuerpo segun la invencion comprende regiones variables mostradas en la SEQ ID NO: 117
y la SEQ ID NO: 119.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina B) que comprende
una CDR tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:

KASQNIYMYLN SEQ ID NO: 121
NTNKLHT SEQ ID NO: 122
LQHKSFPYT SEQ ID NO: 123
GFTFRDSFMA SEQ ID NO: 124
SISYEGDKTYYGDSVKG SEQ ID NO: 125
LTITTSGDS SEQ ID NO: 126
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En una realizacion, las secuencias 121 a 123 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 124 a 126 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 121 es CDR L1, la SEQ ID NO: 122 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 123 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 124 es CDR H1, la SEQ ID NO: 125 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 126 es CDR H3.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 121 es CDR L1, la SEQ ID NO: 122 es CDR L2, la SEQ ID NO: 123 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 124 es CDR H1, la SEQ ID NO: 125 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 126 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 1125 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de regién variable de cadena ligera) SEQ ID NO: 127:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNTIYMY LNWYQQOKPGKAPKRLIYNTNKLHTGVPSRES
GSGSGTEYTLTISSLQPEDFATYYCLQHKSFPYTFGQGTKLEIK

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 127 en la Figura 8 y en la SEQ ID NO: 128 en la
misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 1125 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 129:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRDSFMAWVROAPGKGLEWVASISYEGDKTYYGDS

VKGRFTISRDNARKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCARLTITTSGDSWGQGTMVIVSS

en la que las CDR estan subrayadas.
En una realizacion, el ultimo aminoacido (S) de la SEQ ID NO: 129 se omite.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 129 en la Figura 9 y en la SEQ ID NO: 130 en la
misma. En una realizacion, el codén AGC que codifica el Ultimo aminoacido S se omite.

En una realizacién, un anticuerpo segun la invencion comprende regiones variables mostradas en la SEQ ID NO: 127
y la SEQ ID NO: 129.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina B) que comprende
una CDR tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:

KASQHVGTNVD SEQ ID NO: 131
GASIRYT SEQ ID NO: 132
LQYNYNPYT SEQ ID NO: 133
GFIFSNFGMS SEQ ID NO: 134
SISPSGGNAYYRDSVKG SEQ ID NO: 135
RAYSSPFAF SEQ ID NO: 136

En una realizacion, las secuencias 131 a 133 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 134 a 136 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 131 es CDR L1, la SEQ ID NO: 132 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 133 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 134 es CDR H1, la SEQ ID NO: 135 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 136 es CDR H3.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 131 es CDR L1, la SEQ ID NO: 132 es CDR L2, la SEQ ID NO: 133 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 134 es CDR H1, la SEQ ID NO: 135 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 136 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 1129 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de regién variable de cadena ligera) SEQ ID NO: 137:
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DTOMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQHVGTNVDWYQQKPGKVPKLLIYGASIRYTGVPDRET
GSGSGTDEFTLTISSLQPEDVATYYCLQYNYNPYTFGQGTKLEIK

en la que las CDR estan subrayadas

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 137 en la Figura 8 y en la SEQ ID NO: 138 en la
misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 1129 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 139:

EVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCATSGFIFSNEFGMSWVROQAPGKGLEWVASISPSGGNAYYRDS

VKGRFTISRDNSKTTLYLQMNSLRAEDTAVYYCTRRAYSSPFAFWGQGTLVIVSS

en la que las CDR estan subrayadas
En una realizacion, el ultimo aminoacido (S) de la SEQ ID NO: 139 se omite.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 139 en la Figura 8 y en la SEQ ID NO: 140 en la
misma. En una realizacion, el codén AGC que codifica el Ultimo aminoacido S se omite.

En una realizacién, un anticuerpo segun la invencion comprende regiones variables mostradas en la SEQ ID NO: 137
y la SEQ ID NO: 139.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina B) que comprende
una CDR tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:

KASKSISNHLA SEQ ID NO: 141
SGSTLQP SEQ ID NO: 142
QQYDEYPYT SEQ ID NO: 143
GFSLNSYTIT SEQ ID NO: 144
AISGGGSTYFNSALKS SEQ ID NO: 145
PRWYPRSYFDY SEQ ID NO: 146

En una realizacion, las secuencias 141 a 143 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 144 a 146 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 141 es CDR L1, la SEQ ID NO: 142 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 143 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 144 es CDR H1, la SEQ ID NO: 145 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 146 es CDR H3.

En una realizacién, la SEQ ID NO: 141 es CDR L1, la SEQ ID NO: 142 es CDR L2, la SEQ ID NO: 143 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 144 es CDR H1, la SEQ ID NO: 145 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 146 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 1134 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de region variable de cadena ligera):

DVQLTQSPSFLSASVGDRVTITCKASKSISNHLAWYQEKPGKANKLLIHSGSTLQPGT
PSRESGSGSGTEFTLTISSLOPEDFATYYCQQYDEYPYTFGQGTRLEIK

SEQ ID NO: 147 en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 147 en la Figura 9 y en la SEQ ID NO: 148 en la
misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 1134 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 149:
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EVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGEFSLNSYTITWVRQPPGKGLEWIAATISGGGSTYENSAL

KSRVTISRDTSKSQVSLKLSSVTAADTAVYYCTRPRWYPRSYFDYWGRGTLVTVS
en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 149 en la Figura 9 y en la SEQ ID NO: 150 en la
misma.

En una realizacién, un anticuerpo segun la invencion comprende regiones variables mostradas en la SEQ ID NO: 147
y la SEQ ID NO: 149.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina B) que comprende
una CDR tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:

KASQNVGNNVA SEQ ID NO: 151
YASNRFT SEQ ID NO: 152
QRVYQSTWT SEQ ID NO: 153
GFSLTSYYVH SEQ ID NO: 154
CIRTGGNTEYQSEFKS SEQ ID NO: 155
GNYGFAY SEQ ID NO: 156

En una realizacion, las secuencias 151 a 153 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 154 a 156 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 151 es CDR L1, la SEQ ID NO: 152 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 153 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 154 es CDR H1, la SEQ ID NO: 155 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 156 es CDR H3.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 151 es CDR L1, la SEQ ID NO: 152 es CDR L2, la SEQ ID NO: 153 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 154 es CDR H1, la SEQ ID NO: 155 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 156 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 1151 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de regién variable de cadena ligera) SEQ ID NO: 157:

ATQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASONVGNNVAWYQHKPGKAPKLLIYYASNRETGVPSRET
GGGYGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQRVYQSTWTFGQGTKVEIK

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 157 en la Figura 9 y en la SEQ ID NO: 158 en la
misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 1151 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 159:

EVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLTSYYVHWVRQPPGKGLEWMGCIRTGGNTEYQSEEF

KSRVTISRDTSKNQVSLKLSSVTAADTAVYYCARGNYGFAYWGQGTLVTVS
en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 159 en la Figura 9 y en la SEQ ID NO: 160 en la
misma.

En una realizacién, un anticuerpo segun la invencion comprende regiones variables mostradas en la SEQ ID NO: 157
y la SEQ ID NO: 159.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo (por ejemplo un anticuerpo anti-toxina B) que comprende
una CDR tal como 1, 2, 3, 4, 5 0 6 CDR seleccionadas de:
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KASQNINKYLD SEQ ID NO: 161
NIQSLHT SEQ ID NO: 162
FQHNSGW SEQ ID NO: 163
GFTFTQAAMF SEQ ID NO: 164
RISTKSNNFATYYPDSVKG SEQ ID NO: 165
PAYYYDGTVPFAY SEQ ID NO: 166

En una realizacion, las secuencias 161 a 163 estan en una cadena ligera del anticuerpo.

En una realizacion, las secuencias 164 a 166 estan en una cadena pesada del anticuerpo.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 161 es CDR L1, la SEQ ID NO: 162 es CDR L2 y la SEQ ID NO: 163 es CDR L3.
En una realizacion, la SEQ ID NO: 164 es CDR H1, la SEQ ID NO: 165 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 166 es CDR H3.

En una realizacion, la SEQ ID NO: 161 es CDR L1, la SEQ ID NO: 162 es CDR L2, la SEQ ID NO: 163 es CDR L3, la
SEQ ID NO: 164 es CDR H1, la SEQ ID NO: 165 es CDR H2 y la SEQ ID NO: 166 es CDR H3.

En una realizacion, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena ligera, con la siguiente
secuencia (anticuerpo 1153 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de regién variable de cadena ligera) SEQ ID NO: 167:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNINKYLDWYQQKPGKVPKLLIYNIQSLHTGIPSRES
GSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCFQHNSGWTFGQGTRLEIK

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 167 en la Figura 10 y en la SEQ ID NO: 168 en
la misma.

En una realizacién, se proporciona una region variable, tal como una region variable de cadena pesada, con la
siguiente secuencia (anticuerpo 1153 anticuerpo anti-toxina B; secuencia de region variable de cadena pesada) SEQ
ID NO: 169:

EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFTQAAMFWVROASGKGLEGIARISTKSNNEFATYYP

DSVKGRFTISRDDSKNTVYLOQMNSLKTEDTAVYYCTAPAYYYDGTVPFAYWGQGTLVTVS

en la que las CDR estan subrayadas.

Se muestra la secuencia polinucleotidica que codifica la SEQ ID NO: 169 en la Figura 10 y en la SEQ ID NO: 170 en
la misma.

En una realizacién, un anticuerpo segun la invencion comprende regiones variables mostradas en la SEQ ID NO: 167
y la SEQ ID NO: 169.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo que comprende 6 CDR independientemente seleccionadas
delas SEQIDNO 1, 2, 3,4, 5,6, 11,12, 13, 14, 15, 16, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 41, 42, 43, 44,
45, 46, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 71, 72,73, 74, 75, 76, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 121,122, 123, 124, 125, 126, 131, 132, 133, 134, 135,
136, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 161, 162, 163, 164, 165 y 166.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo anti-TcdA que comprende 6 CDR independientemente
seleccionadas de las SEQID NO 1, 2, 3,4, 5,6, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
41,42, 43, 44, 45, 46, 51, 52, 53, 54, 55 y 56.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo que comprende un anticuerpo anti-TcdB que comprende
6 CDR independientemente seleccionadas de las SEQ ID NO 61, 62, 63, 64, 65, 66, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 81, 82, 83,
84, 85, 86, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 121,122, 123, 124, 125,
126, 131, 132, 133, 134, 135, 136, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 161, 162, 163, 164,
165y 166.
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En una realizacién, se proporciona un anticuerpo que comprende dos regiones variables independientemente
seleccionadas de las SEQ ID NO: 7, 9, 17, 19, 27, 29, 37, 39, 47, 49, 57, 59, 67, 69, 77, 79, 87, 89, 97, 99, 107, 109,
117,119, 127, 129, 137, 139, 147, 149, 157 y 159.

La presente divulgacion proporciona también un anticuerpo que comprende dos regiones variables
independientemente seleccionadas de las SEQ ID NO: 7, 9, 17, 19, 27, 29, 37, 39, 47, 49, 57 y 59.

En una realizacién, se proporciona un anticuerpo que comprende dos regiones variables independientemente
seleccionadas de las SEQ ID NO: 67, 69, 77, 79, 87, 89, 97, 99, 107, 109, 117, 119, 127, 129, 137, 139, 147, 149, 157
y 159.

En una realizacion, los anticuerpos segun la invencion estan humanizados.

La presente divulgacién proporciona también un anticuerpo o anticuerpos que estan dirigidos a la porcion de "union
celular" C-terminal de la toxina TcdA y/o TcdB.

En una realizacion, un anticuerpo segun la invencion es adecuado para neutralizar toxina A o toxina B.

Neutralizar como se emplea en la presente memoria pretende hacer referencia a la eliminacion o reduccién de efectos
dafinos/nocivos de la toxina diana, por ejemplo al menos un 50 % de reduccion del efecto dafiino relevante.

Los inventores han establecido, usando comparaciones internas entre anticuerpos descubiertos en esta solicitud y por
comparacion frente a anticuerpos bien descritos en la materia (Babcock et al. 2006; Lowy et al., 2010) que algunos
anticuerpos tienen la caracteristica deseable de mantener una neutralizacién eficaz (por ejemplo, baja CEsp y alto %
de proteccion) incluso a altas concentraciones de toxina. Otros anticuerpos, incluyendo aquellos descritos en la
materia, no mantienen una neutralizacién de toxina eficaz a altas concentraciones de toxina.

Las concentraciones eficaces de toxina pueden definirse como una "dosis letal" (DL) en estudios de titulacion en
ausencia de anticuerpos neutralizantes. Los ensayos de neutralizacién se realizan tipicamente a una DL del 50 % de
la destruccion celular completa (concretamente. una DLsp) pero pueden realizarse mas rigurosamente a una DLg.

Pueden realizarse también ensayos en condiciones considerablemente mas exigentes tales como DLgo, DLgs y/0 DLiax
(DLmax €s la cantidad de toxina maxima que puede incluirse en un ensayo limitada por el volumen de ensayo y la
concentracion/solubilidad maxima de la toxina). Tales ensayos aspiran a imitar los estadios tempranos de infeccion de
seres humanos cuando el crecimiento de C. difficile en el intestino es generalizado y la diarrea y otros sintomas
conducen a teorizar que las concentraciones de toxina estan al maximo. Los anticuerpos que neutralizan eficazmente
las actividades de toxina dafinas en condiciones de alta concentracion de toxina se cree por los presentes inventores
que tienen especial valor clinico para el control de sintomas en infecciones humanas. En una realizacion, el anticuerpo
o anticuerpos de la presente divulgacion tienen, por ejemplo, bajos valores de CEsp y/o alto % de proteccion de la
muerte celular utiles para una o mas de DLgo, DLgo, DLes y/0 DLmax. En una realizacion, la CEsp en una o mas de las
Ultimas situaciones es de 15 ng/ml o menos, por ejemplo 10 ng/ml 0 menos, tal como 5 ng/ml 0 menos, en particular
1 ng/ml o menos. En una realizacion, el % de proteccién de muerte celular es >90 % 0 >75 % o0 >50 %.

Por tanto, en una realizacion la presente divulgacion proporciona un anticuerpo o una combinacion de anticuerpos que
mantienen la neutralizacion de toxinas incluso en presencia de altos niveles de toxina, por ejemplo como se mide en
un ensayo proporcionado en la presente memoria.

El efecto dafiino de la toxina puede medirse, por ejemplo, en un ensayo in vitro adecuado. En una realizacion, se mide
la neutralizacion en un ensayo dado en el Ejemplo 1 siguiente. Se proporciona también un anticuerpo o anticuerpos
identificados en un ensayo de neutralizacion, por ejemplo en el que se mantiene la potencia del anticuerpo en
presencia de altos niveles de toxina.

Toxina A se usa intercambiablemente con TcdA.
Toxina B se usa intercambiablemente con TcdB.
En una realizacién, un anticuerpo segun la invencion es un anticuerpo monoclonal o fragmento de unién del mismo.

En una realizacién, un anticuerpo monoclonal segun la invencion es capaz de neutralizar TcdA con muy alta potencia
y afinidad.

En una realizacién, un anticuerpo monoclonal segun la invencion es capaz de neutralizar TcdA con muy alta potencia
y afinidad y alta avidez.

La avidez como se emplea en la presente memoria hace referencia a la fuerza combinada de multiples afinidades de
union.

En una realizacién, un anticuerpo monoclonal segun la invencion es capaz de neutralizar TcdA con muy alta potencia
y afinidad y alta avidez y alta valencia de union.
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La valencia de union como se emplea en la presente memoria hace referencia a la capacidad de un anticuerpo
monoclonal de unirse a un antigeno multiples veces. La alta valencia de la unién da como resultado por ello altos
niveles de decoracion de antigeno con anticuerpos y/o altos niveles de reticulacion de moléculas de toxina, que se
cree que es ventajoso.

Los Mab anti-TcdA segun la presente divulgacion pueden ser adecuados para neutralizar los efectos tempranos de
TcdA, por ejemplo sobre células, tales como pérdida de uniones estrechas.

Unién estrecha como se emplea en la presente memoria pretende hacer referencia a la zona impermeable de conexion
entre células en una monocapa o estructura de tejido anatomico. No aparece pérdida de fluido cuando las uniones
estrechas retienen su integridad estructural y funcional. La pérdida de uniones estrechas es una indicacion de que la
célula se ha comprometido por la toxina y esta bien documentado que es una etapa temprana en los efectos toxicos
de TcdA y TcdB (25) y da como resultado la pérdida de fluido que contiene suero, inmunoglobulina e iones (26, 3). La
pérdida de uniones estrechas se cree que es la primera etapa del inicio de la diarrea en seres humanos.

El sistema de ensayo de RETE puede usarse para medir la pérdida de union estrecha in vitro. RETE es un acrénimo
para ensayo de resistencia eléctrica transepitelial y se emplea generalmente para medir la permeabilidad de una capa
celular diferenciada representativa de un revestimiento endotelial intestinal Sin embargo, en el contexto del cribado de
anticuerpos, la pérdida de RETE puede emplearse para identificar anticuerpos que retardan o previenen el dafio a las
uniones estrechas y por ello es un sustituto de proteccién contra dafio de tejido que conduce a diarrea.

A menudo se emplean células Caco-2, puesto que derivan de células de colon humanas y son conocidas por formar
monocapas diferenciadas con las células conectadas por uniones estrechas. Esta comercialmente disponible un kit
en Becton-Dickinson llamado sistema de placa Caco-2 BioCoat HTS (BD Biosciences/ 354802). Las instrucciones en
el kit son adecuadas para pruebas en el presente contexto. La resistencia de la membrana cambia cuando se ha
comprometido la membrana.

Generalmente, el anticuerpo se preincubara con toxina antes de la adicién al sistema de RETE para establecer si el
anticuerpo puede prevenir o retardar el dafio a la membrana causado por la toxina. El ensayo puede realizarse durante
un periodo adecuado, por ejemplo 24 horas, tomando medidas en ciertos puntos temporales. Los presentes inventores
han establecido que el punto temporal de 4 horas es particularmente discriminante de anticuerpos terapéuticamente
utiles. La concentracion de toxina empleada en el ensayo de RETE esta generalmente en el intervalo de 100-200
ng/ml, lo mas preferiblemente 125 ng/ml

La concentracion de anticuerpo (por ejemplo IgG1) empleada en el ensayo de RETE esta generalmente en el intervalo
de 4 a 2000 ng/ml, por ejemplo de 50 a 1000 ng/ml, tal como de 100 a 500 ng/ml.

En una realizacion, la CEsq del anticuerpo en el ensayo de RETE empleado en dichas condiciones es de al menos 200
ng/ml, por ejemplo menos de 100 ng/ml, tal como aproximadamente 60-80 ng/ml.

En una realizacion, se proporciona un anticuerpo anti-TcdA o un anticuerpo anti-TcdB adecuado para uso como agente
terapéutico en el tratamiento o la prevencion de infeccion por C. difficile, en el que dicho anticuerpo se cribd y
seleccioné empleando un ensayo de RETE.

En un aspecto, se proporciona un método de cribado en un anticuerpo en un ensayo de RETE de la capacidad de
retardar o prevenir la pérdida de uniones estrechas. En una realizacién, el anticuerpo o anticuerpos cribados son
anticuerpos anti-TcdA. En una realizacion, el anticuerpo o anticuerpos cribados son anticuerpos anti-TcdAB. En una
realizacion, el anticuerpo o anticuerpos cribados son una combinacién de anticuerpos anti-TcdA y anti-TcdB. En una
realizacién, el método comprende la etapa de identificar un anticuerpo o anticuerpos apropiados y expresar cantidades
adecuadas del mismo. En una realizacion, el método comprende la etapa adicional de formular dicho anticuerpo o
anticuerpos en una formulacién farmacéutica. En una realizacion, el método comprende la etapa adicional de
administrar dicho anticuerpo o anticuerpos o dicha formulacién a un paciente necesitado de ello.

En una realizacion, multiples anticuerpos de la divulgacion pueden ser capaces de unirse a la toxina diana (TcdA o
TcdB), lo que puede ayudar a la inmunoeliminacion de la toxina.

Multiples anticuerpos como se emplea en la presente memoria pretende hacer referencia a multiples copias de un
anticuerpo con la misma secuencia o0 a un anticuerpo con la misma secuencia de aminoacidos o a un anticuerpo
especifico del mismo antigeno diana, pero con una secuencia de aminoacidos diferente.

En una realizacion, los anticuerpos segun la invencion son especificos del antigeno diana, por ejemplo especificos de
un epitopo en el antigeno diana.

En una realizacién, los anticuerpos de la invencion son capaces de unirse al antigeno diana en dos o mas
localizaciones, por ejemplo dos o tres localizaciones, tal como cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o mas
localizaciones, por ejemplo la toxina puede comprender dominios repetidos y por tanto un anticuerpo puede ser
especifico de un epitopo, y de hecho ese epitopo puede estar presente en el antigeno varias veces, concretamente
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en mas de una localizacion. Por tanto, los anticuerpos dados pueden unirse al mismo epitopo multiples veces en
localizaciones diferentes en el antigeno.

En una realizacion, el anticuerpo se une al antigeno dado multiples veces, por ejemplo de 2 a 20 veces, tal como 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15 0 16 veces. En una realizacion, el anticuerpo se une al antigeno dado al menos 3
veces. Esta union multiple se cree que es importante en la neutralizacion y/o eliminacion de la toxina. Sin desear
ligarse a teoria alguna, se cree que la unién multiple, por ejemplo 3 veces, concretamente por decoraciéon con 3 o mas
fragmentos de Fc, es importante para desencadenar la eliminacion rapida de la toxina (24) sobre todo por el higado y
el bazo (27, 28).

En una realizacion, el anticuerpo anti-TcdA se une 3 o mas veces, por ejemplo de 3 a 16 veces.

En una realizacion, el anticuerpo anti-TcdA se une 12 veces.

En una realizacion, el anticuerpo anti-TcdA se une 2 veces.

En una realizacién, un anticuerpo anti-TcdA se une al dominio de unién celular terminal catalitico de TcdA.
En una realizacion, el anticuerpo anti-TcdB se une 2 o mas veces, por ejemplo 2 veces.

En una realizacién, un anticuerpo anti-TcdB se une al dominio de unién celular terminal catalitico de TcdB.

En una realizacion, el anticuerpo o anticuerpos segun la divulgacion son capaces de reticular moléculas de toxina, por
ejemplo un brazo de la molécula de anticuerpo se une a una molécula de toxina y otro de los anticuerpos se une a un
epitopo en una molécula de toxina diferente, formando asi una especie de complejo inmunitario. La formacién de este
ultimo puede facilitar también la activacion del sistema inmunitario para eliminar la toxina relacionada y minimizar asi
los efectos nocivos in vivo de la misma.

En una realizacion, se activa una respuesta inmunitaria innata, tal como complemento.

En una realizacion, el anticuerpo o anticuerpos de la divulgacioén tienen una alta potencia contra toxinas derivadas de
cepas de diferentes ribotipos, por ejemplo 003, 027, 078.

En una realizacion, los anticuerpos contra TcdA pueden tener una CEsg en el intervalo de 0,1-100 ng/ml, tal como 1 a
10 ng/ml, y una inhibicion maxima en el intervalo de 50-100 % a concentraciones de toxina de DLgo.e5, por ejemplo
contra toxinas de cepas de ribotipos 003, 027 y 078.

En una realizacion, los anticuerpos contra TcdA pueden tener una CEsg en el intervalo de 0,1-100 ng/ml, tal como 1 a
10 ng/ml y una inhibicion maxima en el intervalo de 60-100, 70-100, 80-100 o 90-100 % a concentraciones de toxina
de DLsgo-05, por ejemplo contra toxinas de cepas de ribotipos 003, 027 y 078.

En una realizacion, los anticuerpos contra TcdB pueden tener una CEsg en el intervalo de 0,1-100 ng/ml, tal como 1 a
10 ng/ml y una inhibicion maxima en el intervalo de 50-100 % a concentraciones de toxina de DLsgo.05, por ejemplo
contra toxinas de cepas de ribotipo 003.

En una realizacion, los anticuerpos contra TcdB pueden tener una CEsg en el intervalo de 0,1-100 ng/ml, tal como 1 a
10 ng/ml y una inhibicién maxima en el intervalo de 60-100, 70-100, 80-100 o 90-100 % a concentraciones de toxina
de DLsgo-g5, por ejemplo contra toxinas de cepas de ribotipo 003.

En una realizacion, se proporcionan combinaciones de anticuerpos segun la invencion, por ejemplo combinaciones de
anticuerpos especificos de TcdA, combinaciones de anticuerpos especificos de TcdB o combinaciones de anticuerpos
especificos de TcdA y anticuerpos especificos de TcdB.

Las combinaciones de anticuerpos especificos de TcdA haran referencia generalmente a combinaciones de
anticuerpos dirigidos a diferentes epitopos en el antigeno diana TcdA, o al menos con diferentes propiedades de union.

Las combinaciones de anticuerpos especificos de TcdB haran referencia generalmente a combinaciones de
anticuerpos dirigidos a diferentes epitopos en el antigeno diana TcdB, o al menos con diferentes propiedades de union.

Las combinaciones pueden comprender 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 o 15 anticuerpos distintos, por ejemplo
2, 3, 4 o0 5 anticuerpos.

En una realizacion, se proporciona una combinacion de un anticuerpo anti-TcdA segun la presente divulgacion y dos
anti-TcdB, por ejemplo en la que el anticuerpo anti-TcdA es 997 y donde los anticuerpos anti-TcdB son 1125y 1151

Se proporciona también una combinacién de un anticuerpo anti-TcdA que comprende una regién variable de cadena
pesada con una secuencia como se muestra en la SEQ ID NO: 49 y una region variable ligera con una secuencia
mostrada en la SEQ ID NO: 47 y dos anticuerpos anti-TcdB, el primero con una regién variable pesada mostrada en
la SEQ ID NO: 129 y una region variable ligera mostrada en la SEQ ID NO: 127, y el segundo con una region variable
pesada mostrada en la SEQ ID NO: 159 y una region variable ligera mostrada en la SEQ ID NO: 157.
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Distintos anticuerpos como se emplea en la presente memoria pretende hacer referencia a anticuerpos con diferentes
secuencias de aminoacidos, que pueden unirse al mismo epitopo o a diferentes epitopos en el antigeno diana.

Se proporciona también por la presente divulgacion una regién especifica o epitopo de TcdA que se une por un
anticuerpo proporcionado por la presente invencion, en particular un anticuerpo que comprende la secuencia de
cadena pesada dada en la SEQ ID NO: 49 y la secuencia de cadena ligera dada en la SEQ ID NO: 47.

Se proporciona también por la presente divulgacion una regién especifica o epitopo de TcdB que se une por un
anticuerpo proporcionado por la presente invencién, en particular un anticuerpo que comprende la secuencia de
cadena pesada dada en la SEQ ID NO: 129 y la secuencia de cadena ligera dada en la SEQ ID NO: 127 o un anticuerpo
que comprende la secuencia de cadena pesada dada en la SEQ ID NO: 159 y la secuencia de cadena ligera dada en
la SEQ ID NO: 157.

Esta region especifica o epitopo de las toxinas TcdA o TcdB puede identificarse por cualquier método de cartografia
de epitopos adecuado conocido en la materia en combinacién con uno cualquiera de los anticuerpos proporcionados
por la presente invencion. Los ejemplos de tales métodos incluyen cribado de péptidos de longitudes variables
derivados de toxinas para union al anticuerpo de la presente invencion con el fragmento mas pequefio que pueda
unirse especificamente al anticuerpo que contiene la secuencia del epitopo reconocido por el anticuerpo. Los péptidos
pueden producirse sintéticamente o por digestion proteolitica del polipéptido de toxina. Los péptidos que se unen al
anticuerpo pueden identificarse, por ejemplo, por analisis espectrométrico de masas. En otro ejemplo, puede usarse
espectroscopia de RMN o cristalografia de rayos X para identificar el epitopo unido por un anticuerpo de la presente
invencion. Una vez identificado, el fragmento epitdpico que se une a un anticuerpo de la presente invencion puede
usarse, si es necesario, como inmundgeno para obtener anticuerpos antagonisticos adicionales que se unen al mismo
epitopo.

Los anticuerpos que bloquean de forma cruzada la unién de un anticuerpo segun la presente invencion pueden ser
utiles de forma similar en la neutralizacion de la actividad de toxina. Por consiguiente, la presente invencion
proporciona también un anticuerpo neutralizante que tiene especificidad por TcdA o TcdB, que bloquea de forma
cruzada la unién de uno cualquiera de los anticuerpos descritos anteriormente a TcdA o TcdB y/o se bloquea de forma
cruzada en la unién de estas toxinas por uno cualquiera de esos anticuerpos. En una realizacion, tal anticuerpo se
une al mismo epitopo que un anticuerpo descrito anteriormente en la presente memoria. En otra realizacion, el
anticuerpo neutralizante bloqueante cruzado se une a un epitopo que bordea a y/o se superpone con el epitopo unido
por el anticuerpo descrito anteriormente en la presente memoria. En otra realizacién, el anticuerpo neutralizante
blogueante cruzado de este aspecto de la invencién no se une al mismo epitopo que un anticuerpo de la presente
invencion o un epitopo que bordea a y/o se superpone con dicho epitopo.

Los anticuerpos bloqueantes cruzados pueden identificarse usando cualquier método adecuado en la materia, por
ejemplo, usando ELISA competitiva o ensayos BlAcore donde la unién del anticuerpo bloqueante cruzado a TcdA o
TcdB previene la unién de un anticuerpo de la presente invencion o viceversa.

En una realizacion, se proporciona un método de generacion de un anticuerpo anti-TcdA o anti-TcdB, en particular un
anticuerpo neutralizante y/o un anticuerpo que bloquea de forma cruzada la unién de un anticuerpo descrito en la
presente memoria, comprendiendo dicho método las etapas de inmunizar un hospedador con un antigeno adecuado,
por ejemplo un antigeno mostrado en una cualquiera de las SEQ ID NO: 173 a 194 o una combinacion de las mismas.
Dicho método puede comprender también una o mas de las siguientes etapas, por ejemplo, identificar un anticuerpo
de interés (en particular, usando un ensayo funcional tal como un ensayo de RETE), expresar el anticuerpo de interés
y, opcionalmente, formular el anticuerpo en forma de una composicion farmacéuticamente aceptable.

Por tanto, en un aspecto la presente divulgacion proporciona un método de inmunizacién de un hospedador con una
secuencia de aminoacidos mostrada en las SEQ ID NO: 173 a 194 o una combinacién de las mismas.

En una realizacion, los anticuerpos segun la invencion tienen una afinidad por el antigeno diana de 10 nM o menos,
por ejemplo 1 nM o menos, tal como 900 pM, en particular 800 pM, 700 pM, 600 pM o 500 pM, tal como 60 pM.

En una realizacion, la afinidad es por TcdA o TcdB o un fragmento de las mismas. En un ejemplo, el fragmento es
TcdA123 correspondiente a los residuos S1827-D2249 de TcdA. En un ejemplo, el fragmento es TcdA456
correspondiente a los residuos G2205-R2608. En una realizacion, el fragmento es TcdB1234 correspondiente a los
residuos S1833-E2366 de TcdB.

En una realizacion, los anticuerpos segun la invencion o una combinacién de los mismos tienen una CEsy de 200 ng/ml
0 menos, por ejemplo 150 ng/ml o menos, tal como 100 ng/ml 0 menos, tal como en el intervalo de 0,1 a 10 ng/ml.

Los anticuerpos componentes individuales de mezclas no requieren tener una CEsg en dicho intervalo a condiciéon de
que, cuando se usan en combinacién con uno o mas anticuerpos, la combinacion tenga una CEsg en dicho intervalo.

Ventajosamente, los anticuerpos de la invencién son estables, por ejemplo son térmicamente estables a temperaturas
superiores a 50 °C tales como 60 o 70 °C.
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Los anticuerpos y combinaciones segun la presente invencion tienen también una o mas de las siguientes propiedades
ventajosas: baja tasa de disociacion, alta afinidad, alta potencia, la capacidad de unirse multiples veces al antigeno
diana para neutralizar la toxina mediante un mecanismo que reduce la pérdida de actividad de RETE medible, para
estimular o ayudar a la repuesta inmunitaria natural del hospedador, para catalizar o ayudar a la inmunoeliminacién
del patégeno (o toxina) y/o para educar el sistema inmunitario a responder apropiadamente al patégeno (o toxina).

Los residuos en los dominios variables de anticuerpo se numeran convencionalmente segun un sistema ideado por
Kabat et al. Este sistema se expone en Kabat et al., 1987, en Sequences of Proteins of Immunological Interest, US
Department of Health and Human Services, NIH, EE. UU. (de aqui en adelante "Kabat et al. (supra)"). Este sistema de
numeracion se usa en la presente memoria descriptiva excepto cuando se indica otra cosa.

Las denominaciones de residuo de Kabat no siempre se corresponden directamente con la numeracion lineal de los
residuos de aminoacidos. La secuencia de aminoacidos real puede contener menos aminoacidos o adicionales que
en la numeracion de Kabat estricta correspondientes a un acortamiento, o inserciéon, de un componente estructural,
tanto de region marco como determinante de la complementariedad (CDR), de la estructura de dominio variable basica.
La numeracion de Kabat correcta de residuos puede determinarse para un anticuerpo dado por alineamiento de los
residuos de homologia en la secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada de Kabat "estandar".

Las CDR del dominio variable de cadena pesada estan localizadas en los residuos 31-35 (CDR-H1), residuos 50-65
(CDR-H2) y residuos 95-102 (CDR-H3) segun el sistema de numeracion de Kabat. Sin embargo, segun Chothia
(Chothia, C. y Lesk, A.M. J. Mol. Biol., 196, 901 - 917 (1987)), el bucle equivalente a CDR-H1 se extiende desde el
residuo 26 al residuo 32. Por tanto, a menos que se indique otra cosa, "CDR-H1" como se emplea en la presente
memoria pretende hacer referencia a los residuos 26 a 35, como se describe por una combinacion del sistema de
numeracion de Kabat y la definicion topoldgica de bucle de Chothia.

Las CDR del dominio variable de cadena ligera estan localizadas en los residuos 24-34 (CDR-L1), residuos 50-56
(CDR-L2) y residuos 89-97 (CDR-L3) segun el sistema de numeracion de Kabat.

Los anticuerpos para uso en la presente invencién pueden obtenerse usando cualquier método adecuado conocido
en la materia. El polipéptido/proteina de toxina A y/o toxina B, incluyendo proteinas de fusion, por ejemplo proteinas
de fusion toxina-Fc o células que expresan (de forma recombinante o natural) el polipéptido (tal como linfocitos T
activados) puede usarse para producir anticuerpos que reconocen especificamente las toxinas diana. El polipéptido
de toxina puede ser el polipéptido de longitud completa o un fragmento biolégicamente activo o derivado del mismo.

Los polipéptidos pueden prepararse mediante procesos bien conocidos en la materia a partir de células hospedadoras
genomanipuladas que comprenden sistemas de expresion o pueden recuperarse de fuentes bioldgicas naturales. En
la presente solicitud, el término "polipéptidos" incluye péptidos, polipéptidos y proteinas. Estos se usan
intercambiablemente a menos que se especifique otra cosa. La secuencia para TcdA del ribotipo 027 se da en la SEQ
ID NO: 171 (numero de acceso a Uniprot C9YJ37) y la secuencia para TcdB del ribotipo 027 se da en la SEQ ID NO:
172 (nimero de acceso a Uniprot C9YJ35).

El polipéptido de antigeno puede ser en algunos casos parte de una proteina mayor tal como una proteina de fusion,
por ejemplo, fusionada con un marcaje de afinidad.

Los anticuerpos generados contra el polipéptido de antigeno pueden obtenerse, cuando es necesaria la inmunizacion
de un animal, administrando los polipéptidos a un animal, preferiblemente un animal no humano, usando protocolos
bien conocidos y rutinarios, véase por ejemplo Handbook of Experimental Immunology, D. M. Weir (ed.), Vol 4,
Blackwell Scientific Publishers, Oxford, Inglaterra, 1986). Muchos animales de sangre caliente, tales como conejos,
ratones, ratas, ovejas, vacas, camellos o cerdos, pueden inmunizarse. Sin embargo, ratones, conejos, cerdos y ratas
son generalmente los mas adecuados.

Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse mediante cualquier método conocido en la materia tal como la
técnica de hibridoma (Kohler y Milstein, 1975, Nature, 256: 495-497), la técnica de trioma, la técnica de hibridoma de
linfocitos B humanos (Kozbor et al., 1983, Immunology Today, 4:72) y la técnica de hibridoma de EBV (Cole et al.,
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, pag. 77-96, Alan R Liss, Inc., 1985).

Los anticuerpos para uso en la invencion pueden generarse también usando métodos de anticuerpo linfocitico tinico
por clonacion y expresion de ADNc de region variable de inmunoglobulina generados a partir de linfocitos Unicos
seleccionados para la produccién de anticuerpos especificos, por ejemplo, los métodos descritos por Babcook, J. et
al., 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93(15): 7843-78481; los documentos W092/02551; W02004/051268 y la solicitud
de patente internacional nimero W02004/106377.

Los anticuerpos humanizados (que incluyen anticuerpos injertados con CDR) son moléculas de anticuerpo que tienen
una o mas regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de una especie no humana y una region marco
de una molécula de inmunoglobulina humana (véanse, p. €j. los documentos US 5.585.089; W091/09967). Se
apreciara que puede ser necesario solo transferir los residuos determinantes de la especificidad de las CDR en lugar
de la CDR entera (véase, por ejemplo Kashmiri et al., 2005, Methods, 36, 25-34). Los anticuerpos humanizados pueden
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comprender opcionalmente ademas uno o mas residuos marco derivados de la especie no humana de la que derivaban
las CDR.

Como se usa en la presente memoria, la expresién "molécula de anticuerpo humanizado" hace referencia a una
molécula de anticuerpo en la que la cadena pesada y/o ligera contiene una o mas CDR (incluyendo, si se desea, una
o mas CDR modificadas) de un anticuerpo donante (p. €j., un anticuerpo monoclonal de murido) injertadas en un
marco de region variable de cadena pesada y/o ligera de un anticuerpo aceptor (p. €j., un anticuerpo humano). Para
revision, véase Vaughan et al, Nature Biotechnology, 16, 535-539, 1998. En una realizacion, en lugar de transferir la
CDR completa, se transfieren solo uno o mas de los residuos determinantes de la especificidad de una cualquiera de
las CDR descritas anteriormente en la presente memoria al marco de anticuerpo humano (véase, por ejemplo,
Kashmiri et al., 2005, Methods, 36, 25-34). En una realizacion, se transfieren solo los residuos determinantes de la
especificidad de una o mas de las CDR descritas anteriormente en la presente memoria al marco de anticuerpo
humano. En otra realizacion, se transfieren solo los residuos determinantes de la especificidad de cada una de las
CDR descritas anteriormente en la presente memoria al marco de anticuerpo humano.

Cuando las CDR o residuos determinantes de la especificidad se injertan, puede usarse cualquier secuencia marco
de region variable aceptora apropiada con respecto a la clase/tipo de anticuerpo donante del que derivan las CDR,
incluyendo regiones marco de raton, primate y humana. Adecuadamente, el anticuerpo humanizado segun la presente
invencion tiene un dominio variable que comprende regiones marco aceptoras humanas asi como una o mas de las
CDR proporcionadas en la presente memoria.

Por tanto, se proporciona en una realizaciéon un anticuerpo humanizado que se une a toxina A o toxina B, en la que el
dominio variable comprende regiones marco aceptoras humanas y CDR donantes ho humanas.

Son ejemplos de marcos humanos que pueden usarse en la presente invencion KOL, NEWM, REI, EU, TUR, TEI, LAY
y POM (Kabat et al., supra). Por ejemplo, pueden usarse, KOL y NEWM para la cadena pesada, puede usarse REI
para la cadena ligera y pueden usarse EU, LAY y POM tanto para la cadena pesada como la cadena ligera. Como
alternativa, pueden usarse secuencias de linea germinal humana; estas estan disponibles en: http://vbase.mrc-
cpe.cam.ac.uk/

En un anticuerpo humanizado de la presente invencion, las cadena pesada y ligera aceptoras no necesitan derivar
necesariamente del mismo anticuerpo y pueden, si se desea, comprender cadenas compuestas que tienen regiones
marco derivadas de diferentes cadenas.

También, en un anticuerpo humanizado de la presente invencion, las regiones marco no necesitan tener exactamente
la misma secuencia que las del anticuerpo aceptor. Por ejemplo, pueden cambiarse residuos inhabituales por residuos
de aparicidon mas frecuente para esta clase o tipo de cadena aceptora. Como alternativa, pueden cambiarse residuos
seleccionados en las regiones marco aceptoras de modo que correspondan con el residuo encontrado en la misma
posicién en el anticuerpo donante (véase Reichmann et al., 1998, Nature, 332, 323-324). Tales cambios deberian
mantenerse al minimo necesario para recuperar la afinidad del anticuerpo donante. Se expone un protocolo para
seleccionar residuos en las regiones marco aceptoras que pueden necesitar cambiarse en el documento WO
91/09967.

Generalmente, las secuencias de anticuerpo divulgadas en la presente memoria descriptiva estan humanizadas.

La invencién proporciona también secuencias que son un 80 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
% 0 99 % similares a una secuencia o anticuerpo divulgado en la presente memoria.

"ldentidad”", como se usa en la presente memoria, indica que, en cualquier posicién particular en las secuencias
alineadas, el residuo de aminoacido es idéntico entre las secuencias. "Similitud", como se usa en la presente memoria,
indica que, en cualquier posicién particular en las secuencias alineadas, el residuo de aminoacido es de un tipo similar
entre las secuencias. Por ejemplo, la leucina puede sustituirse por isoleucina o valina. Otros aminoacidos que pueden
sustituirse a menudo por otro incluyen, pero sin limitacion:

. fenilalanina, tirosina y triptéfano (aminoacidos que tienen cadenas laterales aromaticas);
. lisina, arginina e histidina (aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas);

. aspartato y glutamato (aminoacidos que tienen cadenas laterales acidas);

. asparagina y glutamina (aminoacidos que tienen cadenas laterales amida); y

. cisteina y metionina (aminoacidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre).

Pueden calcularse faciimente los grados de identidad y similitud (Computational Molecular Biology, Lesk, A.M., ed.,
Oxford University Press, Nueva York, 1988; Biocomputing. Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed.,
Academic Press, Nueva York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Parte 1, Griffin, A.M., y Griffin, H.G., eds.,
Humana Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987,
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Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991, el software
BLAST™ disponible en NCBI (Altschul, S.F. et al., 1990, J. Mol. Biol. 215:403-410; Gish, W. y States, D.J. 1993, Nature
Genet. 3:266-272. Madden, T.L. et al., 1996, Meth. Enzymol. 266:131-141; Altschul, S.F. et al., 1997, Nucleic Acids
Res. 25:3389-3402; Zhang, J. y Madden, T.L. 1997, Genome Res. 7:649-656,).

Las moléculas de anticuerpo de la presente invencion incluyen una molécula de anticuerpo completa que tiene
cadenas pesada y ligera de longitud completa o un fragmento de las mismas y pueden ser, pero sin limitacion, Fab,
Fab modificado, Fab', Fab' modificado, F(ab')2, Fv, Fab-Fv, Fab-dsFv, anticuerpos de dominio unico (p. ej., VHo VL o
VHH), scFv, anticuerpos bivalentes, trivalentes o tetravalentes, Bis-scFv, diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y
fragmentos de union a antigeno de cualquiera de los anteriores (véanse, por ejemplo, Holliger y Hudson, 2005, Nature
Biotech. 23(9): 1126-1136; Adair y Lawson, 2005, Drug Design Reviews - Online 2(3), 209-217). Los métodos para
crear y fabricar estos fragmentos de anticuerpo son bien conocidos en la materia (véase, por ejemplo, Verma et al.,
1998, Journal of Immunological Methods, 216, 165-181). Otros fragmentos de anticuerpo para uso en la presente
invencion incluyen los fragmentos Fab y Fab' descritos en las solicitudes de patente internacional W02005/003169,
WO02005/003170 y WO2005/003171. Los anticuerpos multivalentes pueden comprender multiples especificidades, p.
ej. biespecificos, o pueden ser monoespecificos (véanse, por ejemplo, los documentos WO 92/22853 vy
WO05/113605). Las variantes de anticuerpo biespecificas y multiespecificas se consideran especialmente en este
ejemplo, puesto que la finalidad es neutralizar dos proteinas diana independientes: TcdA y TcdB. Las regiones
variables de anticuerpos divulgadas en la presente memoria pueden configurarse de tal modo que produzcan una
variante de anticuerpo Unico que sea capaz de unirse a y neutralizar TcdA y TcdB.

En una realizacion, el anticuerpo segun la presente divulgacion se proporciona como proteina de fusion de union a
TcdA o TcdB que comprende un resto de inmunoglobulina, por ejemplo un fragmento Fab o Fab', y uno o dos
anticuerpos de dominio unico (dAb) ligados directa o indirectamente con el mismo, por ejemplo como se describe en
el documento W02009/040562.

En una realizacion, la proteina de fusion comprende anticuerpos de dos dominios, por ejemplo como apareamiento
pesado variable (VH) y ligero variable (VL), opcionalmente ligados por un enlace disulfuro, por ejemplo como se
describe en el documento W02010/035012.

En una realizacion, el elemento Fab o Fab' de la proteina de fusion tiene la misma o similar especificidad por el
anticuerpo o anticuerpos de dominio Unico. En una realizacién, el Fab o Fab' tiene una especificidad diferente por el
anticuerpo o anticuerpos de dominio Unico, es decir, la proteina de fusidon es multivalente. En una realizacién, una
proteina de fusién multivalente seguin la presente invencion tiene un sitio de uniéon a albumina, por ejemplo un par
VH/VL, que proporciona a la misma un sitio de unién a albumina.

En una realizacion, la proteina de fusion multivalente segun la invencion se une a TcdA 'y TcdB.

En una realizacion, la proteina de fusion multivalente segun la invencién se une a TcdB en multiples posiciones, por
ejemplo tiene distintas regiones de unién especificas de dos epitopos diferentes.

Los dominios de region constante de la molécula de anticuerpo de la presente invencion, si estan presentes, pueden
seleccionarse con respecto a la funcion propuesta de la molécula de anticuerpo, y en particular las funciones efectoras,
que puedan requerirse. Por ejemplo, los dominios de region constante pueden ser dominios IgA, IgD, IgE, IgG o IgM
humanos. En particular, pueden usarse dominios de region constante de IgG humana, especialmente de isotipos 1gG1
e 1gG3, cuando la molécula de anticuerpo se pretende para usos terapéuticos y se requieren funciones efectoras de
anticuerpo. Como alternativa, pueden usarse los isotipos IgG2 e IgG4 cuando la molécula de anticuerpo se pretende
para fines terapéuticos y no se requieren funciones efectoras de anticuerpo, p. €j. para simplemente neutralizar o
agonizar un antigeno. Se apreciara que pueden usarse también las variantes de secuencia de estos dominios de
region constante. Por ejemplo, pueden usarse moléculas de IgG4 en que la serina en posicion 214 se ha cambiado a
prolina como se describe en Angal et al., Molecular Immunology, 1993, 30 (1), 105-108. Se entendera también por un
especialista en la materia que los anticuerpos pueden experimentar una variedad de modificaciones
postraduccionales. El tipo y extension de estas modificaciones dependen a menudo de la linea celular hospedadora
usada para expresar el anticuerpo, asi como de las condiciones de cultivo. Tales modificaciones pueden incluir
variaciones en la glicosilacion, oxidacién de metionina, formacién de dicetopiperazina, isomerizacion de aspartato y
desamidacion de asparagina. Una modificacion frecuente es la pérdida de un residuo basico carboxiterminal (tal como
lisina o arginina) debido a la accién de carboxipeptidasas (como se describe en Harris, RJ. Journal of Chromatography
705:129-134, 1995).

En una realizacion, la cadena pesada de anticuerpo comprende un dominio CH1 y la cadena ligera de anticuerpo
comprende un dominio CL, kappa o bien lambda.

Las moléculas bioldgicas, tales como anticuerpos o fragmentos, contienen grupos funcionales acidos y/o basicos,
dando asi a la molécula una carga neta positiva o negativa. La cantidad de carga global "observada" dependera de la
secuencia de aminoacidos absoluta de la entidad, del entorno local de los grupos cargados en la estructura 3D y de
las condiciones ambientales de la molécula. El punto isoeléctrico (pl) es el pH al que una molécula particular o
superficie accesible al disolvente de la misma no porta carga eléctrica neta. En un ejemplo, el anticuerpo y fragmentos

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2729278 T3

de la invencién pueden genomanipularse para tener un punto isoeléctrico apropiado. Esto puede conducir a
anticuerpos y/o fragmentos con propiedades mas robustas, en particular perfiles de solubilidad y/o estabilidad
adecuados y/o caracteristicas de purificacion mejoradas.

Por tanto, en un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo humanizado genomanipulado para tener un punto
isoeléctrico diferente del anticuerpo identificado originalmente del que deriva. El anticuerpo puede genomanipularse,
por ejemplo, reemplazando un residuo de aminoacido tal como reemplazando un residuo de aminoacido por uno o
mas residuos de aminoacido basicos. Como alternativa, pueden introducirse residuos de aminoacido basicos o pueden
retirarse residuos de aminoacido acidos. Como alternativa, si la molécula tiene un valor de pl inaceptablemente alto,
pueden introducirse residuos acidos para rebajar el pl, segun se requiera. Es importante, después de manipular el pl,
tener cuidado de retener la actividad deseable del anticuerpo o fragmento. Por tanto, en una realizacion, el anticuerpo
o fragmento genomanipulado tiene la misma o sustancialmente la misma actividad que el anticuerpo o fragmento "no
modificado".

*%

Programas tales como ExPASY http://www.expasy.ch/tools/pi_tool.html, y http://www.iut-arles.up.univ-
mrs.fr/w3bb/d_abim/compo-p.html, pueden usarse para predecir el punto isoeléctrico del anticuerpo o fragmento.

Se apreciara que la afinidad de los anticuerpos proporcionados por la presente invencién puede alterarse usando
cualquier método adecuado conocido en la materia. La afinidad de los anticuerpos o variantes de los mismos puede
medirse usando cualquier método adecuado conocido en la materia, incluyendo BlAcore, usando una proteina natural
o recombinante aislada apropiada o una proteina/polipéptido de fusién adecuado.

La presente invencion se refiere por lo tanto también a variantes de las moléculas de anticuerpo de la presente
invencion que tienen una afinidad mejorada por TcdA o TcdB, segun sea apropiado. Tales variantes pueden obtenerse
mediante una serie de protocolos de maduracién de afinidad, incluyendo mutacion de CDR (Yang et al., J. Mol. Biol.,
254, 392-403, 1995), transposicion de cadena (Marks et al., Bio/Technology, 10, 779-783, 1992), uso de cepas
mutantes de E. coli (Low et al., J. Mol. Biol., 250, 359-368, 1996), transposicion de ADN (Patten et al., Curr. Opin.
Biotechnol., 8, 724-733, 1997), presentacion en fago (Thompson et al., J. Mol. Biol., 256, 77-88, 1996) y PCR sexual
(Crameri et al., Nature, 391, 288-291, 1998). Vaughan et al. (supra) discute estos métodos de maduracion de afinidad.

Afinidad mejorada como se emplea en la presente memoria en este contexto hace referencia a una mejora frente a la
molécula de partida.

Si se desea, un anticuerpo para uso en la presente invencion puede conjugarse con una o0 mas moléculas efectoras.
Se apreciara que la molécula efectora puede comprender una molécula efectora Unica o dos 0 mas de tales moléculas
ligadas para formar un resto Unico que puede enlazarse con los anticuerpos de la presente invencion. Cuando se
desea obtener un fragmento de anticuerpo ligado a una molécula efectora, este puede prepararse por procedimientos
de ADN quimicos o recombinantes estandares en que el fragmento de anticuerpo se liga directamente o a través de
un agente de acoplamiento a la molécula efectora. Las técnicas para conjugar tales moléculas efectoras con
anticuerpos son bien conocidas en la materia (véanse Hellstrom et al., Controlled Drug Delivery, 22 Ed., Robinson et
al., eds., 1987, pag. 623-53; Thorpe et al., 1982, Immunol. Rev., 62:119-58 y Dubowchik et al., 1999, Pharmacology
and Therapeutics, 83, 67-123). Los procedimientos quimicos particulares incluyen, por ejemplo, aquellos descritos en
los documentos W093/06231, W092/22583, W089/00195, W0O89/01476 y WO03/031581. Como alternativa, cuando
la molécula efectora es una proteina o polipéptido, la ligacion puede conseguirse usando procedimientos de ARN
recombinante, por ejemplo como se describe en los documentos WO 86/01533 y EP0392745.

La expresion molécula efectora como se usa en la presente memoria incluye, por ejemplo, proteinas biolégicamente
activas, por ejemplo enzimas, otros anticuerpos o fragmentos de anticuerpo, polimeros de origen sintético o natural,
acidos nucleicos y fragmentos de los mismos, p. ej. ADN, ARN y fragmentos de los mismos, radionucleidos,
particularmente radioyodo, radiois6topos, metales quelados, nanoparticulas y grupos indicadores tales como
compuestos fluorescentes o compuestos que pueden detectarse por RMN o espectroscopia de ESR.

Otras moléculas efectoras pueden incluir radionucleidos quelados tales como 111In y 90Y, Lu177, bismuto213,
californio252, iridio192 y wolframio88/renio188; o farmacos tales como, pero sin limitacién, alquilfosfocolinas,
inhibidores de topoisomerasa |, taxoides y suramina.

Otras moléculas efectoras incluyen proteinas, péptidos y enzimas. Las enzimas de interés incluyen, pero sin limitacion,
enzimas proteoliticas, hidrolasas, liasas, isomerasas y transferasas. Las proteinas, polipéptidos y péptidos de interés
incluyen, pero sin limitacion, inmunoglobulinas, toxinas tales como abrina, ricina A, exotoxina de Pseudomonas o
toxina de difteria, una proteina tal como insulina, factor de necrosis tumoral, interferén a, interferon 8, factor de
crecimiento nervioso, factor de crecimiento derivado de plaquetas o activador de plasmindgeno en tejido, un agente
trombdtico o un agente antiangiogénico, p. €j., angiostatina o endostatina, o un modificador de la respuesta biolégica
tal como una linfocina, interleucina 1 (IL-1), interleucina 2 (IL-2), factor estimulante de colonias de granulocitos-
macrofagos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de granuloacitos (G-CSF), factor de crecimiento nervioso (NGF)
u otros factores de crecimiento e inmunoglobulinas.

Otras moléculas efectoras pueden incluir sustancias detectables utiles por ejemplo en el diagnodstico. Los ejemplos de
sustancias detectables incluyen diversas enzimas, grupos protésicos, materiales fluorescentes, materiales
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luminiscentes, materiales bioluminiscentes, nucleidos radiactivos, metales emisores de positrones (para uso en
tomografia de emision de positrones) e iones metalicos paramagnéticos no radiactivos. Véase en general la patente
de EE. UU. n° 4.741.900 para iones metalicos que pueden conjugarse con anticuerpos para uso como diagnéstico.
Las enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa o
acetilcolinesterasa; los grupos protésicos adecuados incluyen estreptavidina, avidina y biotina; los materiales
fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilaminofluoresceina, cloruro de dansilo y ficoeritrina; los materiales luminiscentes adecuados incluyen
luminol; los materiales bioluminiscentes adecuados incluyen luciferasa, luficerina y aecuorina y los nucleidos
radiactivos adecuados incluyen 125, 1311, 111In y 99Tc.

En otro ejemplo, la molécula efectora puede aumentar la vida media del anticuerpo in vivo, y/o reducir la
inmunogenicidad del anticuerpo y/o potenciar el suministro del anticuerpo a través de una barrera epitelial al sistema
inmunitario. Los ejemplos de moléculas efectoras adecuadas de este tipo incluyen polimeros, albumina, proteinas de
unién a albumina o compuestos de unién a albumina tales como los descritos en el documento WO05/117984.

Cuando la molécula efectora es un polimero, puede ser en general un polimero de origen sintético o natural, por
ejemplo un polimero de polialquileno, polialquenileno o polioxialquileno de cadena lineal o ramificada opcionalmente
sustituido o un polisacarido ramificado o no ramificado, p. ej. un homopolisacarido o heteropolisacarido.

Los sustituyentes opcionales especificos que pueden estar presentes en los polimeros sintéticos anteriormente
mencionados incluyen uno o mas grupos hidroxi, metilo o metoxi.

Los ejemplos especificos de polimeros sintéticos incluyen polietilenglicol, polipropilenglicol, polivinilalcohol de cadena
lineal o ramificada opcionalmente sustituidos o derivados de los mismos, especialmente polietilenglicol opcionalmente
sustituido tal como metoxipolietilenglicol o derivados del mismo.

Los polimeros de origen natural especificos incluyen lactosa, amilosa, dextrano, glicogeno o derivados de los mismos.

"Derivados" como se usa en la presente memoria pretende incluir derivados reactivos, por ejemplo grupos reactivos
selectivos de tiol tales como maleimidas y similares. El grupo reactivo puede ligarse directamente o a través de un
segmento ligador al polimero. Se apreciara que el residuo de tal grupo formara parte en algunos casos del producto
como grupo ligante entre el fragmento de anticuerpo y el polimero.

El tamario del polimero puede variar como se desee, pero estara generalmente en un intervalo medio de peso
molecular de 500 Da a 50000 Da, por ejemplo de 5000 a 40000 Da, tal como de 20000 a 40000 Da. El tamafio de
polimero puede seleccionarse en particular basandose en el uso pretendido del producto, por ejemplo la capacidad
de localizarse en ciertos tejidos tales como tumores o extender la vida media en circulacién (para revision, véase
Chapman, 2002, Advanced Drug Delivery Reviews, 54, 531-545). Por tanto, por ejemplo, cuando se pretende que el
producto deje la circulacion y penetre en tejido, por ejemplo para uso en el tratamiento de un tumor, puede ser
ventajoso usar un polimero de pequefio peso molecular, por ejemplo con un peso molecular de alrededor de 5000 Da.
Para aplicaciones en que el producto permanece en circulacion, puede ser ventajoso usar un polimero de mayor peso
molecular, por ejemplo que tenga un peso molecular en el intervalo de 20000 Da a 40000 Da.

Los polimeros adecuados incluyen un polimero de polialquileno, tal como un polietilenglicol, o, especialmente, un
metoxipolietilenglicol o un derivado del mismo, y especialmente con un peso molecular en el intervalo de
aproximadamente 15000 Da a aproximadamente 40000 Da.

En un ejemplo, los anticuerpos para uso en la presente invencion estan enlazados con restos de polietilenglicol (PEG).
En un ejemplo particular, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo y las moléculas de PEG pueden estar enlazadas
a través de cualquier cadena lateral de aminoacido disponible o grupo funcional de aminoacido terminal localizado en
el fragmento de anticuerpo, por ejemplo cualquier grupo amino, imino, tiol, hidroxilo o carboxilo libre. Tales
aminoacidos pueden aparecer naturalmente en el fragmento de anticuerpo o pueden genomanipularse en el fragmento
usando métodos de ADN recombinante (véanse por ejemplo los documentos US 5.219.996; US 5.667.425;
WQ098/25971, WO2008/038024). En un ejemplo, la molécula de anticuerpo de la presente invencion es un fragmento
Fab modificado en el que la modificaciéon es la adiciéon al extremo C-terminal de su cadena pesada de uno o mas
aminoacidos para permitir el enlazamiento de una molécula efectora. Adecuadamente, los aminoacidos adicionales
forman una region bisagra modificada que contiene uno o mas residuos de cisteina a los que puede enlazarse la
molécula efectora. Pueden usarse multiples sitios para enlazar dos o0 mas moléculas de PEG.

Adecuadamente, las moléculas de PEG se ligan covalentemente a través de un grupo tiol de al menos un residuo de
cisteina localizado en el fragmento de anticuerpo. Cada molécula de polimero enlazada al fragmento de anticuerpo
modificado puede ligarse covalentemente al atomo de azufre de un residuo de cisteina localizado en el fragmento. El
ligamiento covalente sera generalmente un enlace disulfuro o, en particular, un enlace de azufre-carbono. Cuando se
usa un grupo tiol como punto de enlazamiento, pueden usarse moléculas efectoras apropiadamente activadas, por
ejemplo derivados selectivos de tiol tales como maleimidas y derivados de cisteina. Puede usarse un polimero activado
como material de partida en la preparacion de fragmentos de anticuerpo modificados con polimero como se describe
anteriormente. El polimero activado puede ser cualquier polimero que contenga un grupo reactivo con tiol tal como un
acido o éster a-halogenocarboxilico, p.ej. yodoacetamida, una imida, p.ej. maleimida, una vinilsufona o un disulfuro.
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Tales materiales de partida pueden obtenerse comercialmente (por ejemplo de Nektar, antiguamente Shearwater
Polymers Inc., Huntsville, AL, EE.UU.) o pueden prepararse a partir de materiales de partida comercialmente
disponibles usando procedimientos quimicos convencionales. Las moléculas de PEG particulares incluyen metoxi-
PEG-amina 20K (obtenible en Nektar, antiguamente Shearwater; Rapp Polymere; y SunBio) y M-PEG-SPA (obtenible
en Nektar, antiguamente Shearwater).

En una realizacion, el anticuerpo es un fragmento Fab modificado o diFab que esta PEGilado, concretamente tiene
PEG (polietilenglicol) enlazado covalentemente con el mismo, p. €j. segin el método divulgado en los documentos EP
0948544 o EP1090037 [véanse también "Poly(ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical Applications”,
1992, J. Milton Harris (ed), Plenum Press, Nueva York, "Poly(ethyleneglycol) Chemistry and Biological Applications",
1997, J. Milton Harris y S. Zalipsky (eds), American Chemical Society, Washington DC y "Bioconjugation Protein
Coupling Techniques for the Biomedical Sciences", 1998, M. Aslam y A. Dent, Grove Publishers, Nueva York;
Chapman, A. 2002, Advanced Drug Delivery Reviews 2002, 54: 531-545]. En un ejemplo, el PEG esta enlazado con
una cisteina en la regiéon de bisagra. En un ejemplo, un fragmento de Fab modificado con PEG tiene un grupo
maleimida ligado covalentemente a un Unico grupo tiol en una region de bisagra modificada. Puede ligarse
covalentemente un residuo de lisina al grupo maleimida y a cada uno de los grupos amina en el residuo de lisina puede
enlazarse un polimero de metoxipolietilenglicol que tiene un peso molecular de aproximadamente 20.000 Da. El peso
molecular total del PEG enlazado con el fragmento Fab puede ser por lo tanto de aproximadamente 40.000 Da.

Las moléculas de PEG particulares incluyen 2-[3-(N-maleimido)propionamido]etilamida de lisina modificada con N,N'-
bis(metoxipolietilenglicol) de PM 20.000, también conocida como PEG2MAL40K (obtenible en Nektar, antiguamente
Shearwater).

Las fuentes alternativas de ligadores de PEG incluyen NOF, que suministra GL2-400MA2 (en la que m en la estructura
siguiente es 5) y GL2-400MA (donde m es 2) y n es aproximadamente 450:

Haco“{CHESHZG)n

HKCC}*{CHzCHZO}n i-;{ 0

OWNY (CHz}m \N /
o]

O
mes205
Es decir, cada PEG es de aproximadamente 20.000 Da.
Otras moléculas efectoras de PEG alternativas del tipo siguiente:

CH,O-(CH,CH,O)n
0
N
CH,0-(CH,CH,0O)n /

estan disponibles en Dr Reddy, NOF y Jenkem.

En una realizacion, se proporciona un anticuerpo que esta PEGilado (por ejemplo, con un PEG descrito en la presente
memoria) enlazado a través de un residuo de aminoacido de cisteina en o aproximadamente en el aminoacido 226 en
la cadena, por ejemplo el aminoacido 226 de la cadena pesada (por numeracion secuencial).

En una realizacion, uno de ciertos anticuerpos segun la presente divulgacion tiene las siguientes propiedades:
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Anticuerpo Afinidad (pM) Valencia de unién CEso (ng/ml)
TcdA123 TcdAasss TcdA, est.

CA922 4,06 2,59 16 1,21

CA923 64,7 312 12 160,42

CA995 nulo 119 1 37,64

CA997 132 66,8 12 6,25

CA1000 73,3 84,1 2 19,73

La presente invencién proporciona también composiciones tales como una composicién farmacéutica de anticuerpo o
combinacién de anticuerpos definida en la presente memoria.

La presente invencion proporciona también una composicion que comprende al menos dos anticuerpos segun la
invencion, por ejemplo en la que al menos un anticuerpo en la misma es especifico de TcdA y al menos un anticuerpo
en la misma es especifico de TcdB o, como alternativa, al menos dos anticuerpos especificos de TcdA o al menos dos
anticuerpos especificos de TcdB.

En una realizacién, se proporciona una composicion que comprende multiples anticuerpos especificos de TcdA y
opcionalmente uno o mas anticuerpos especificos de TcdB.

La divulgacion proporciona también una composicion que comprende multiples anticuerpos especificos de TcdB y
opcionalmente uno o mas anticuerpos especificos de TcdA.

Por tanto, en una realizacién se proporciona una composiciéon que comprende 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14
o 15 anticuerpos segun la invencion, concretamente anticuerpos distintos.

La invencion describe una mezcla particular que comprende 3 Mab, un Mab que es especifico de TcdA y dos
anticuerpos que son especificos de TcdB. Esta mezcla demostraba muy altos niveles de proteccion de muerte e
inflamacién intestinal por una dosis oral infecciosa letal de Clostridium difficile en hamsteres.

En particular, se proporciona una composicion que comprende una combinaciéon de un anticuerpo anti-TcdA que
comprende una region variable de cadena pesada con una secuencia como se muestra en la SEQ ID NO: 49 y una
region variable ligera con una secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 47 y dos anti-TcdB, el primero con una regién
variable pesada mostrada en la SEQ ID NO: 129 y una region variable ligera mostrada en la SEQ ID NO: 127, y el
segundo con una region variable pesada mostrada en la SEQ ID NO: 159 y una regién variable ligera mostrada en la
SEQ ID NO: 157.

En una realizacién en la que la composicion comprende 3 anticuerpos, tal como un anticuerpo anti-TcdA y dos anti-
TcdB, los anticuerpos estan a una relacion de 50 %, 25 % y 25 %, respectivamente, del contenido de anticuerpo total
de la misma.

En una realizacion, se proporciona una composicion que comprende 2, 3, 4 o 5 anticuerpos especificos de TcdA y
opcionalmente 1, 2, 3, 4 o 5 anticuerpos especificos de TcdB.

En una realizacion, las composiciones proporcionadas segun la invencion estan bien definidas, por ejemplo son
mezclas de anticuerpos monoclonales en lugar de simplemente composiciones policlonales derivadas de un
hospedador inmunizado o inmunocompetente.

En una realizacion, la composicion de anticuerpos tiene una CEsg de 200 ng/ml o menos, por ejemplo de 150 ng/ml o
menos, tal como de 100 ng/ml o menos, tal como de 0,1 a 10 ng/ml.

Ventajosamente, los anticuerpos descritos en la presente memoria tienen niveles muy altos de estabilidad biofisica y
son asi adecuados para inclusidon en mezclas de anticuerpos.

En un aspecto, una formulacidon farmacéutica o composicion segun la invencidon comprende ademas un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Los portadores farmacéuticamente aceptables en composiciones terapéuticas pueden contener adicionalmente
liquidos tales como agua, solucion salina, glicerol y etanol. Adicionalmente, pueden estar presentes en tales
composiciones sustancias auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes o sustancias tamponadoras
del pH. Tales portadores posibilitan formular las composiciones farmacéuticas en forma de comprimidos, pildoras,
grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones densas y suspensiones, para ingestion por el paciente.
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Las formas adecuadas para administracion incluyen formas adecuadas para administracion parenteral, p. ej. por
inyeccion o infusion, por ejemplo por inyeccion en embolada o infusién continua. Cuando el producto es para inyeccion
o infusién, puede tomar la forma de una suspension, solucién o emulsién en un vehiculo oleoso o acuoso y puede
contener agentes formuladores tales como agentes de suspension, conservantes, estabilizantes y/o dispersantes.
Como alternativa, la molécula de anticuerpo puede estar en forma seca, para reconstitucion antes del uso con un
liquido estéril apropiado.

Una vez formulada, la composicién de la invencion puede administrarse directamente al sujeto. Los sujetos para tratar
pueden ser animales. Sin embargo, en una o mas realizaciones, las composiciones estan adaptadas para
administracion a sujetos humanos.

Adecuadamente en formulaciones segun la presente divulgacion, el pH de la formulacion final no es similar al valor
del punto isoeléctrico del anticuerpo o fragmento, por ejemplo si el pH de la formulacién es 7, entonces puede ser
apropiado un pl de 8-9 o superior. Sin desear ligarse a teoria alguna, se cree que esto puede proporcionar en ultima
instancia una formulacion final con estabilidad mejorada, por ejemplo el anticuerpo o fragmento permanece en
solucion.

En una realizacion, la composicion o formulacion de la presente divulgacion comprende 1-200 mg/ml de anticuerpos,
es decir, un contenido combinado de anticuerpo de 150 mg/mol o menos, tal como de 100 mg/ml o menos, en particular
de 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 mg/ml o menos.

En una realizacion, una composicion o formulacion segun la presente divulgacion comprende 20 mg/ml de cada
anticuerpo en la misma.

En una realizacion, se proporciona una formulacién que comprende:

33 mg/ml o menos de un anticuerpo anti-TcdA que comprende una region variable de cadena pesada con una
secuencia como se muestra en la SEQ ID NO: 49 y una region variable ligera con una secuencia mostrada en la SEQ
IDNO: 47,y

28 mg/ml o menos de un primer anti-TcdB con una region variable pesada mostrada en la SEQ ID NO: 129 y una
region variable ligera mostrada en la SEQ ID NO: 127,y

25 mg/ml de un segundo anti-TcdB con una regidn variable pesada mostrada en la SEQ ID NO: 159 y una region
variable ligera mostrada en la SEQ ID NO: 157.

En una realizacion, la formulacién farmacéutica a un pH en el intervalo de 4,0 a 7,0 comprende: de 1 a 200 mg/ml de
un anticuerpo segun la presente divulgacion, de 1 a 100 mM de un tampén, de 0,001 a 1 % de un tensioactivo,

a) de 10 a 500 mM de un estabilizante,
b) de 5 a 500 mM de un agente de tonicidad, o
c) de 10 a 500 mM de un estabilizante y de 5 a 500 mM de un agente de tonicidad.

En una realizacion, la composicion o formulaciéon segun la presente divulgacion comprende el tampon solucion salina
tamponada con fosfato.

Por ejemplo, la formulacién a aproximadamente pH 6 puede comprender de 1 a 50 mg/ml de anticuerpo, HCI de L-
histidina 20 mM, trehalosa 240 mM y 0,02 % de polisorbato 20. Como alternativa, una formulacién a aproximadamente
pH 5,5 puede comprender de 1 a 50 mg/ml de anticuerpo, tampon citrato 20 mM, sacarosa 240 mM, arginina 20 mM
y 0,02 % de polisorbato 20.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden administrarse mediante cualquier serie de vias
incluyendo, pero sin limitacion, las vias oral, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intramedular, intratecal,
intraventricular, transdérmica, transcutanea (por ejemplo, véase el documento WQO98/20734), subcutanea,
intraperitoneal, intranasal, entérica, topica, sublingual, intravaginal o rectal. Pueden usarse también
hidropulverizadores para administrar las composiciones farmacéuticas de la invencion. Tipicamente, las
composiciones terapéuticas pueden prepararse como inyectables, en forma de soluciones o suspensiones liquidas.
Pueden prepararse también formas soélidas adecuadas para solucién, o suspension, en vehiculos liquidos antes de
inyeccion.

El suministro directo de las composiciones se lograra generalmente mediante inyeccion subcutanea, intraperitoneal,
intravenosa o intramuscular, o suministrado al espacio intersticial de un tejido.

Las composiciones pueden administrarse también en una lesion o directamente en el tracto gastrointestinal mediante,
por ejemplo, dosificacion oral encapsulada para tragar, mediante un tubo nasogastrico al estémago o ileo, mediante
un tubo rectal o soluciones de enema o mediante capsula rectal. El tratamiento de dosificacion puede ser un programa
de dosis Unica o un programa de dosis multiples.
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Se apreciara que el ingrediente activo en la composicion sera una molécula de anticuerpo. Como tal, sera susceptible
de degradacion en el tracto gastrointestinal. Por tanto, si la composicién se va a administrar mediante una via que usa
el tracto gastrointestinal, la composicion necesitara contener agentes que protejan al anticuerpo de la degradacion,
pero que liberen el anticuerpo una vez se ha absorbido del tracto gastrointestinal.

Esta disponible una discusion concienzuda de portadores farmacéuticamente aceptables en Remington's
Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, N.J. 1991).

La presente invencion proporciona también un anticuerpo o combinacién de anticuerpos o una composicion que
comprende los mismos para tratamiento, por ejemplo para el tratamiento o la profilaxis de infeccion por C. difficile o
complicaciones asociadas a la misma tales como diarrea, colitis, en particular colitis ssudomembranosa, distension,
dolor abdominal y mecagolon toxico.

La profilaxis puede conseguirse también mediante la administracion de complejos preformados de antigeno de toxina
inactivada (toxoide) y anticuerpo para crear una vacuna.

En una realizacioén, los anticuerpos, combinaciones de los mismos y composiciones que comprenden los mismos
segun la invencion son adecuados para tratar la infeccion con las denominadas supercepas de C. difficile,
concretamente cepas hipervirulentas tales como el ribotipo 027.

Los anticuerpos y composiciones segun la presente invencion son adecuados para uso en el tratamiento o la profilaxis
de efectos agudos y/o cronicos de toxinas de C. difficile relevantes durante la infeccion primaria.

Los anticuerpos y composiciones segun la presente invencion son adecuados para uso en el tratamiento o la profilaxis
de efectos agudos y/o crénicos de toxinas de C. difficile relevantes durante la infeccion secundaria o reinfeccion. Las
directrices internacionales consagran intervalos temporales después de una infeccion primaria, lo que define por ello
una infeccion secundaria (o recurrente) como distinta de una continuacion de sintomas existentes a veces descrita
como una recaida (29). La investigacion ha mostrado que las infecciones secundarias pueden ser el resultado de la
misma cepa o ribotipo que la infeccion primaria. En tales casos, la recurrencia en lugar de la recaida se basa en
limitaciones temporales acordadas. Sin embargo, la investigacion muestra claramente también que la infeccion
secundaria puede ser también el resultado de infeccién por una cepa o ribotipo distinto de la infeccién primaria. En un
estudio, un 48 % de las recurrencias de enfermedad eran el resultado de una segunda cepa distinta de la que ha
causado la primera infeccion (30). En otro estudio, mas de un 56 % de las recurrencias de enfermedad eran el resultado
de una segunda cepa distinta de la que ha causado la primera infeccion (31).

En una realizacion, los anticuerpos, combinaciones de los mismos y composiciones que comprenden los mismos
segun la invencion son adecuados para uso en la prevencion de dafio, por ejemplo dafio estructural a largo plazo, al
epitelio del colon.

En una realizacion, los anticuerpos, combinaciones y composicién son adecuados para prevenir infeccion por C.
difficile incluyendo recurrencia de infeccion, en particular infeccion nosocomial.

En una realizacion, los anticuerpos, combinaciones de los mismos y composiciones que comprenden los mismos
segun la invencion son adecuados para reducir el riesgo de recurrencia de infeccion por C. difficile.

Ventajosamente, los anticuerpos de la presente divulgacion pueden administrarse profilacticamente para prevenir la
infeccion o reinfecciéon porque, en ausencia de la toxina de la que el anticuerpo es especifico, el anticuerpo se va a
eliminar simplemente del cuerpo sin causar interacciones adversas con los tejidos corporales del sujeto.

Ventajosamente, los anticuerpos de la presente divulgacion parecen desencadenar una respuesta rapida tras la
administracion, por ejemplo al cabo de uno o dos dias de la administracion se provoca una eliminacion rapida de la
toxina diana, esto puede prevenir el dafio en érganos vitales tales como pulmones, corazén vy rifiones. Esta es la
primera vez que se ponen a disposicion agentes que pueden emplearse para prevenir el dafio o lesion en un paciente
por las toxinas A y/o B en el estadio de infeccién agudo por C. difficile.

Por tanto, en una realizacion, los anticuerpos, combinaciones de los mismos y composiciones que comprenden los
mismos segun la invencién son adecuados para prevenir el dafio en érganos vitales..

En una realizacién, el anticuerpo, combinaciones o formulaciones descritos en la presente memoria son adecuados
para prevenir la muerte de un paciente infectado, si se administran en un marco temporal apropiado antes de realizar
un dafo irreparable las toxinas.

Los anticuerpos de la presente divulgacion tienen tasas de asociacion rapidas, que facilitan el efecto rapido in vivo.
En una realizacion, la poblaciéon de pacientes es de mas de 60, tal como mas de 65 afos de edad.

En una realizacion, la poblacion de pacientes es de 5 afios de edad o menos.

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2729278 T3

Los anticuerpos segun la invencion pueden emplearse en combinacion con tratamiento antibidtico, por ejemplo
metronidazol, vancomicina o fidaxomicina. Una serie de datos in vitro ejemplifican las propiedades de los Mab y
mezclas de Mab. Se muestra que una mezcla de 3 MAb (cantidades molares del 50 % de componentes anti-TcdA y
cantidades molares del 50 % de anti-TcdB) era capaz de proteger a hamsteres de una ICD letal.

En una realizacion, se proporciona un método de tratamiento de un paciente necesitado de ello por administracién de
una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo como se describe en la presente memoria o combinacién de
anticuerpos o composicion que comprende los mismos, por ejemplo en el tratamiento o la profilaxis de infeccién por
C. difficile o complicaciones asociadas con la misma tales como diarrea, colitis, en particular colitis ssudomembranosa,
distension, dolor abdominal y megacolon téxico.

En una realizacion, el anticuerpo, combinacion o formulacién se administra por una via parenteral, por ejemplo
subcutanea, intraperitoneal, intravenosa o intramuscular. Los datos en los Ejemplos generados en hamsteres
indicaban que las dosis administradas por esta via alcanzan el intestino y son por tanto capaces de generar un efecto
terapéutico.

En una realizacion, el anticuerpo, combinacion o formulacién se administran por via oral, por ejemplo como
formulaciones recubiertas entéricas.

En una realizacion, se proporciona el uso de un anticuerpo, combinacién o formulacién como se describe en la
presente memoria para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la profilaxis de infeccién por C. difficile.

En una realizacion, la dosis administrada esta en el intervalo de 1 a 1000 mg/kg, por ejemplo de 10 a 75 mg/kg, tal
como de 20 a 50 mg/kg.

En una realizacion, la vida media del anticuerpo o anticuerpos en ratones y hamsteres in vivo esta en el intervalo de 6
a 8 dias en animales sanos (no infectados), y por ello se espera que tengan vidas medias en seres humanos en el
intervalo de 14-28 dias.

En una realizacion, el anticuerpo o anticuerpos se procuran en forma de solo una dosis.
En una realizacion, el anticuerpo o anticuerpos se procuran en forma de una dosis semanal o bisemanal.
En una realizacion, el anticuerpo o anticuerpos se procuran en forma de dosis una vez al dia.

En una realizacion, se proporciona un complejo que comprende TcdA o un fragmento inmunogénico de la misma
segun la presente invencion, complejado con uno o mas anticuerpos anti-TcdA definidos en la presente memoria. El
complejo puede emplearse como antigeno en una formulaciéon de vacuna, por ejemplo adecuada para generar
anticuerpos protectores de toxina A in vivo después de administracién a un ser humano.

La presente divulgacion proporciona también un complejo que comprende TcdB o un fragmento inmunogénico de la
misma, complejado con uno o mas anticuerpos anti-TcdB definidos en la presente memoria. EI complejo puede
emplearse como antigeno en una formulacién de vacuna, por ejemplo adecuada para generar anticuerpos protectores
de toxina B in vivo después de administraciéon a un ser humano.

Los inmunoestimulantes de tipo Th1, que pueden formularse para producir coadyuvantes adecuados para uso en la
presente invencion, incluyen y no estan limitados a los siguientes.

En una realizacion, se proporciona un complejo que comprende TcdA o un fragmento inmunogénico de la misma
segun la presente invencion y TcdB o un fragmento inmunogénico de la misma, en el que cada toxina o fragmento se
compleja con uno o mas anticuerpos especificos del mismo, en el que el complejo es adecuado para administracion
como formulacién de vacuna.

Anticuerpo: Los complejos de antigeno son conocidos por captarse por el sistema inmunitario en un proceso mediado
por el receptor de Fc (27, 28) y los complejos preformados de anticuerpo:antigeno se han usado exitosamente como
vacunas en ensayos clinicos humanos (22).

En una o mas realizaciones, la formulacién de vacuna comprende ademas un coadyuvante tal como un
inmunoestimulante.

El monofosforil-lipido A, en particular monofosforil-lipido A 3-des-O-acilado (3D-MPL) es un inmunoestimulante de tipo
Th1 preferido para uso en la invencién. El 3D-MPL es un coadyuvante bien conocido fabricado por Ribi Immunochem,
Montana. Quimicamente, se suministra a menudo como una mezcla de monofosforil-lipido A 3-des-O-acilado con 4, 5
0 6 cadenas aciladas. Puede purificarse y prepararse mediante métodos ensefiados en GB 2122204B, cuya referencia
divulga también la preparacion de difosforil-lipido A y variantes 3-des-O-aciladas del mismo. Se han descrito otros
lipopolisacaridos purificados y sintéticos (documentos US 6.005.099 y EP 0729473 B1; Hilgers et al., 1986,
Int.Arch.Allergy.Immunol., 79(4): 392-6; Hilgers et al., 1987, Immunology, 60(1): 141-6; y EP 0 549 074 B1). Una forma
preferida de 3D-MPL es la forma de una formulacion de particulas que tiene un tamafo de particula pequefio de menos
de 0,2 mm de diametro, y este método de fabricacion se divulga en el documento EP 0689454.
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Las saponinas son también inmunoestimulantes de Th1 preferidos de acuerdo con la invencién. Las saponinas son
coadyuvantes bien conocidos y se ensefian en: Lacaille-Dubois, M 'y Wagner H. (1996. A review of the biological and
pharmacological activities of saponins. Phytomedicine vol 2 pag 363-386). Por ejemplo, se describen Quil A (derivado
de la corteza del arbol sudamericano Quillaja Saponaria Molina), y fracciones del mismo, en el documento US
5.057.540 y "Saponins as vaccine adjuvants”, Kensil, C. R., Crit Rev Ther Drug Carrier Syst, 1996, 12 (1-2): 1-55; y
EP 0362279 B1. Las saponinas hemoliticas QS21 y QS17 (fracciones purificadas por HPLC de Quil A) se han descrito
como coadyuvantes sistémicos potentes, y se divulgan métodos para su produccion en la patente de EE. UU. n°
5.057.540 y el documento EP 0362279 B1. Se describe también en estas referencias el uso de QS7 (una fraccién no
hemolitica de Quil-A) que actia como potente coadyuvante para vacunas sistémicas. El uso de QS21 se describe
ademas en Kensil et al. (1991. J. Immunology vol 146, 431-437). Son también conocidas combinaciones de QS21 y
poliisorbato o ciclodextrina (documento WO 99/10008). Se describen sistemas coadyuvantes de particulas que
comprenden fracciones de Quil A, tales como QS21 y QS7, en los documentos WO 96/33739 y WO 96/11711. Uno
de tales sistemas es conocido como Iscom y puede contener una o mas saponinas.

Otro inmunoestimulante preferido es un oligonucledtido inmunoestimulante que contiene dinucleétidos de CpG no
metilados ("CpG"). CpG es una abreviatura de motivos dinucleotidicos de citosina-guanosina presentes en ADN. El
CpG es conocido en la materia por ser un coadyuvante cuando se administra por vias tanto sistémica como mucosa
(documentos WO 96/02555, EP 468520, Davis et al., J.Immunol, 1998, 160(2): 870-876; McCluskie y Dauvis,
J.Immunol., 1998, 161(9): 4463-6). Histéricamente, se observo que la fraccion de ADN de BCG podia ejercer un efecto
antitumoral. En estudios adicionales, se mostré que los oligonucleétidos sintéticos derivados de secuencias génicas
de BCG son capaces de inducir efectos inmunoestimulantes (tanto in vitro como in vivo). Los autores de estos estudios
concluian que ciertas secuencias palindréomicas, incluyendo un motivo CG central, portaban esta actividad. El papel
central del motivo CG en la inmunoestimulacién se dilucidd posteriormente en una publicacion de Krieg, Nature 374,
p546 1995. Un analisis detallado ha mostrado que el motivo CG tiene que estar en un cierto contexto de secuencia, y
que tales secuencias son comunes en ADN bacteriano pero raras en ADN de vertebrado. La secuencia
inmunoestimulante es a menudo: purina, purina, C, G, pirimidina, pirimidina; en la que el motivo CG no esta metilado,
pero son conocidas otras secuencias de CpG no metiladas que son inmunoestimulantes y pueden usarse en la
presente invencion.

En ciertas combinaciones de los seis nucleétidos, esta presente una secuencia palindrémica. Varios de estos motivos,
como repeticiones de un motivo o combinacién de diferentes motivos, pueden estar presentes en el mismo
oligonucledtido. La presencia de uno o mas de estos oligonucledtidos que contienen secuencias inmunoestimulantes
puede activar diversos subconjuntos inmunitarios, incluyendo linfocitos citotdxicos naturales (que producen interferon
gy tienen actividad citolitica) y macrofagos (Wooldrige et al Vol 89 (N.° 8), 1977). Se ha mostrado ahora también que
son inmunomoduladoras otras secuencias que contienen CpG no metilados que no tienen esta secuencia de
consenso.

El CpG, cuando se formula en vacunas, se administra generalmente en solucién libre junto con antigeno libre
(documentos WO 96/02555; McCluskie y Davis, supra) o conjugado covalentemente con un antigeno (documento WO
98/16247), o formulado con un portador tal como un hidréxido de aluminio (antigeno de superficie de hepatitis) Davis
et al. supra ; Brazolot-Millan et al., Proc.Natl.Acad.Sci., USA, 1998, 95(26), 15553-8).

Tales inmunoestimulantes como se describen anteriormente pueden formularse junto con portadores, tales como por
ejemplo liposomas, emulsiones de aceite en agua y/o sales metalicas, incluyendo sales de aluminio (tales como
hidréxido de aluminio). Por ejemplo, puede formularse 3D-MPL con hidroxido de aluminio (documento EP 0689454) o
emulsiones de aceite en agua (documento WO 95/17210); puede formularse ventajosamente QS21 con liposomas
que contienen colesterol (documento WO 96/33739), emulsiones de aceite en agua (documento WO 95/17210) o
alumina (documento WO 98/15287); puede formularse CpG con alimina (Davis et al. supra; Brazolot-Millan supra) o
con otros portadores catiénicos.

Se prefieren también combinaciones de inmunoestimulantes, en particular una combinacion de un monofosforil-lipido
Ay un derivado de saponina (documentos WO 94/00153; WO 95/17210; WO 96/33739; WO 98/56414; WO 99/12565;
WO 99/11241), mas particularmente la combinacién de QS21 y 3D-MPL como se divulga en el documento WO
94/00153. Como alternativa, una combinacion de CpG mas una saponina tal como QS21 forma también un potente
coadyuvante para uso en la presente invencion. Como alternativa, la saponina puede formularse en un liposoma o en
un Iscom y combinarse con un oligonucleétido inmunoestimulante.

Por tanto, los sistemas coadyuvantes adecuados incluyen, por ejemplo, una combinacion de monofosforil-lipido A,
preferiblemente 3D-MPL, junto con una sal de aluminio.

Por tanto, en una realizacion el coadyuvante es una combinacion de QS21 y 3D-MPL en una formulacion de aceite en
agua o liposémica.

Un sistema potenciado implica la combinacién de un monofosforil-lipido A y un derivado de saponina, particularmente
la combinacion de QS21 y 3D-MPL como se divulga en el documento WO 94/00153, o una composicion menos
reactogénica donde QS21 se inactiva en liposomas que contienen colesterol (DQ) como se divulga en el documento
WO 96/33739. Esta combinacion puede comprender adicionalmente un oligonucleétido inmunoestimulante.
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Se describe una formulacion coadyuvante particularmente potente que implica QS21, 3D-MPL y tocoferol en una
emulsion de aceite en agua en el documento WO 95/17210 y es otra formulacién preferida para uso en la invencion.

Otra formulacién preferida comprende un oligonucleétido CpG solo o junto con una sal de aluminio.

En un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona un método de fabricacién de una formulacién de
vacuna como se describe en la presente memoria, en el que el método comprende mezclar un polipéptido segun la
invencion con un coadyuvante adecuado.

Son combinaciones coadyuvantes particularmente adecuadas para uso en las formulaciones segun la invencién como
sigue:

i) 3D-MPL + QS21 en un liposoma

ii) Alumina + 3D-MPL

ii) Alimina + QS21 en un liposoma + 3D-MPL
iv) Alimina + CpG

v) 3D-MPL + QS21 + emulsién de aceite en agua
vi) CpG

Como se usa en la presente memoria, el término "comprende" en el contexto de la presente memoria descriptiva
deberia interpretarse como "incluye".

Las realizaciones y preferencias pueden combinarse como sea técnicamente apropiado.

La divulgacion de la presente memoria describe realizaciones que comprenden ciertos enteros. La divulgacion se
extiende también a las mismas realizaciones consistentes o consistentes esencialmente en dichos enteros.

Figuras

Las Fig 1-10 muestran diversas secuencias de anticuerpo y fragmento

La Fig 11 muestra titulaciones séricas para TcdA y TcdB

La Fig 12 muestra datos de neutralizacion in vitro anti TcdA (ribotipo 003) para Mab Unicos

La Fig 13 muestra datos de neutralizacion in vitro anti TcdA (ribotipo 003) para Mab Unicos y pareados
Las Fig 14-15 muestran datos de neutralizacion in vitro anti TcdA (ribotipo 003) para Mab pareados

Las Fig 16-18 muestran datos de neutralizacion in vitro anti TcdA (ribotipo 003) para mezclas de tres Mab
Las Fig 19-20 muestran datos de neutralizacion in vitro anti TcdA (ribotipo 003) para mezclas de cuatro y
cinco Mab

Las Fig 21-22 muestran datos de neutralizacion in vitro anti-TcdA (ribotipo 003) para Mab unicos y

apareados a diferentes concentraciones de TcdA

Las Fig -23-24 muestran datos de neutralizacién in vitro anti-TcdA (ribotipo 003) para Mab unicos y
mezclas de cinco a diferentes concentraciones de TcdA

Las Fig 25-26 muestran datos de neutralizacion in vitro anti TcdB (ribotipo 003) para Mab uUnicos

Las Fig 27-30 muestran datos de neutralizacion in vitro anti TcdB (ribotipo 003) para Mab pareados

Las Fig -31-33 muestran datos de neutralizacion in vitro anti TcdB (ribotipo 003) para mezclas de tres Mab
Las Fig -34-40 muestran datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de dos Mab

a diferentes concentraciones de toxina

Las Fig 41-45 muestran datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de dos Mab
a diferentes concentraciones de toxina

Las Fig 46-59 muestran datos de neutralizacion de TcdB para anticuerpos Unicos y pares de anticuerpos

La Fig 60 muestra la secuencia de aminoacidos de TcdA
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La Fig 61 muestra la secuencia de aminoacidos de TcdB

La Fig 62 muestra datos del ensayo de RETE para TcdA en formato de histograma

La Fig 62A muestra datos del ensayo de RETE para TcdA en formato de grafica lineal

La Fig 63 muestra una curva de Meier-Kaplan para la combinacion de anticuerpos 997, 1125y 1151,

la alta concentracion es 50 mg/kg y la baja concentracion es 5 mg/kg. La dosis de 50 mg/kg procur6 un 100 % de
proteccion el dia 11, ~82 % de proteccion el dia 28. La dosis de 5 mg/kg daba como resultado una proteccion no
duradera e incompleta.

La Fig 64 muestra los cambios de peso corporal para hamsteres tratados con vancomicina y vehiculo
La Fig 65 muestra el peso corporal para anticuerpos de baja dosis 5 mg/kg y anticuerpos de alta dosis
50 mg/kg

La Fig 66 muestra fotografias de un colon donde el animal recibi6 tratamiento con anticuerpos segun
la presente divulgacion frente a un control

Las Fig -67-68 muestran los efectos de agitar con vortex sobre la estabilidad de anticuerpos

La Fig 69 muestra una comparacion de la estabilidad de agregacion para diversos anticuerpos

Las Fig 70-73 muestran la neutralizacién de TcdA para diversos ribotipos

Ejemplos

Generacion de anticuerpos

Se adquirieron una serie de diferentes inmundgenos y reactivos de cribado o se produjeron mediante técnicas de
expresion convencionales de E. coli para proporcionar una respuesta inmunitaria diversa y amplia y para facilitar la
identificacion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales (listados en la Tabla 1). En casos en que se generaron
proteinas o péptidos recombinantes, las secuencias estaban basadas en el ribotipo 027. La secuencia para TcdA del
ribotipo 027 se da en la SEQ ID NO: 171 (nimero de acceso a Uniprot C9YJ37) y la secuencia para TcdB del ribotipo
027 se da en la SEQ ID NO: 172 (nimero de acceso a Uniprot C9YJ35).

Se inmunizaron ratas Sprague Dawley y conejos de una oreja caida con péptidos sintéticos cartografiados en regiones
comunes tanto a toxina de longitud completa TcdA como TdcdB, toxoide A inactivado con formaldehido, fragmentos
de dominio de unién de toxina A (CROP1,2,3 o CROP 4,5,6) o fragmento de dominio de unién de toxina B (CROP
1,2,3,4) o, en algunos casos, una combinacion de los anteriores. Después de 2 a 6 inmunizaciones, se sacrificaron los
animales y se recolectaron PBMC, bazo y médula 6sea. Se monitorizd en los sueros la unién a dominios de toxina A,
dominios de toxina B, toxina o toxoide por ELISA. Se muestran titulos séricos de 2 de tales inmunizaciones en la Figura
11.

Se us6 UCB SLAM como medio para generar anticuerpos monoclonales. Se cultivaron linfocitos B directamente de
animales inmunizados (Zubler et al., 1985). Esta etapa posibilitaba muestrear un gran porcentaje del repertorio de
linfocitos B. Al incorporar el método de anticuerpo linfocitico seleccionado (SLAM) (Babcook et al., 1996), era posible
deconvolucionar pocillos de cultivo positivos e identificar células secretoras de anticuerpo especifico de antigeno. Aqui
se usdé una version modificada de SLAM (UCB SLAM (Tickle et al. 2009)) que utiliza un método basado en
fluorescencia para identificar linfocitos B especificos de antigeno de pocillos de cultivo. Se configuraron los cultivos de
linfocitos B y se cribé en primer lugar en los sobrenadantes su capacidad de unirse a un dominio de toxina purificado
relevante (de union, translocacion o catalitico) en un ensayo basado en perlas que usa un sistema de deteccion celular
Applied Biosystem 8200.

Este era un ensayo homogéneo que usa sobrenadante de cultivo de linfocitos B que contiene IgG, dominios de toxina
biotinilada recubiertos sobre perlas de estreptavidina y un conjugado Fc-Cy5 de cabra anti-ratdn/conejo. Se
seleccionaron cultivos celulares positivos de uniéon a componentes de TcdA o TcdB de este ensayo para uso en
ensayos funcionales basados en células para identificar neutralizadores de citotoxicidad inducida por toxina.
Aproximadamente, se identificaron 12.000 positivos especificos de toxina en el cribado de unién primario de un total
de 40 x experimentos placa de 50. Esto equivalia al cribado de aproximadamente 500 millones de linfocitos B. Se
aislaron pares de genes de region variable pesada y ligera de células Unicas recolectadas por micromanipulacién de
aproximadamente 100 pocillos neutralizantes de toxina después de PCR con transcripcion inversa (TI). Se clonaron
entonces estos genes de la regidon V como anticuerpos de longitud completa IgG1/kappa de ratén para regiones
variables de rata y anticuerpos de longitud completa IgG/kappa de conejo para regiones variables de conejo. Se
reexpresaron los anticuerpos en un sistema de expresion transitoria de HEK-293. Se volvié a probar entonces en estos
anticuerpos recombinante su capacidad de neutralizar toxina en ensayos basados en células. Se cribaron también
anticuerpos recombinantes por BlAcore para determinar la afinidad por un dominio de toxina dado y también para
determinar la especificidad y aproximar el nimero de eventos de union de anticuerpo a toxina. Basandose en la
actividad in vitro en ensayos basados en células y medidas de afinidad, se seleccionaron los candidatos principales
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para humanizacion. A menos que se afirme otra cosa, todos los datos de la presente memoria se generaron usando
los anticuerpos humanizados.

Se generd un panel de fragmentos de toxina producida por E. coli recombinante (TcdA), toxina derivada de C. difficile
o toxoide (A) y péptidos sintéticos (B) o se adquirieron en fuentes comerciales.

Tabla 1. Reactivos relacionados con la secuencia de toxina A (TcdA) para cribado e inmunizaciones.

Fragmento Numero de residuo Fuente
TcdA catalitica M1-E659 expresion de E. colien UCB
translocacion de TcdA K577-D1350 expresion de E. colien UCB
CROP123 de TcdA (TcdA123) S1827-D2249 expresion de E. colien UCB
CROP,s6 de TcdA (TcdA456) G2205-R2608 expresion de E. coli en UCB
CROP¢ de TcdA S1827-N1978 expresion de E. colien UCB
CROP; de TcdA G1966-N2133 expresion de E. colien UCB
G2100-D2249 expresion de E. colien UCB
CROP; de TcdA
CROP4 de TcdA G2213-N2381 expresion de E. colien UCB
CROPs de TcdA G2328-N2494 expresion de E. colien UCB
CROPgs de TcdA G2462-N2609 expresion de E. colien UCB
CROP7; de TcdA R2554-D2701 expresion de E. colien UCB
TcdB catalitica M1-A593 expresion de E. colien UCB
translocacién de TcdB R576-D1349 expresion de E. colien UCB
union de TcdB (TcdB 1234) S1833-E2366 expresion de E. colien UCB
CROP1 de TcdB S1833-S1981 expresion de E. colien UCB
CROP;, de TcdB G1968-D2113 expresion de E. colien UCB
CROP; de TcdB G2100-E2247 expresion de E. colien UCB
CROP4 de TcdB G2234-E2366 expresion de E. colien UCB
Toxina A Longitud completa adquirida
Toxina B Longitud completa adquirida
Toxoide A Longitud completa adquirida

Tabla 2. Reactivos relacionados con la secuencia de toxina B (TcdB) para cribado e inmunizaciones.

Dominio de toxina |Secuencia de aminoacidos

Catalitico SPVEKNLHFVWIGGEVSD SEQ ID NO: 173
Catalitico NLAAASDIVRL SEQ ID NO: 174
Catalitico CGGVYLDVDMLPGIH SEQID NO: 175
Catalitico CGGVYLDVDMLPGIHSDLFK SEQ ID NO: 176
Catalitico CWEMIKLEAIMKYK SEQ ID NO: 177
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Dominio de toxina |Secuencia de aminoacidos

Catalitico CTNLVIEQVKNR SEQ ID NO: 178
Catalitico PEARSTISLSGP SEQ ID NO: 179
Catalitico CSNLIVKQIENR SEQ ID NO: 180
Catalitico TEQEINSLWSFDQA SEQ ID NO: 181
Catalitico TEQEINSLWSFDPEARSTISLSGPC SEQ ID NO: 182
Translocacion NVEETYPGKLLLC SEQ ID NO: 183
Translocacion Acetil-CANQYEVRINSEGR SEQ ID NO: 184
Translocacion VNTLNAAFFIQSLIC SEQ ID NO: 185
Translocacion YAQLFSTGLNTIC SEQ ID NO: 186
Translocacion CAGISAGIPSLVNNEL SEQ ID NO: 187
Translocacion DDLVISEIDFNNNSIC SEQ ID NO: 188
Translocacion MEGGSGHTVT SEQ ID NO: 189
Translocacion AVNDTINVLPTITEGIPIVSTILDGINLGAAIKEL SEQ ID NO: 190
Unién CGFEYFAPANTDANNIEGQA SEQ ID NO: 191
Unién CGYKYFAPANTVNDNIYGQA SEQ ID NO: 192
Unién CKYYFNTNTAEA SEQ ID NO: 193
Unién CKYYFDEDTAEA SEQ ID NO: 194

Expresion y purificacion de Mab anti-toxina de C. difficile

Se combinaron plasmidos de expresion de mamifero de cadena ligera y cadena pesada separados en relaciones
equimolares y se usaron para transfectar células HEK-293 o CHO-S. Para estudios de expresion a pequefia escala,
se usaron lipofectamina y células HEK-293, mientras que para la produccién de lotes mayores se prefirid
electroporacion en CHO-S.

Se cargaron los sobrenadantes de cultivo en una columna MabSelect SuRe (en PBS a pH 7,4). Se eluyd el anticuerpo
con 100 % de citrato de sodio 0,1 M, tampdn a pH 3,4. Se neutralizaron las muestras a pH 7,4 con Tris-Cl a pH 8,0.
Se retir6 el agregado por columna de filtracion de gel Superdex 200 en PBS a pH 7,4.

Tabla 3.

Anticuerpo I::I)L?Iar Volumen de SN (L) |Tipo de expresiéon |Cantidad purificada (mg)
CA164_00997.g1_P3 CHO 10 Transitoria 755,93
CA164_00922.g1_P3 CHO 0,5 Transitoria 129,36
CA164_01125.g2_ P3 CHO 10 Transitoria 498,96
CA164_01151.g4_P3 CHO 5 Transitoria 262,43

Ejemplo 1 Neutralizacion in vitro de la actividad de TcdA por Mab purificados

Todos los ensayos de cribado de neutralizacion se ejecutaron en placas de poliestireno de 96 pocillos. El ensayo usa
células CACO-2 crecidas y cribadas en MEM + 20 % de FCS, Q 2 mM y NEAA. Cualquier combinacion de anticuerpos
esta a relaciones molares iguales a menos que se afirme otra cosa. Dia 1: Se sembraron las células a 3000 por pocillo
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en 50 yl de medio y se incubaron durante 24 horas; Dia 2: Se afiadieron muestras purificadas de Mab humanizados
a placas estériles de polipropileno de fondo redondo de 96 pocillos; Se adiciona a las placas de PP toxina A a una
concentracion suficiente para generar la dosis letal apropiada, concretamente DLgg 0 superior y se incuba durante 1 h
a 37 °C; Se anaden 50 pyl de esta mezcla a placas celulares y se incuba durante 96 horas; Dia 5: Se afiade azul de
metileno (0,5 % de azul de metileno, 50 % de etanol); Se incuba durante 1 h a temperatura ambiente; Se lisan las
células con N-laurilsarcosina al 1 % y se leen en el lector de placas BIOTEK Synergy2 a 405 nm. Se muestran los
resultados en las Fig. 12 a 24. La CEso y el % maximo de neutralizacion de la actividad de TcdA mostrados confirman
que los anticuerpos seleccionados tienen muy altas potencias como agentes Unicos. Las combinaciones de 2 a 5 de
estos no mejoraban los mejores CEsp 0 % maximo de neutralizacion. La falta de sinergia cuando se combinan los Mab
CA922, 923, 995, 997 y 1000 es una observacion importante y puede ser debido al hecho de que cada anticuerpo solo
tiene niveles excepcionalmente altos de afinidad y potencia. Los datos de apoyo del Ejemplo 5 muestran también que
algunos de los Mab (p. ej. CA997) son capaces de unirse a subdominios de TcdA muchas veces. Por ello, parece
probable que estos 5 Mab representen la maxima afinidad, potencia y valencia conseguibles cuando se orienta al
dominio de unién celular C-terminal de TcdA. Los anticuerpos eran también eficaces en la neutralizacion de
concentraciones muy altas de toxina que oscilan de DL80 a mas de DLgs (DLmax) pero se observaron aumentos mas
modestos de CEsg (concretamente disminuciones de potencia) con niveles muy altos de [TcdA]. Estos datos son
también sorprendentes puesto que otros han mostrado reducciones sustanciales de potencia cuando se ensayan
concentraciones elevadas de TcdA (20).

La alta potencia y afinidad de los Mab descritos aqui, p. ej. para CA997; no es debida solamente a su alta valencia de
unién. Otros (20 y documento WO06/071877) describen Mab anti-TcdA capaces de unirse hasta 14 veces. Estos Mab
tenian solo afinidades en el intervalo de 0,3 a 100 nM y mostraban una proteccion incompleta contra la destruccion
celular mediada por TcdA, solos (26-63 % de proteccién) o en pares (31-73 % de proteccion). Por ello, se ha
demostrado que la alta valencia de unién a TcdA no provoca necesariamente una alta afinidad de unién o
neutralizacion de TcdA. No se describieron las afinidades ni valencias de uniéon a TcdA para el Mab CDA-1 (18 y
documento US7625559). Por tanto, los Mab descritos en la presente memoria tienen unas sorprendentes afinidades,
potencias y valencias.

Tabla 4 Combinaciones de Mab anti-TcdA 1, 2 y 3 a una tnica conc. de TcdA (DLso)

Anticuerpo Conc. de Mab final (maxima) ng/ml CEso (ng/ml)
922 500 1,21
923 500 160,42
995 500 37,64
997 500 6,25
1000 500 19,73
922+923 500 3,58
922+925 500 3,326
922+997 500 2,88
922+1000 500 2,64
923+995 500 60,23
923+997 500 7,54
923+1000 500 9,24
995+997 500 7,29
995+1000 500 19,63
997+1000 500 4,46
922+923+995 500 4,72
922+923+997 500 3,23
922+923+1000 500 3,21
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Anticuerpo Conc. de Mab final (maxima) ng/ml CEso (ng/ml)
922+995+997 500 2,22
922+995+1000 500 2,85
922+997+1000 500 2,22
923+995+997 500 5,04
923+995+1000 500 9,49
995+997+1000 500 5,84
922+923+995+997 500 2,75
922+923+995+1000 500 3,75
922+995+997+1000 500 3,46
923+995+997+1000 500 4,81
922+923+997+1000 500 3,06
922+923+995+997+1000 500 4,72

Tabla 5 Combinaciones de Mab anti-TcdA unicos, pareados y tripletes a diversas concentraciones de TcdA,
donde TcdA esta a su DLso, DLgo, DL95 y DLmax.

Toxina TcdA Muestra Conc. de MAD final ng/ml CEso (ng/ml)

a 3000 pg/ml (DLwax) 922 500 4,89
997 500 10,99
1000 500 50,17
922+997 500 7,18
922+1000 500 6,99
997+1000 500 9,437
922+997+1000 500 10,80
922+997+1000+995 500 15,03
922+997+1000+995+923 500 7,16

a 1000 pg/ml (DLgs) 922 500 1,24
997 500 3,42
1000 500 9,60
922+997 500 1,85
922+1000 500 2,51
997+1000 500 3,61
922+997+1000 500 2,40
922+997+1000+995 500 2,74
922+997+1000+995+923 500 2,38
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Toxina TcdA Muestra Conc. de MAD final ng/ml CEso (ng/ml)

a 700 pg/ml (DLgo) 922 500 0,84
997 500 2,40
1000 500 6,23
922+997 500 1,19
922+1000 500 1,33
997+1000 500 2,68
922+997+1000 500 1,84
922+997+1000+995 500 2,17
922+997+1000+995+923 500 2,06

a 350 pg/ml (DLsgo) 922 500 0,39
997 500 1,18
1000 500 2,76
922+997 500 0,67
922+1000 500 0,85
997+1000 500 2,06
922+997+1000 500 0,83
922+997+1000+995 500 0,97
922+997+1000+995+923 500 0,98

Ejemplo 2 Neutralizacion in-vitro anti-TcdB por Mab purificados.
Descripcion de los métodos de ensayo:
Todos los ensayos de cribado de neutralizacion se ejecutaron en placas de poliestireno de 96 pocillos.

El ensayo usa células CACO-2 crecidas y cribadas en MEM + 20 % de FCS, Q 2 mM y NEAA. A menos que se afirme
otra cosa, todas las combinaciones de Ab estan a relaciones iguales.

. Dia 1: Se siembran las células a 3000 por pocillo en 50 pl de medio y se incuban durante 24 horas;

. Dia 2: Se afiadieron muestras purificadas de Mab humanizados a placas estériles de polipropileno de fondo
redondo de 96 pocillos;

. Se adiciona a placas de PP el lote n° 031 de toxina B y se incuba durante 1 h a 37 °C
° Se afiaden 50 ul de esta mezcla a placas celulares
. Se incuba durante 96 h

Dia 5: Se afade azul de metileno (0,5 % de azul de metileno, 50 % de etanol)

. Se incuba durante 1 h a temperatura ambiente
. Se lisan las células con N-laurilsarcosina al 1 %
. Se lee en el lector de placas BIOTEK Synergy2 a 405 nm
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Los datos en las Figuras 25 a 33 muestran que los Mab solos eran relativamente ineficaces para neutralizar TcdB,
tanto en términos de % maximo de neutralizacién como de actividad (CEsp). Sin embargo, cuando los anticuerpos se
combinaron en duos y trios se observaron mejoras considerables del % maximo de neutralizacién y la actividad (CEsy).
1125 y 1151 se seleccionaron como el mejor apareamiento, aunque se observaron otros buenos apareamientos:
1125+1153, 1125+1134

Los pares mas eficaces de Mab se seleccionaron empiricamente y se encontré retrospectivamente que elaboraban
combinaciones inesperadas y sorprendentes con respecto a las potencias individuales de cada Mab. Por ejemplo, en
la Tabla 6 solo CA927 tenia un potencial de neutralizacién de TcdB que podia dar como resultado una CE50 definida,
mientras que el potencial de neutralizacion de TcdB de ambos CA1125y CA1151 erainsuficiente en estas condiciones
de ensayo para dar como resultado una CEsp definida. Sin embargo, se encontré que CA927 no era el Mab mas eficaz
para usar en una combinacién. La mejor combinacion que contiene CA927 tenia una CEsp de 13,5 ng/ml, mientras
que otras dos combinaciones de Mab tenian CEsp tan bajas como 2,59 y 4,71 ng/ml. En otro ejemplo, en la Tabla 8
CA1099 tenia la CEso de neutralizacion de TcdB menor en las condiciones de ensayo usadas. Sin embargo, se
encontré que CA1099 no era el Mab mas eficaz para usar en una combinacion. La mejor combinaciéon que contiene
CA1099 tenia una CEsp de 6 ng/ml, mientras que otras dos combinaciones de Mab tenian CEs tan bajas como 2 y 1
ng/ml. Podria especularse que los apareamientos mas eficaces de Mab se definen por sus modalidades de union
cooperativa, especialmente como se definen por tener epitopos no superpuestos.

Tabla 6 Combinaciones de Mab anti-TcdB y relaciones de Mab relativas a concentracién de toxina constante.

Muestra Conc. de Mab final ng/ml CEso (ng/ml)
1125.92 1000 >1000
1134.g5 1000 >1000
927.92 1000 12,89
1153.98 1000 >1000
1102.g4 1000 >1000
927+1099 1000 >1000
927+1102 1000 >1000
927+1114 1000 >111,111
927+1125 1000 13,55
927+1134 1000 51,58
1099+1114 1000 >1000
1102+1114 1000 >333,333
1102+1125 1000 15,51
1114+1134 1000 19,70
1114+1151 1000 25,69
1114+1153 1000 27,48
1125+1134 1000 2,59
1125+1151 1000 4,71
1125+1153 1000 21,23
1125+1134+1114 1000 3,77
1125+1134+927 1000 2,63
1125+1151+1114 1000 4,90
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Muestra Conc. de Mab final ng/ml CEso (ng/ml)
1125+1151+927 1000 5,69
1125.92+1134.95+927.92 1000 5,83
1125.92+1134.95+1153.92 1000 9,89
1125.92+1134.g5+1102.g2 1000 2,72

Ejemplo 3 Neutralizacion de TcdB por combinaciones de Mab purificados.

Todos los ensayos de cribado de neutralizacion se ejecutaron en placas de poliestireno de 96 pocillos.

El ensayo usa células CACO-2 crecidas y cribadas en MEM + 20 % de FCS, Q 2 mM y NEAA.

. Dia 1: Se siembran las células a 3000 por pocillo en 50 pl de medio y se incuban durante 24 horas;

. Dia 2: Se afiadieron muestras purificadas de Mab humanizados a placas estériles de polipropileno de fondo
redondo de 96 pocillos;

. Se adiciona a placas de PP toxina B (VPI 10463) y se incuba durante 1 h a 37 °C
° Se afiaden 50 ul de esta mezcla a placas celulares
. Se incuba durante 72 h

Dia 5: Se afiade azul de metileno (0,5 % de azul de metileno, 50 % de EtOH)

. Se incuba durante 1 h a temperatura ambiente
. Se lisan las células con N-laurilsarcosina al 1 %
. Se lee en el lector de placas BIOTEK Synergy2 a 405 nm

Se muestran los resultados en las Figuras 34 a 45.

Estos datos muestran que el mejor par de Mab para neutralizacién de TcdB en un intervalo de concentraciones de
toxina era CA1125 y CA1151. Ademas, la combinacion 1125+1151 no estaba afectada en gran medida por los cambios
en las relaciones molares relativas en contraposicién con 1125+1153.

Tabla 7 Combinaciones de Mab anti-TcdB y relaciones de Mab relativas a 3 conc. de toxina diferentes.

Valores de CE50 (ng/ml)
Combinaciéon de anticuerpos DL60 de TcdB DL77 de TcdB DL85 de TcdB
1125.92 + 927.g2 (50:50) 2,8 6 11,3
1125.92 + 1102.g4 (50:50) 4 13 44
1125.92 + 1114.98 (50:50) 3,5 7.1 25,4
1125.92 + 1134.95 (50:50) 0,48 1,4 4
1125.92 + 1151.g4 (50:50) 0,85 0,85 1,5
1125.92 + 1153.98 (50:50) 2,7 5,2 25,2
1125.92 + 1134.95 (25:75) <0,15 0,84 7,2
1125.92 + 1151.94 (25:75) 0,73 1 21
1125.92 + 1153.98 (25:75) 7 10 27
1125.92 + 1134.95 (75:25) 0,66 1,2 2,5
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Valores de CE50 (ng/ml)

Combinaciéon de anticuerpos DL60 de TcdB DL77 de TcdB DL85 de TcdB
1125.92 + 1151.g4 (75:25) 1,4 1,2 8,3
1125.92 + 1153.98 (75:25) 29 7,5 30

Los datos muestran que incluso las combinaciones pareadas especificas mas activas tienen propiedades
sorprendentemente diferentes y no previsibles respecto a cada uno. La CEsp de la combinacion preferida de CA1125
y CA1151 a relaciones equimolares no esta afectada en gran medida por una [TcdB] creciente. Las tres relaciones
molares relativas de los Mab probados (concretamente 25:75 frente a 50:50 frente a 75:25) tienen CEsq muy similares
entre si, sugiriendo que CA1125 y CA1151 tienen modos de accion especialmente complementarios. Esto esta en
contraposicion con la combinacion de CA1125 con CA1134, donde el aumento de CEsg (concretamente la reduccion
de potencia) a mayor [TcdB] es mas sustancial y donde las tres relaciones molares de Mab no son igualmente eficaces:
La relacion de CA1125:CA1134 de 25:75 es notablemente menos potente que 50:50 y 75:25.

Esto sugiere que la potencia combinada de CA1125+CA1134 es mas dependiente del componente CA1125. La CE50
de las tres combinaciones molares de CA1125 y CA1153 esta afectada sustancialmente por la [TcdB] creciente,
sugiriendo que CA1153 es un asociado menos adecuado para combinacion con CA1125. En conjunto, estos datos
muestran que CA1125 y CA1151 son una combinacion particularmente favorable, puesto que se mantiene la maxima
potencia en un intervalo de relaciones molares de Mab y TdcB.

Tabla 8 Neutralizaciéon de TcdB - 1 o 2 Mab anti-TcdB a una dosis de toxina constante (DLso).

Anticuerpo CI50 (ng/ml)
1099 2
1102 N/A
1114 103
1125 N/A
1134 8
1151 182
1153 260
926 N/A
927 N/A
1099 + 1125 6
1114 + 1125 7
1151 + 1125 2
1134 + 1125 1
1102 + 1125 6
1125 + 1153 12
926 + 1125 42
927 + 1125 4
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Tabla 9 Neutralizaciéon de TcdB - 1 0 2 Mab anti-TcdB a diversas dosis de TcdB.

Valores de CE50 (ng/ml) Neutralizacion maxima
Combinacién de|DL75 de|DL86 de |DL90 de|DL75 de |DL86 de | DL90 de
anticuerpos TcdB TcdB TcdB TcdB TcdB TcdB
1125.92 N/A N/A N/A 40 % 25% 15 %
1114.98 N/A N/A N/A 45 % 25 % 15 %
1134.95 N/A N/A N/A 45 % 25 % 15 %
1151.94 N/A N/A N/A 45 % 25 % 20 %
1153.98 28,3 N/A N/A 65 % 35 % 28 %
1125.92 + 1114.98 (50:50) |10,1 243,8 N/A 85 % 65 % 40 %
1125.92 + 1134.g5 (50:50) |1,7 22,6 N/A 87 % 60 % 40 %
1125.92 + 1153.98 (50:50) |6,1 32,2 N/A 95 % 75 % 48 %
1125.92 + 1151.g4 (50:50) 0,8 2,8 19,1 85 % 80 % 55 %
1125.92 + 1151.g4 (25:75) 1,2 2,8 47,2 85 % 75 % 60 %
1125.92 + 1151.g4 (75:25) 2,9 3,8 2,6 75 % 70 % 60 %

Estos datos muestran que la combinacion de Mab, especialmente CA1125 y CA1151, mejora tanto la potencia medida
por CEso, como también medida por % de proteccion maxima. El % de proteccion maxima es de particular relevancia
en este método de ensayo puesto que la mezcla de Mab:TcdB se incuba con células durante largo tiempo (72 h).
Puesto que TcdB es tdxica para células Caco-2 en el intervalo de pg/ml en 2-4 h, esta medida puede considerarse
que es una prueba muy dificil de la capacidad de neutralizaciéon de Mab, y puede reflejar la capacidad de la mezcla de
Mab con respecto a su cinética o modalidades de unién. A su vez, esto puede reflejar la capacidad de mezclas de
Mab de proteger frente a los efectos de TcdB durante una infeccion establecida cuando puede haber cantidades
sustanciales de TcdB en tejidos durante muchas horas.

Se ilustran adicionalmente datos seleccionados de las Tablas 6-9 en las Figuras 46-59.
Ejemplo 4 Valencia de union de Mab a subdominios de TcdB.

Se determiné el nimero de moles de eventos de unién de anticuerpos anti-Tcdb de C. difficile a TcdB1234 por
resonancia de plasmoén de superficie (SPR) en un Biacore 3000 (GE Healthcare). Se inmovilizé estreptavidina sobre
un chip sensor CM5 (GE Healthcare) a un nivel de ~4000 UR mediante acoplamiento amina y se unié TcdB123s
biotinilado a 500-600 UR. Se inyectaron dos inyecciones de 20 pl de las mismas mezclas de anticuerpos anti-TcdB (la
concentracion final de cada anticuerpo era 500 nM) sobre esta superficie a 10 pl/min y se registro la respuesta de
union saturante. Se regenerd la superficie después de cada ciclo usando HCI. Se corrigieron todos los datos con la
union de fondo usando la respuesta a la celda de flujo de referencia de solo estreptavidina.

Tabla 10. Analisis de resonancia de plasmoén de superficie del nimero de sitios de unién a IgG en TcdB1234

Combinacién de|N.° de repeticiones del|Respuesta de unién|Union respecto ala respuesta media de
anticuerpos ciclo de union (UR) CA927

CA1125.92 10 750 0,9

CA1151.g4 10 1232 1,6

CA1125_CA1151 4 1941 25

CA1125_CA927 3 1570 2,0

CA1151_CA927 3 1959 25

CA927 8 791 1,0
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Todas las respuestas se han expresado respecto a una respuesta media de CA927 multiple (columna final de la tabla
10), puesto que CA927 parece ser representativo de un Mab que se une a TcdB1234 solo una vez.

El CA1125 inmovilizado, cuando se une a TcdB1234, No permite a CA1125 unirse adicionalmente, apoyando la idea de
que CA1125 tiene un sitio de unidon en TcdB1234 y que, después de que este se satura, no puede encontrarse ninguin
otro sitio de unién para CA1125. Sin embargo, cuando TcdB1234 se ha saturado con CA1125, puede seguir uniéndose
CA1151. Esto demuestra que CA1151 se une a sitios alternativos al ocupado por CA1125. En conjunto, estos datos
muestran que CA1125 es un agente de unién Unico a TcdB1234, mientras que 1151 IgG se une a TcdB123smas de una
vez, lo mas probablemente dos veces. Por ello, una mezcla de CA1125 y CA1151 puede unirse a TcdBiass
aproximadamente 3 veces.

Todas las combinaciones de anticuerpos tienen una respuesta de unién aditiva que muestra que hay 2 o mas sitios
no competitivos en TcdB1234 unidos por estas combinaciones.

Ejemplo 5 Valencia de union de Mab a subdominios de TcdA.

Se determind el numero de moles de eventos de union de anticuerpos anti-TcdA de C. difficile @ TcdA1234 y A4se por
resonancia de plasmoén de superficie (SPR) en un Biacore 3000 (GE Healthcare). Se inmovilizé estreptavidina en un
chip sensor CM5 (GE Healthcare) mediante acoplamiento de amina a un nivel de ~4000 UR, se uni6 TcdA123 biotinilado
a una celda de flujo y se unié TcdAsss a una celda de flujo diferente a una respuesta de ~500 UR. Se inyectaron dos
inyecciones de 30 pl del mismo anticuerpo anti-TcdA a 1 yM en ambas celdas de flujo a 10 yl/min y se registré la
respuesta de unién saturante.

Se regener¢ la superficie después de cada ciclo usando HCI. Se corrigieron todos los datos con la unién de fondo
usando la respuesta a la celda de flujo de referencia de solo estreptavidina.

Tabla 11. Analisis SPR de las respuestas de union de IgG a TcdA123 y TcdAsse inmovilizados

CA997 CA1000 relacion de CA997/CA1000
TcdA123 1069 166 6
TcdA456 1285 407 3

Los anticuerpos CA997 y CA1000 se unen a TcdA+23 a una relacion de seis CA997 a un CA1000, mientras que se
unen a TcdAyss a una relacion de tres CA997 a un CA1000 (Tabla 2).

La respuesta maxima de anticuerpo para CA997, corregida para el peso molecular y el nivel de toxina inmovilizada,
es similar para TcdA123 y TcdAuss. Esto sugiere que CA997 se une a TcdAsss seis veces y CA1000 se une a TcdAsss
dos veces. Por ello, el anticuerpo CA997 se une probablemente a la toxina entera TcdA (TcdA) aproximadamente 12
veces.

Globalmente, CA997 se une seis veces 0 mas a A123 y seis veces 0 mas a Ausg, mientras que CA1000 se une al menos
una vez a Aq3 y dos veces a Asse.

La valencia de unién a TcdA y TcdB aumentada puede tener dos efectos importantes in vivo. El primero es que
cualquier Mab o mezcla de Mab que sea capaz de unirse a TcdB mas de una vez tendra un potencial aumentado de
formar eventos de unién intertoxina y por ello inmunoprecipitacion. La inmunoprecipitacion puede contribuir a la
potencia al reducir la solubilidad de la toxina y formar complejos macromoleculares muy grandes que pueden reducir
por ello la concentracion de trabajo eficaz de toxina. Tales complejos grandes de proteina pueden captarse por
macrofagos y monocitos residentes en el tejido y pueden contribuir a una respuesta inmunitaria del hospedador
aumentada. Se ha mostrado especificamente que los complejos de antigeno-anticuerpo que portan fragmentos Fc
son capaces de cebar una respuesta inmunitaria del hospedador frente a un patégeno intestinal (21). También se han
usado complejos de antigeno-anticuerpo solubles exitosamente como vacuna dirigida contra el antigeno en ensayos
clinicos humanos (22). Ademas, la decoracién inmunitaria de la toxina con IgG portador de Fc puede contribuir a la
inmunoeliminacién usando mecanismos normales a través de higado y bazo. En general, los niveles mayores de
decoracion de Fc del antigeno conducen a niveles mas rapidos y mas completos de eliminacion (23). De forma critica,
puede ser que la presencia de 2 o mas dominios Fc de Mab por toxina, especialmente 3 dominios Fc por toxina,
puedan representar un nimero critico de Fc requeridos para una eliminacién muy rapida y sustancial de toxina (24).
El Mab anti-TcdA CA997 es probablemente capaz de unirse a TcdA hasta 12 veces y la combinacién de CA1125 y
CA1151 es probablemente capaz de unirse a TcdB 3 veces. Por ello, la mezcla de 3 Mab es muy probable que sea
capaz de proporcionar estas clases de mecanismos de potencia adicionales in vivo.
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Ejemplo 6 Neutralizacion por Mab de la pérdida de RETE causada por TcdA.

Se realiza el ensayo de integridad de monocapa de C.difficile usando el sistema de placa Becton-Dickinson (BD) Caco-
2 BioCoat HTS.

Dia 1 - Se siembran células Caco-2 a 2x10%ml por pocillo del inserto de placa en 500 pl de medio de siembra basal
(proporcionado por BD). Se afiaden 35 ml de medio de siembra basal a la bandeja de alimentacién. Se incuban las
células durante 24 horas a 37 °C. Dia 2 - Se retira el medio de siembra basal de los insertos y la bandeja de
alimentacion y se reemplaza por medio de diferenciacion Entero-STIM (suministrado por BD). Se afiaden 500 pl por
inserto de pocillo y 35 ml a la bandeja de alimentacion. Se incuban las células durante 72 h adicionales a 37 °C. Dia 5
- Se preparan anticuerpos a una concentracion 2x respecto a la usada en el pocillo de ensayo en una placa de
polipropileno y toxina A. Se afiade toxina A a los anticuerpos a una concentraciéon de 125 ng/ml y se incuba la placa
durante 1 h a 37 °C. Se afiade 1 ml de medio de crecimiento de Caco-2 (MEM + 20 % de FCS, Q 2 mM, NEAA) a cada
pocillo de una placa de TC de 24 pocillos estandar. Se transfiere la placa de inserto BioCoat a la placa de TC de 24
pocillos. Se retira medio Entero-STIM de los insertos y se reemplaza por 400 uyl de mezcla de toxina:Ab.

La pérdida de uniones estrechas entre células intestinales es el efecto temprano clave de TcdA sobre monocapas
celulares y secciones de tejido intestinal y es la causa primaria de diarrea. La albumina y otras seroproteinas se pierden
en el lumen intestinal junto con el fluido sérico acompafiante. La pérdida de resistencia eléctrica transepitelial en células
cultivadas diferencialmente que han formado una monocapa es un sustituto Gtil para la proteccién frente a los efectos
agudos de TcdA. Tres anticuerpos mostrados tienen buenos niveles de proteccion frente a la pérdida de RETE, Figura
62. Es destacable y sorprendente que las capacidades de estos Mab en ensayos de RETE no reflejan las observadas
en neutralizacion de toxina medida en un ensayo de proliferacion celular. CA922 tiene el mejor desempefio en un
ensayo de proliferacion celular (CEso= 1,21 ng/ml) y sin embargo esta considerablemente superado en el ensayo de
RETE por un anticuerpo (CA1000) que tiene > 10x menos potencia en un ensayo de proliferacion celular (CEso= 19,73
ng/ml). CA997 tenia el mejor desemperfio en el ensayo de RETE, puesto que tenia tanto altos niveles de proteccion
como mantenia estos a las menores conc. de Mab. CA997 tenia un potencial sustancial de neutralizar la pérdida de
RETE con una inhibicion maxima cercana al 80 % y una CEso de aproximadamente 80 ng/ml a las 4 h. Estas
observaciones son inesperadas, puesto que los Mab en cuestion tenian todos altas afinidades por dominios de TcdA
(CA922 ~4 pM, CA997 ~132 pM, CA1000 ~73 pM). Estos datos sugieren que CA997 y CA1000 reconocen epitopos
importantes en la pérdida de RETE o neutralizan TcdA por mecanismos diferentes a otros Mab. Ademas, puesto que
se estima que CA1000 se une a holotoxina dos veces (una vez en TcdAq23 y una vez en TcdAsss), CA1000 puede
definir epitopos "criticos de RETE" en las regiones de union celular a TcdA que podrian tener un valor particular para
definir inmundégenos de vacuna. Los resultados se muestran en las Figuras 62.

Ejemplo 7 Afinidad de anticuerpos anti-toxina de C difficile para subdominios de TcdA y TcdB: TcdA123, TcdAase
y TcdB123a.

Se determinaron las constantes cinéticas para las interacciones de anticuerpos anti-TcdA y TcdB de C. difficile por
resonancia de plasmén de superficie realizados en un BlAcore 3000 usando chips sensores CM5.

Se realizaron todos los experimentos a 25 °C. Se inmovilizé un fragmento Affinipure F(ab'), de IgG de cabra anti-
humano, especifico de fragmento Fc (Jackson ImmunoResearch) en un chip sensor CM5 (GE) mediante quimica de
acoplamiento amina a un nivel de captura de =7000 unidades de respuestas (UR). Se us6 tampén HBS-EP (HEPES
10 mM a pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, 0,005 % de tensioactivo P20, Biacore AB) como tampdn de migracién con
un caudal de 10 pl/min. Se us6 una inyeccion de 10 pl de cada anticuerpo a 1 ug/ml o menor para captura por el Fc
de IgG inmovilizado anti-humano. Se titularon TcdA123, TcdA456 o TcdB1234 frente a anticuerpos purificados
capturados a diluciones de duplicacion desde 12,5 nM a un caudal de 30 pl/min. Para anticuerpos presentes en
sobrenadantes de cultivo, se pas6 una Unica concentracion de 12,5 nM de TcdA123 o TcdA456 y 50 nM de TcdB1234
por los anticuerpos a 30 ul/min. Se calcularon las cinéticas en n= 2. Se regenero la superficie a un caudal de 10 pl/min
por dos inyecciones de 10 pl de HCI 40 mM y una inyeccion de 5 ul de NaOH 5 mM..

Se analizaron las curvas de unién con fondo restado referenciadas dobles usando el software BlAevaluation (version
3.2) siguiendo procedimientos estandares. Se determinaron los parametros cinéticos a partir del algoritmo de ajuste.

Tabla 12 Afinidades y cinéticas de uniéon de Mab anti-TcdA

ID de anticuerpo  |ka (1/Ms) |kd (1/s) |KD (M) KD (pM) Material/Ensayo

CA164_00922.g1 |1,09E+06 |4,43E-06 |4,06E-12 |4,06

CA164_00923.g1 |5,36E+05 |3,47E-05 |6,47E-11 |64,7 Titulacion de 5 puntos de Mab

TcdA123 lacio
CA164_00995.g1 |Sin unién Sin union | Punficado

CA164_00997.g1 |7,84E+05 |1,03E-04 |1,32E-10 |132
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ID de anticuerpo  |ka (1/Ms) |kd (1/s) |KD (M) KD (pM) Material/Ensayo
CA164_01000.g1 |1,33E+05 |9,78E-06 |7,33E-11 |73,3
CA164_00993.g1 |9,00E+05 |5,00E-06 |5,56E-12 |5,56 Tiulacion de 1 punto  de
sobrenadante 2x
CA164_00922.g1 |1,29E+06 |3,33E-06 |2,59E-12 |2,59
CA164_00923.g1 |6,16E+05 |1,92E-04 |3,12E-10 |312
CA164_00995.91 |2,87E+05 |342E-05 |1,19E-10 | 119 Titulacion de 5 puntos de Mab
purificado
TcdA456 [ca164 00997.g1 |9,21E+05 |6,15E-05 |6,68E-11 |66,8
CA164_01000.g1 |3,55E+05 |2,98E-05 |8,41E-11 |84,1
CA164_00993.g1 |1,25E+06 |5,00E-06 |4,00E-12 |4,00 Titulacion de 1 punto  de
sobrenadante 2x
Tabla 13 Afinidades de Mab anti-TcdB y cinética de union
ID de anticuerpo | ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) KD (pM) Material/ensayo
TcdB1234 CA164_1125.92 | 2,64E+05 3,23E-05 1,22E-10 122 Titulacion de 3
puntos de Mab
purificado
CA164_1151.g4 | 7,49E+05 4,13E-04 5,51E-10 551 Titulacion de 3
puntos de Mab
purificado
CA164_926.g1 1,38E+05 7,12E-05 5,16E-10 516 Titulacion de 1
punto de
sobrenadante
2x
CA164_927.g2 | 3,97E+05 3,61E-05 9,11E-11 91 Titulacion de 3
puntos de Mab
purificado
CA164_1099.g2 | 5,24E+05 1,63E-05 3,10E-11 31 Titulacion de 3
puntos de Mab
purificado
CA164_1102.g4 | 1,17E+05 3,78E-04 3,25E-09 3250 Titulacion de 1
punto de
sobrenadante
2x
CA164_1114.g2 | 2,87E+05 1,97E-05 6,87E-09 6870 Titulacion de 1
punto de
sobrenadante
2x
CA164_1114.g8 | 2,55E+05 1,85E-03 7,25E-09 7250 Titulacion de 1
punto de
sobrenadante
2x
CA164_1129.g1 | 1,89E+05 2,30E-04 1,22E-09 1220 Titulacion de 1
punto de
sobrenadante
2x
CA164_1134.g5 | 5,09E+05 2,45E-05 4,81E-11 48 Titulacion de 3
puntos de Mab
purificado
CA164_1153.g8 | 1,43E+05 4,48E-05 3,14E-10 314 Titulacion de 3
puntos de Mab
purificado
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Las afinidades anti-TcdA son particularmente altas en comparacién con las afinidades publicadas de otros Mab. Se
demuestra que son conseguibles afinidades tan bajas como 4 pM. EI CA997 preferido tiene una afinidad de 132 pM,
CA1125 de 122 pM y CA115 de 551 pM. CA995 muestra claramente que no se une a CROP As23 y por ello demuestra
que los Mab mostrados aqui tienen propiedades que son diferentes entre si de formas sorprendentes e inesperadas.
CA922, 923, 997 y 1000 se unen al menos una vez a CROP A123 y A456. Por ello, estos 4 Mab confirman que cada
uno debe unirse a holotoxina al menos dos veces. No se han podido derivar afinidades para la unién de estos Mab a
holotoxina debido a limitaciones técnicas. Sin embargo, dado las altas afinidades y valencias demostradas para los
Mab anti-TcdA, es posible especular que las afinidades funcionales contra holotoxina pueden ser incluso mas fuertes
que las ilustradas para unién a subdominios de toxina.

Los Mab anti-TcdB demostraban también fuertes afinidades que alcanzaban tan bajo como 31 pM. En particular,
CA1125, 1151, 927, 1099, 1134 y 1153 muestran afinidades que sobrepasan las demostradas por otros.

Ejemplo 8 Caracterizacion biofisica de moléculas de IgG1 humanizadas anti-toxina de C. difficile. Moléculas
analizadas

IgG1 anti-TcdA:
CA164_00922.g91
CA164_0923.91
CA164_0995.91
CA164_0997.91
CA164_01000.g1
IgG1 anti-TcdB
CA164_01125.91
CA164_01125.91
CA164_01134.g4
CA164_01134.g5
CA164_01134.96
CA164_01102.g91
CA164_01102.g4
CA164_01151.g4

Las combinaciones de anticuerpos tienen que estar compuestas por Mab que tienen altos niveles de estabilidad para
mitigar los riesgos potenciales de agregacion durante el almacenamiento a largo plazo. Se usa la estabilidad térmica
(Tm) como una medida. Es de especial valor para las mezclas de Mab medir su tendencia a agregar debido a estrés
fisico tal como agitacion o sacudidas. Los agregados son componentes indeseables de composiciones farmacologicas,
puesto que pueden reducir el tiempo de vida de almacenamiento y pueden plantear un riesgo de seguridad a pacientes
a ciertos niveles. Los datos de Tm mostraban que los 5 Mab anti-TcdA tienen alta estabilidad de Tm, mientras que tres
(CA922, 923 y 997) tienen Tm muy altas en el intervalo de 79-81 °C. De los Mab anti-TcdB probados, todos menos
dos tienen Tm muy altas. Ha de sefialarse que CA997, CA1125 y CA1151, que se ensayaron en el estudio de infeccion
de hamster (Ejemplo 9), tenian Tm muy altas (79,2 °C, 79,3 °C y 80,8 °C respectivamente), lo que los hace adecuados
para uso en una mezcla de Mab.

En el ensayo de agregacion por sacudidas, CA997 y 922 tenian la tendencia menor a agregar de los 5 Mab anti-TcdA.
De forma similar, CA115 y 1151 tenian las tendencias a agregacion menores de los Mab anti-TcdB. Por ello, el uso de
CA997, 1125 y 1151 como mezcla de Mab puede tener un valor especial, puesto que es mas probable que sobrevivan
a coformulacion y almacenamiento a altas concentraciones de proteinas.

Estimacion del punto isoeléctrico (pl) por IEF capilar

Se prepararon las muestras mezclando lo siguiente: 30 ul de muestra de proteina a 2 mg/ml, 0,35 % de metilcelulosa,
4 % de anfolitos pH 3-10 (Pharmalyte), marcadores de pl sintéticos (4,65 y 9,77), 1 ul de cada soluciéon madre y agua
de pureza HPLC para completar el volumen final de 200 ul. Se analizé entonces la mezcla usando un analizador
iCE280 IEF (preenfoque a 1500V durante 1 min seguido de enfoque a 3000 V durante 6 min). Se integraron entonces
los electroferogramas calibrados usando el software Empower (de Waters)
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Estabilidad térmica (Tm) medida mediante el ensayo Thermofluor.

Este método usa tinte fluorescente naranja Sypro para monitorizar el proceso de desplegamiento de dominios
proteicos. El tinte se une a regiones hidréfobas expuestas que se vuelven expuestas como consecuencia del
desplegamiento, lo que da como resultado un cambio en el espectro de emision.

Se mezcla la muestra (5 ul a 1 mg/ml) con 5 ul de una soluciéon madre de naranja Sypro (30x) y se completa el volumen
a 50 ul con PBS, pH 7,40.

Se aplican alicuotas de 10 ul de esta solucién a pocillos en una placa de 384 pocillos (n= 4).

Se coloca la placa en un sistema de PCR instantaneo rapido 7900HT que contiene un dispositivo de calentamiento
para control preciso de la temperatura. Se aumenta la temperatura de 20 a 99 °C (tasa de pendiente de 1,1 °C/min).
Un dispositivo CCD monotoriza simultaneamente los cambios de fluorescencia en los pocillos. Se usa un algoritmo
para procesar los datos de intensidad y tener en cuenta multiples transiciones.

Estresamiento de muestras por agitacion.

Durante la fabricacion, se someten las muestras de anticuerpo a estrés mecanico generado por procesos tales como
bombeo vy filtracion. Esto puede causar desnaturalizacion y en consecuencia agregacion debido a la exposicion de la
proteina a interfases de aire-liquido y fuerzas de cizalladura resultantes en la pérdida ultima de bioactividad. El estrés
por vértex es un método para cribar la robustez de las muestras de anticuerpo para la prediccion de la estabilidad de
agregacion.

Se sometieron ambas moléculas de IgG1 anti-TcdA y anti-TcdB a estrés por agitacion, mediante agitacion con vortex
usando un Eppendorf Thermomixer Comfort a 25 °C, 1400 rpm. El tamafio de muestra era de 250 ul, (x3 por muestra)
en un tubo tapado de estilo Eppendorf cénico de 1,5 ml (plastico) en PBS a pH 7,4. Se llevé cada muestra a una
concentracion de 1 mg/ml (usando un coeficiente de extincion calculado a partir de la secuencia) y se monitorizo la
agregacion por absorbancia a 340 nm y/o 595 nm, mediante el uso de un espectrofotometro Varian Cary 50-Bio,
medido a intervalos de hasta 24 horas.

Resultados La Tabla 14 proporciona un compendio de los datos de pl y Tm medidos tanto para moléculas de 1gG1
anti-TcdA como anti-TcdB.

Tabla 14: Compilacion de datos de pl y Tm

pl medido Tm(Fab) en PBS Tm(CH2)
IgG1 anti-TcdA:
CA164_00922.g1 8,8 81 69,2
CA164_0923.91 9,2 79 69,3
CA164_0995.g1 8,5 71 sin datos*
CA164_0997.91 8,3 79,2 68,4
CA164_01000.g1 7,74 70,5 sin datos*
IgG1 anti-TcdB
CA164_01125.91 9,2 79,3 69,4
CA164_01125.91 9,2 79,5 69,3
CA164_01134.g4 9,3 78,4 69,4
CA164_01134.g5 9,2 76,4 69,2
CA164_01134.96 9,2 76,6 69,6
CA164_01102.g1 9.1 69 sin datos*
CA164_01102.g4 9.1 69,1 sin datos*
CA164_01151.g4 9,2 80,8 69,8
*designa que no fue posible discernir los dominios Fab y CH2.
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pl medido

El pl medido de las moléculas era alto (excepto para CA164_01000.g1_P3) y alejado del pH de tampones de
formulacién tales como PBS, pH 7,4, y acetato de sodio 50 m/cloruro de sodio 125 mM, pH 5. Esto puede significar
que pueden seleccionarse los tampones con pH adecuados para coformulacion de dos o mas Mab.

Estabilidad térmica (Tm) medida mediante ensayo Thermofluor.

Puesto que todas las moléculas son de IgG1, las Tm del dominio Fc ((Tm(CH2)) son iguales. La diferencia en
estabilidad térmica entre las moléculas puede determinarse por la Tm del dominio Fab' (Tm(Fab)).

Para las moléculas anti-TcdA, el orden de rangos (el mas estable primero) era de CA922>997>923>995>1000 y para
las moléculas anti-TcdB (el mas estable primero) era de
CA1151.g4>1125.91,g4>1134.g4>1134.9521134.96>1102.91=1102.g4.

Estresamiento de muestras por agitacion.

Era posible determinar una diferente estabilidad de agregacion entre los diferentes anticuerpos. La Figura 67 muestra
el efecto de la agitacion a fravés de agitacion con vortex sobre diferentes moléculas de IgG1 anti-TcdA en PBS, pH
7.4.

Era posible determinar un orden de rangos (primero el mas estable a agregacion):
CA922>997>9232995>1000
La Figura 68 muestra el efecto de la agitacion mediante vortex sobre diferentes moléculas anti-TcdB.

Era posible clasificar el orden de estabilidad de agregacion, de tal modo que los injertos de CA1125 parecian mas
estables que las moléculas de CA1134, que eran mas estables que las moléculas de CA1102.

Se realiz6 un estudio adicional para comparar directamente la estabilidad de agregacion de la molécula anti-TcdB
(CA1151.g4) con la molécula mas estable CA1125.g2 (véase la Figura 2) y las moléculas anti-TcdA mas estables a la
agregacion (CA922.g1 y CA997.g1). Los resultados pueden verse en la Figura 69.

Se muestran también resultados adicionales para estos 4 Mab en las Figuras 67 y 68.

Para las moléculas anti-TcdA, CA922.g1 y CA977.g1, CA922 eran preferibles basandose en los analisis anteriores,
aunque aparte de CA1000 todas las moléculas podian considerarse candidatos adecuados para uso como IgG1
terapéutico.

Para las moléculas anti-TcdB, podian agruparse las caracteristicas biofisicas en la familia de injertos basandose en la
estabilidad de agregacioén y la Tm, de tal modo que los injertos de CA1125 probaron ser potencialmente mas estables.
Los injertos de CA1102 mostraban los datos de Tm peores y mostraban también la mayor tendencia a agregar
mediante estrés por agitacion.

Un estudio que usa CA1151.g4 mostraba que esta molécula exhibia una estabilidad de agregacion ligeramente
aumentada respecto a CA11125.g2 y parecia equivalente a las moléculas de TcdA (CA922.g1 y CA997.g1). Todas
las cuatro moléculas mostraban valores de Tm equivalentes. CA997, CA1125 y CA1151 muestran niveles muy altos
de termoestabilidad y niveles muy bajos de formacién de agregado después de agitacion.

Ejemplo 9 Estudio de infeccion en hamster por Mab anti-toxina de C. difficile.
Se realizo el estudio de infeccién en hamster por Ricerca Biosciences LLC, Cleveland, Ohio, EE. UU.

El protocolo de estudio se aprobé por el comité IACUC de Ricerca. Los componentes activos y de control se
anonimizaron (composicion y dosis) para el personal de Ricerca hasta después de la terminacion del periodo de
estudio de 28 dias planeado.

Se albergaron individualmente hamsteres macho sirios dorados (de 82-103 g de peso, 54 dias de edad) en jaulas
desechables filtradas con HEPA y se alimentaron con Teklad Global Diet 2016 y agua a voluntad. Después de la
aclimatacion, se predosificaron a los hamsteres (i.p.) mezclas de Mab o PBS (control de vehiculo) una vez al dia
durante cada uno de 4 dias: dias -3, -2, -1 y 0. Se investigaron dos dosis de Mab: dosis alta= 50 mg/kg de cada uno
de los componentes anti-TcdA y anti-TcdB y dosis baja de 5 mg/kg de cada uno de los componentes anti-TcdA y anti-
TcdB.

La combinacién farmacolégica probada estaba compuesta por un anticuerpo anti-TcdA (CA997.g1) que constituia el
50 % de la proteina inyectada y dos anticuerpos anti-TcdB (CA1125.g2 y CA1151.g4) que constituian en conjunto un
50 % de la proteina inyectada, pero que solos constituian el 25 % de la proteina inyectada. Se sensibilizaron los
hamsteres (dia -1) con fosfato de clindamicina 50 mg/kg en PBS (s.c.) antes de exponerse 1 dia después (dia 0) a 3,4
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x 106 u.f.c. de células vegetativas de la cepa ATCC43596. Se dosificé vancomicina 5 mg/kg dos veces al dia durante
5 dias (p.o.) los dias 1, 2, 3, 4, 5.

Se realizaron comprobaciones de viabilidad en animales dos veces al dia, los animales que se encontré que estaban
en situacion extrema se sacrificaron y se contaron como muertos. Se determinaron los pesos corporales en cada dia
de dosificacion y entonces dos veces por semana y antes de sacrificar los supervivientes. Se realizé6 una autopsia
macroscopica en todos los animales. Se crearon curvas de supervivencia mediante el método de Kaplan y Meier. Se
analizaron las curvas de supervivencia usando el valor de P de la prueba del logaritmo de los rangos en comparacion
con el umbral corregido de Bonferroni de P= 0,005. El grupo tratado con vancomicina no se incluy6 en los andlisis. Se
realizaron todas las pruebas estadisticas con Prism v5.04. Todos los grupos contenian 11 animales, excepto el grupo
de control de vancomicina que contenia 5 animales.

Las curvas de supervivencia pueden verse en la Figura 63. Los hamsteres que recibieron PBS (control) murieron todos
los dias +2 y +3, mientras que aquellos que recibieron el tratamiento de vancomicina durante 5 dias murieron todos
los dias +10 y +11. Los hamsteres que recibieron la dosis alta de mezcla de Mab de UCB sobrevivieron todos hasta
el dia +11, después de ello solo dos animales murieron hasta el final del estudio de 28 dias. Los hamsteres que
recibieron la dosis baja de mezcla de Mab de UCB sobrevivieron todos hasta el dia +3, después de ello se perdieron
animales bastante continuamente hasta el dia +16 cuando todos habian muerto. Los datos muestran unos niveles y
duracion excepcionales de la proteccién cuando se comparan con los datos publicados para uso de Mab anti-toxina
en hamsteres (18). Estos datos in vivo apoyan las observaciones in vitro de un desempefio de muy alto nivel para
neutralizacion y estabilidad.

No hay un nexo evidente entre la muerte y el peso corporal durante la fase aguda (dias 1-5) de la infeccion, Figuras
64-65. Por ello, puede suponerse que los hamsteres mueren por los abrumadores efectos directos e indirectos de
TcdAy TcdB. Los hamsteres que sobreviven al periodo agudo debido a proteccion parcial (dosis baja de UCB) de Mab
neutralizantes pierden peso, presuntamente debido al dafio intestinal y al estado nutricional alterado. Era notable que
muchos de los hamsteres que seguian sobreviviendo al periodo de 28 dias debido a los efectos protectores de los
Mab de alta dosis de UCB se recuperaban de la pérdida de peso y de hecho incluso ganaban peso. Esto puede
tomarse como prueba de los efectos protectores superiores de los Mab de UCB, que posibilitan que el intestino
funcione normalmente.

Tabla 15. Puntuaciones de patologia macroscoépica

Grupo Ciego Ciego rojo|Ciego Ciego Ciego Tincion  anogenital | Intestino
negro oscuro rojo rosa normal "cola humeda™ delgado rojo

Control |1 9 1 0 0 1 1

de PBS

ucB 0 4 5 2 0 4 1

baja

UCB alta |0 0 1 1 9 3 0

Resulta evidente que los Mab de UCB eran capaces de proteger el intestino grueso y delgado de los derrames
hemorragicos causados por TcdA y TcdB.

Se muestran los resultados en las Figuras 63 a 66.

Las fotografias de la Figura 66 muestran patologias macroscoépicas tipicas para el hinchamiento y derrames
hemorragicos de ciegos causados por TcdA y TcdB (imagen izquierda, control de PBS, muerte animal el dia 2) y
ciegos llenos de heces normales después de proteccion por Mab de UCB de dosis alta (imagen derecha, UCB de
dosis alta, supervivencia animal hasta el dia 28). Estos datos muestran que, después de la proteccidon con una dosis
alta de Mab de UCB, el intestino grueso puede volver a la morfologia y funcién normales.

Ejemplo 10 Neutralizacion de TcdA de cepas diferentemente ribotipadas por Mab purificado.

Las infecciones clinicas estan causadas por una variedad de cepas diferentes. Se caracterizan las diferencias de
cepas usando una serie de diferentes métodos de los que el ribotipado es uno clave. Se observa que las diferentes
cepas de ribotipo tienen diferentes propiedades de patogenicidad, infeccion y esporulacion. Toda la neutralizacién de
TcdA mostrada anteriormente usaba TcdA purificada de la cepa conocida como VPI10463. Sin embargo, la cepa
agresivamente patogénica predominante asociada con brotes se llama ribotipo 027. Otros ribotipos clave incluyen 078,
001, 106. Se ha observado diferencia en la secuencia de aminoacidos entre toxinas producidas por diferentes ribotipos,
y por ello es importante que los Mab sean capaces de neutralizar toxinas de un diverso conjunto de aislamientos
clinicos. Se prob6 en CA922, 997 y 1000 su capacidad de neutralizar TcdA de las cepas 027 y 078 y se comparo con
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neutralizar todas las toxinas sin diferencia significativa a DLgo, DLgo ¥ DLgs

Tabla 16.
Valores de CE50 (ng/ml) - cepa VPI 10463 de TcdA
Anticuerpo DL80 DL90 DL95 DLmax
CA164_922 0,27 0,9 1,2 >500
CA164_997 1 25 3,5 254
CA164_1000 3,6 13,5 19,3 >500
Tabla 17.
Valores de CE50 (ng/ml) - ribotipo 027 de TcdA
Anticuerpo DL80 DL90 DL95 DLmax
CA164_922 0,19 0,25 0,41 1,46
CA164_997 0,92 1,27 1,75 7,19
CA164_1000 2,25 2,49 3,562 16,32
Tabla 18
Valores de CE50 (ng/ml) - ribotipo 078 de TcdA
Anticuerpo DL80 DL90 DL95 DLmax
CA164_922 0,11 0,12 0,25 0,68
CA164_997 0,33 0,64 1,11 2,57
CA164_1000 2,04 2,41 5,03 14,16

Ejemplo 11 Datos PK

Un estudio PK de una IgG1 humana (20 mg/kg) en hamsteres sanos. Se encontré en la PK de hamster una vida media
similar a los Mab en ratones o ratas. (12 6-8 dias). Las dosificaciones i.p. y s.c. fueron esencialmente las mismas.

Se estudio la farmacocinética y distribucion en el intestino de un Mab higG1 en hamsteres dorado sirios "normales’
(no infectados). Se administré Mab purificado a hamsteres macho (120-135 g) por CARE Research LLC, Fort Collins,
Colorado, EE. UU. y se ensayaron muestras por UCB Pharma.

El estudio se aprobo por el comité IACUC de CARE. Cada uno de ocho animales recibié una dosis Unica de 20 mg/kg
de 1gG1, cuatro se dosificaron por via i.p., y cuatro se dosificaron por via s.c. Se recogi6 sangre a las 1, 3, 8, 24, 48,
72,103 y 168 horas después de la dosis y se separd el suero antes del almacenamiento a -80 °C. Se tom6 también
sangre de dos hamsteres no tratados para proporcionar controles de ensayo. Después del sacrificio, se corté una
longitud de 2 cm de colon desde la unién de los ciegos en adelante de cada hamster. Se aclaré la seccion de colon
con tampon de lavado (PBS al 50 % (v/v)) que contenia coctel inhibidor de proteasa Sigma (P2714) antes de abrir y
separar y retirar la mucosa del musculo subyacente. Se colocaron muestras de mucosa en 0,5 ml de tampén de lavado
homogeneizado hasta uniformidad visual y se almacenaron a 4 °C antes de envio inmediato en hielo himedo. Para
ELISA de IgG anti-humana, se recubrieron placas de 96 pocillos Nunc maxisorp durante una noche en NaHCO3 0,1 M
a pH 8,3 con fragmento F(ab'), de IgG-Fcy de cabra anti-humano (Jackson 109-006-098), se lavaron las placas con
PBS-Tween (PBS/0,1 % (v/v) de Tween 20) y se bloquearon entonces con 1,0 % (p/v) de BSAy 0,1 % (v/v) de Tween
en PBS.
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Se diluyeron muestras de suero en tampdn de muestra-conjugado (1 % (p/v) de BSA, 0,2 % de Tween en PBS)y,
después de lavar, se revelaron con kappa-HRP de cabra anti-humano (Cambridge Bioscience 2060-05) en tampdn de
muestra-conjugado y TMB con una solucién de terminacion de H,SO4 2,5 M.

Niveles en intestino, mucosa y suero:

Se recogieron muestras de suero de sangre tomada en el punto temporal de 168 h y se retiraron muestras de colon
después de esto.

20 m/kg IP a las 168 horas

Muestra ng/ml por cm de mucosa pg/ml en suero
1001 23,2 75,0

1002 13,7 90,8

1003 21,8 70,5

1004 53,8 119,4

20 mg/kg SC a las 168 horas

Muestra ng/ml por cm de mucosa ng/ml en suero
2001 41,4 108,7

2002 62,1 76,6

2003 35,6 163,7

2004 37,3 153,3

Datos de suero

Hamster i.p. Hamster s.c.
Media EE de la media Media EE de la media
Cmax: pg/mi 202 12 186 21
Tmax: h 36 7 76 16
AUC itimo): h-pg/ml 22626 1378 22371 2258
AUC (inf): h-pg/ml 43287 7169 61290 17637
% de extrapolacion: 43,7 9,2 54 1,7
CL/F mi/h/kg 0,50 0,07 0,43 0,13
MRTint h 223 53 310 88
bz h 149,2 36,9 188,5 61,9

Los datos se muestran también en las Figuras 70 y 71

ID de hamster Media EE

Cinética sérica IP

Cmax: pg/mi 202 12
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ID de hamster Media EE

Cinética sérica IP

T max: h 36 7
AUC (uitimo): h-pg/ml 22626 1378
AUC(inf): h-ng/ml 43287 7169
% de extrapolacion: 43,7 9,2
CL/F ml/h/kg 0,50 0,07
MRTinf h 223 53
ty.z: h 149,2 36,9

Cinética sérica SC

ID de hamster Media EE
Cmax: pg/mi 186 21
Tmax: h 76 16
AUC itimo): h-ug/ml 22371 2258
AUC (inf): h-pg/ml 61290 17637
% de extrapolacion: 54 1,7
CL/F mi/h/kg 0,43 0,13
MRTint h 310 88

t.: h 188,5 61,9

Se mostré también que la higG1 podia encontrarse en "raspaduras” del intestino, concretamente que la higG1 entra
en la vasculatura del intestino sano, y asi podria ser protectora a "dosificacion profilactica". Este efecto seria incluso
mas profundo en seres humanos, puesto que tienen un hFcRn afin.

Ejemplo 12 Niveles séricos en hamsteres con infeccion por C. difficile

Este estudio era determinar la concentracion sérica de CA725.0, CA726.0, CA997.g1 CA1125.g2 y CA01151.g4
después de administracion i.p. (diversas dosis detalladas a continuacién) en hamster dorado sirio.

Se cuantificaron los Mab humanizados usando analisis de cromatografia liquida en tandem con espectrometria de
masas (LC-MS/MS) después de digestion triptica. Se consiguid la cuantificacion por comparacion con material
estandar auténtico adicionado a concentraciones conocidas en matriz de blanco, con mioglobina equina adicionada
usada como patrén interno.

Se selecciond un uUnico péptido ("proteotipico") comuin a todos los Mab humanizados investigados (DTLMISR, un
péptido de la regién CH2) y se digirieron tripticamente tanto muestras como muestras de calibracién como se
esquematiza. Se realizé la digestion triptica de muestras séricas de 5 pl durante una noche usando tripsina modificada
de pureza de secuenciacion (Promega, Southampton, RU) después de desnaturalizacion/reduccion con
acetonitrilo/Tris (2-carboxietil)fosfina y carbamidometilacion con yodoacetamida (Sigma-Aldrich, Poole, RU).

El sistema de LC-MS/MS consistia en un automuestreador CTC HTS-x (CTC Analytics, Zwingen, Suiza), un sistema
Agilent 1290 LC (Agilent Technologies, Stockport, RU) y un sistema Sciex 5500 QTrap MS (AB Sciex, Warrington,
RU), equipado con una fuente de iones Turbo V que funciona en modo de electropulverizacion. Se separaron los
analitos usando una columna Onyx Monolithic C18 (100x4,6 mm, Phenomenex, Macclesfield, RU) con un gradiente
de 2 a 95 % (v/v) de agua/acetonitrilo (0,1 % de acido féormico) suministrado a 1,5 ml/min durante 6 minutos. El volumen
de inyeccion era de 10 pl; se introdujo todo el eluyente en la fuente de espectrometro de masas. Se mantuvo la
temperatura de fuente del espectrometro de masas a 600 °C y se optimizaron otros parametros de fuente (p. €j.,
energia de colision, potencial de desagrupamiento, presion de cortina de gas, etc.) para conseguir la maxima
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sensibilidad para el péptido de interés. Se monitorizaron las transiciones selectivas para cada péptido de interés
proteotipico.

Se seleccionaron péptidos uUnicos ("proteotipicos") para todos los analitos de interés; se analizaron las muestras
después de digestion triptica.

Se calcularon las concentraciones plasmaticas basandose en los péptidos monitorizados como se esquematiza a
continuacion.

Para CA164_00997 y CA16401151, se observaron picos interferentes en las trazas de MRM. Por esta razén, estos
dos analitos no pudieron cuantificarse en las muestras.

Se cuantifico la h-IgG total en todas las muestras usando un péptido comun a todos los analitos de interés. Esto se
realizé usando una curva patrén combinada de los cinco analitos. Se demuestra la validez de este enfoque por el
hecho de que la suma de las concentraciones observadas para CA164_00725 y CA164_00726 esta bien de acuerdo
(dentro del error experimental) con la concentracién observada para h-IgG total.

Usando este enfoque, se determind la concentracion total de h-IgG en las muestras de animales dosificados con
CA164_00997, CA164_01125y CA164_01151.

Globalmente, los datos obtenidos indican que la exposicion de los cinco analitos de interés era similar para una dosis
dada.

Grupos de estudio

Marc'aje.s d Dias de Componentes de tratamiento
anonimizados Tratamientos reales .
dosis
Grp Tratamiento Anti-toxina A Anti-toxina B
4 Tratamiento Vehiculo PBS 5 ml/kg i.p. 3,-2,-1,0
3

2 Vancomicina Vancomicina 5 mg/kg b.i.d.p.o. 1,2,3,4,5

1 Tratamiento LD* de UCB 3,-2,-1,0 CA997.g1_P3 CA1125.g2 P3 CA1151.g4 P3
1
5 mg/kgA5mg/kg i.p. 5 mg/kg 2,5 mg/kg 2,5 mg/kg
5 Tratamiento HD* de UCB 3,-2,-1,0 CA997.g1_P3 CA1125.g2 P3 CA1151.g4_P3
4
50 mg/kgA50 mg/kg i.p. 50 mg/kg 25 mg/kg 25 mg/kg
6 Tratamiento LD* de competidor 3,-2,-1,0 CA726 P3 CA725 P3
5
5 mg/kgA5 mg/kg i.p. 5 mg/kg 5 mg/kg
3 Tratamiento HD* de competidor 3,-2,-1,0 CA726 P3 CA725 P3
2
50 mg/kgA50 mg/kg i.p. 50 mg/kg 50 mg/kg
Tabla 19
o - _
Grupoltiempo | Dia N.' de Dosis Conc. sérica en pg/ml de h-lgG
animales total
1 44 280
1 45 302
1 y 46 5 mg/kg de 997, 2,5 mg/kg de 1125, 2,5 mg/kg 182
de 1151
6 |45 61
6 |47 71
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Grupol/tiempo | Dia :ﬁ:male:e Dosis t(i)ct)zlc. sérica en ug/ml de h-1gG
6 49 45
1 60 3040
1 61 3330
3 50 mg/kg de 725, 50 mg/kg de 726
1 62 2990
6 |62 583
6 |63 913
6 |64 1240
28 |64 199
28 |65 36
1 71 nd
4 1 72 Vehiculo nd
1 73 nd
1 82 3050
1 83 2790
1 84 2370
6 |82 838
6 |83 645
6 |84 855
28 |82 116
5 58 |83 22 ngsll;g de 997, 25 mg/kg de 1125, 25 mg/kg 65
28 |84 66
28 |85 44
28 |86 101
28 |87 89
28 |88 27
28 |89 31
28 190 66
1 93 335
1 94 322
1 95 5 mg/kg de 725, 5 mg/kg de 726 260
200 103
6 |202 62
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o - _
Grupoltiempo | Dia N.' de Dosis Conc. sérica en pg/ml de h-lgG
animales total
203 79
28 1203 nd

nd - no detectado (LDC= 2,5 pg/ml para todos los analitos
na - no analizado: se observo interferencia en la muestra para 997 y 1151

Tabla 20 El anticuerpo CA725 es el anticuerpo de la técnica anterior MDX1388. El anticuerpo CA726 es el anticuerpo
de la técnica anterior CDA1 como se describe (15). Se presenta un compendio de estos datos en la Figura 72.

Grupo Patologia cecal Patologia del intestino delgado
Negro |Rojo oscuro |Rojo |Rosa |Normal |Rojo oscuro Rojo

Control de PBS 1 9 1 0 0 0 1

MDX alta de 50mg/kg x4 0 1 4 4 2 1 0

UCB alta de 50mg/kg x4 0 0 1 1 9 0 0

Referencias
1. Kuehne, S et al., "The role of toxin A and toxin B in Clostridium difficile Infection" Nature (2010) 467: 711-713

2. Davies AH et al., "Super toxins from a super bug: structure and function of Clostridium difficile toxins" Biochem. J
(2011) 436: 517-526

3. Rothman, S et al., "Differential Cytotoxic Effects of Toxins A and B Isolated from Clostridium difficile" Infect. Imm.
(1984) 46: 324-331.

4. Du, T y Alfa, MJ "Translocation of Clostridium difficile toxin B across polarized Caco-2 cell monolayers is enhanced
by toxin A" Can J Infect Dis. (2004) 15: 83-88.

5. Kim, laconis y Rolfe. "Immunization of Adult Hamsters against Clostridium diffcile-Associated lleocecitis and Transfer
of Protection to Infant Hamsters" Infect. Imm. (1987) 55:2984-2992

6. Rupnik JCM (2003) 41: 1118-1125
7. Chaves-Olarte JBC (1999) 274: 11046-11052.

8. Lylerly, DM et al., "Passive Immunization of Hamsters against Disease Caused by Clostridium difficile by Use of
Bovine Immunoglobulin G Concentrate" Infection and Immunity (1991) 59: 2215-2218.

9. Lylerly, DM et al., "Vaccination against Lethal Clostridium difficile Enterocolitis with a Nontoxic Recombinant Peptide
of Toxin A" Current Microbiology (1990) 21: 29-32.

10. Lylerly, DM et al., "Characterization of Toxins A and B of Clostridium difficile with Monoclonal Antibodies" Infect.
Imm. (1986) 54: 70-76.

11. Corthier et al., "Protection against Experimental Pseudomembranous Colitis in Gnotobiotic Mice by Use of
Monoclonal Antibodies against Clostridium difficile Toxin A" Infect. Imm. (1991) 59: 1192-1195

12. Kink JA y Williams JA, "Antibodies to Recombinant Clostridium difficile Toxins A and B Are an Effective Treatment
and Prevent Relapse of C. difficile-Associated Disease in a Hamster Model of Infection" Infect. Imm. (1998) 66: 2018-
2025.

13. Ma D, et al., Progenics inc. Péster de ASM, 27 de mayo de 2010
14. Hansen, G y Demarest, SJ. WO 2006/0718877 A2

15. Babcock GJ, et al., "Human monoclonal antibodies directed against toxins A and B prevent Clostridium difficile-
induced mortality in hamster" Infect. Imm.(2006) 74: 6339-6347.

56



10

15

20

25

30

35

40

ES 2729278 T3

16. Lowy | et al., "Treatment with Monoclonal Antibodies against Clostridium difficile Toxins" NEJM (2010) 362: 197-
205.

17. Zubler, R. H., Erard, F., Lees, R. K., Van, L. M., Mingari, C., Moretta, L. y MacDonald, H. R. (1985). Mutant EL-4
thymoma cells polyclonally activate murine and human B cells via direct cell interaction. J. Immunol. 134, 3662-3668

18. Babcook, J. S., Leslie, K. B., Olsen, O. A., Salmon, R. A. y Schrader, J. W. (1996). A novel strategy for generating
monoclonal antibodies from single, isolated lymphocytes producing antibodies of defined specificities. Proc. Natl. Acad.
Sci. U. S. A 93, 7843-7848

19. Tickle, S., Adams, R., Brown, D., Griffiths, M., Lightwood, D. y Lawson, A. (2010). High-Throughput Screening for
High Affinity Antibodies, pag. 303-307.

20. Demarest et al., mAbs (2010) 2: 190-198

21. Yoshida et al., J. Clin. Invest. (2006) 116: 2142-2151

22. Xu et al., Vaccine (2005) 23: 2658-2664.

23. Yousaf et al., Clin. Exp. Immunol. (1986) 66: 654-660

24. Mannik et al., J. Exp. Med. (1971) 133: 713-739

25. Nusrat et al., Infection and Immunity (2001) 69: 1329-1336

26. Lima et al., Infect Immun (1988) 56: 582-588

27. Ravichandran et al J of Pharmacology and Experimental Therapeutics. (2006) 318: 1343-1351
28. Takahashi et al., (2009) Vaccine 27: 2616-2619

29. Cohen et al., Infect. Cont. and Hosp. Epidem. (2010) 31: 431-455
30. Barbut et al., J. Clin. Microbiol. (2000) 38: 2386-2388

31. Wilcox et al., J. Hospital Infection (1998) 38: 93-100.

Listado de secuencias

<110> UCB Pharma S.A.

<120> Anticuerpos capaces de neutralizar las exotoxinas principales tcda y tcdb de Clostridium difficile
<130> G0159-WO

<150> US 61/535,532
<151> 16-09-2011

<150> US 61/638,731
<151> 26-04-2012

<160> 194
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<210>1
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 1
Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Asn Ala Leu Ala
1 5 10

<210>2
<211>7
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 2

Ser Ala Ser Ser Leu Ala Ser
1 5

<210> 3
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 3
Gln Tyr Thr His Tyr Ser His Thr Ser Lys Asn Pro
1 5 10

<210> 4
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 4
Gly Phe Thr Ile Ser Ser Tyr Tyr Met Ser
1 5 10

<210>5
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 5

Ile Ile Ser Ser Gly Gly His Phe Thr Trp Tyr Ala Asn Trp Ala Lys

1 5 10

Gly

<210>6
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 6
Ala Tyr Val Ser Gly Ser Ser Phe Asn Gly Tyr Ala Leu
1 5 10

<210>7
<211>110
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Regiodn variable del anticuerpo
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Val
15

Gly

Asn Ala

Leu Ile

Lys Gly

Gln Pro

80

His Thr

95

ccgegtgace
gcagaaaccc
cgtgccaagce
cttgcagect

taaaaaccca

<400>7

Asp Pro Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser

1 5 10

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu

35 40 45
Tyr Ser Ala Ser Ser Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu

65 70 75

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Tyr Thr His Tyr Ser

85 90

Ser Lys Asn Pro Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210>8

<211> 330

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Polinucledtido que codifica laregio variable del anticuerpo anti-TcdA 922.g1

<400> 8

gaccctgtga tgacccagag tccgagcact ctttectgect cecgtgggaga

attacatgtc aggcttcaca aagtatctcc aatgctctgg cctggtatca

ggcaaagccc ctaagctgcet catctactcect gcatcaagce tggctagegg

cgattcaagg ggagcggttc tggcactgag tttacgctga ccatcagtag

gacgattttg caacctatta ctgccagtac acacactact cccatacatc

ttcggagggg gtactaaggt cgaaataaag

<210>9

<211>119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el antucuerpo anti-TcdA 922

<400> 9

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Ile Ser Ser Tyr
25 30

20

Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

35

40

45

59

60

120

180

240

300

330
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Gly Ile Ile Ser Ser Gly Gly His Phe Thr Trp Tyr Ala Asn Trp Ala
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ser Asp Ser Thr Thr Val Tyr Leu Gln
65 70 75 80

Met Asn Ser Leu Arg Asp Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg
85 90 95

Ala Tyr Val Ser Gly Ser Ser Phe Asn Gly Tyr Ala Leu Trp Gly Gln
100 105 110

Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115

<210> 10
<211> 357
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Polinucledtido que codifica la region variable de anti-TcdA Anticuerpo 922 (region variable de cadena pesada)

<400> 10
gaagtgcaat tggtggaaag tggcggagga ctggtgcaac ccgggggtag tctgcgactg 60

agctgtgctg cctccggett taccattage tcctactata tgagetgggt tcgacaggcece 120
cctggaaaag gactcgaatg gatcggcatc atatcttccg gtgggcattt cacctggtac 180
gcaaactggg ctaaggggag attcacgatt agcagcgact ccacaaccgt gtacctgcaa 240
atgaacagcc tgagggatga ggacactgcc acatatttct gcgcacgegce ttacgtgage 300
ggaagctcat ttaatggcta tgcactgtgg gggcaaggaa cactcgtgac tgtctceg 357

<210> 11
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 11
Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Asn Tyr Leu Ala
1 5 10

<210>12
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 12
Ser Ala Ser Thr Leu Ala Ser
1 5

<210> 13
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 13
Gln Tyr Ser His Tyr Gly Thr Gly Val Phe Gly Ala
1 5 10

<210> 14
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 14
Ala Phe Ser Leu Ser Asn Tyr Tyr Met Ser
1 5 10

<210> 15
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 15

Ile Ile Ser Ser Gly Ser Asn Ala Leu Lys Trp Tyr Ala Ser Trp Pro

1 5 10

Lys Gly

<210> 16
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 16
Asn Tyr Val Gly Ser Gly Ser Tyr Tyr Gly Met Asp Leu
1 5 10

<210> 17
<211> 110
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Region variable del anticuerpo del anticuerpo anti-TcdA 923
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<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 923.g1

ES 2729278 T3

<400> 17
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val
35 40
Tyr Ser Ala Ser Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Gln Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Tyr Ser
85 90
Val Phe Gly Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val
100 105
<210> 18
<211> 330
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<400> 18
gacgtcgtga tgactcagag cccatctagt ctgagcgcta
attacctgtc aagcctccca gagcatctcc aactacctgg
ggcaaggtgce ccaagctgcect gatctatagt gettccacac
cgctttaagg gatctggctc tggcactcag ttcaccttga
gaagatgtgg ccacctatta ctgccagtat tcccactacg
tttggaggtg ggaccaaagt ggagataaag
<210>19
<211>120
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

Ser Ala Ser

Ile Ser

30

Ser

Pro Lys Leu

45

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

His Tyr Gly

Glu Ile Lys

110

gcgtcggaga
cctggtacca
tcgcaagegg
cgatctcaag

ggactggggt

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 923

62

val
15

Gly

Asn Tyr

Leu Ile

Lys Gly

Gln Pro

80

Thr
95

Gly

ccgagtcaca
acagaaacct
cgttcegtca
cctgcageca

gtteggtgece

60

120

180

240

300

330
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10

15

20

<400> 19
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Ala Phe Ser Leu Ser Asn Tyr
20 25 30
Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Ile Ile Ser Ser Gly Ser Asn Ala Leu Lys Trp Tyr Ala Ser Trp
50 55 60
Pro Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Asp Ser Thr Thr Val Tyr Leu
65 70 75 80
Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala
85 90 95
Arg Asn Tyr Val Gly Ser Gly Ser Tyr Tyr Gly Met Asp Leu Trp Gly
100 105 110
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115 120
<210> 20
<211> 360
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 923.g1
<400> 20
gaagttcaac ttgtggaatc tggaggcggg ctcgtgcagc ctggtggaag ccttagactg 60
agctgegetg catccgcecatt tteecetgtee aactactaca tgagetgggt gecgacaagcea 120
ccaggcaagg gactggaatg gattggcatc ataagctccg gttccaatgc cctgaaatgg 180
tacgcatcat ggccgaaagg ccgetttacce ataagcaagg actccaccac cgtcectatcetg 240
cagatgaact cattgcgtgc cgaggacact gcaacgtact tctgtgctcg caactacgtg 300
ggaagcggat cttattatgg catggatctg tggggacaag gtacactcgt gaccgtctcg 360
<210> 21
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Anticuerpo CDR
<400> 21
Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Phe Ser
1 5 10
<210> 22
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 22
Gly Ala Ser Thr Leu Ala Ser
1 5

<210> 23
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 23

ES 2729278 T3

Gln Cys Thr Asp Tyr Ser Gly Ile Tyr Phe Gly Gly

1 5

<210> 24
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 24

10

Gly Phe Ser Leu Ser Ser Tyr Tyr Met Ser

1 5

<210> 25
<211>19
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 25

Ile Ile Ser Ser Gly Ser Ser Thr Thr Phe Thr Trp Tyr Ala Ser Trp

1 5

Ala Lys Gly

<210> 26
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 26

10

10

Ala Tyr Val Gly Ser Ser Ser Tyr Tyr Gly Phe Asp Pro

1 5

<210> 27
<211>110
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 993

10
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15

<400> 27
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr

20 25 30
Phe Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Gln Leu Leu Ile

35 40 45
Tyr Gly Ala Ser Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Lys Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Leu Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Cys Thr Asp Tyr Ser Gly Ile
85 90 95

Tyr Phe Gly Gly Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105 110
<210> 28
<211> 330
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 933.g1
<400> 28
gatgtcgtga tgactcagtc cccctctaca ttgagtgect ctgtcecggtga tcgagttacce 60
atcacctgtc aagcaagcca gagcatcagc tcctacttct cttggtacca gcaaaageccg 120
ggaaaagccc ctcaactgct gatttatggg gcctcaacac tggecttctgg cgtgceccatca 180
agattcaagg gatctggctc cggcactgag cttacactga ccattagctc cctgcaacct 240
gacgattttg ctacctacta ctgccagtge accgactata gtgggatata tttcggcgga 300
tttgggggag ggacgaaagt ggaaatcaag 330
<210> 29
<211> 121
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Regidn variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 993 (cadena pesada)
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15

20

<400> 29
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe Ser Leu Ser Ser Tyr
20 25 30
Tyr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Ile Ile Ser Ser Gly Ser Ser Thr Thr Phe Thr Trp Tyr Ala Ser
50 55 60
Trp Ala Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Thr Ser Thr Thr Val Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
85 90 95
Ala Arg Ala Tyr Val Gly Ser Ser Ser Tyr Tyr Gly Phe Asp Pro Trp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115 120
<210> 30
<211> 363
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 993.g1
<400> 30
gaagttcagc tggtcgagag cggaggcgga ctggtgcaac ctggtggtag cctgaaactc 60
tcttgtactg cctececgggtt ttcecctgage tcttactata tgtcatgggt gagacaggcet 120
cccgggaaag gattggaatg gatcgggatt atctcctecg getcttceccac cactttcaca 180
tggtacgcct catgggcaaa ggggaggttt accataagca agacaagcac gaccgtgtat 240
cttcagatga actccctgaa gacggaggat actgccacct acttttgege tcgggectat 300
gtgggctcaa gctcttacta tggecttcgac ccatggggac agggcacact tgtgaccgtce 360
tecg 363
<210> 31
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Anticuerpo CDR
<400> 31
Gln Ala Ser Gln Ser Ile Asn Asn Tyr Phe Ser
1 5 10
<210> 32
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 32
Gly Ala Ala Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 33
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 33

ES 2729278 T3

Gln Asn Asn Tyr Gly Val His Ile Tyr Gly Ala Ala

1 5

<210> 34
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 34

10

Gly Phe Ser Leu Ser Asn Tyr Asp Met Ile

1 5

<210> 35
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 35

Phe Ile Asn Thr Gly Gly Ile Thr Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly

1 5

<210> 36
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 36

10

10

Val Asp Asp Tyr Ile Gly Ala Trp Gly Ala Gly Leu

1 5

<210> 37
<211>110
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Regiodn variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 995

10

67



ES 2729278 T3

<400> 37
Asp Val Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Ser Ile Asn Asn Tyr
20 25 30

Phe Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Gly Ala Ala Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Lys Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Ser Cys Gln Asn Asn Tyr Gly Val His Ile
85 90 95

Tyr Gly Ala Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 38
<211> 330
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 995.g1

<400> 38
gacgtcgtga tgacacagag cccttcaaca ctgtctgcaa gegtgggcga tagggtcacce 60

ataacgtgcc aggcctctca atccatcaac aactatttta gectggtacca gcagaagcca 120
ggcaaggctc cgaaacttct gatctacgga gctgccaacc tggcaagtgg cgtgccatca 180
cggttcaagg gatccgggag cggtactgag tataccctga ccatttcatce tctccaaccce 240
gacgatttcg ccacctactc ctgccagaat aattacggeg tgcacatcta tggagetgece 300
tttggcggtg ggacaaaagt ggaaattaag 330
<210> 39

<211> 117

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 995 (cadena pesada)

<400> 39
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
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Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Ala Ser Gly Phe
20 25

Asp Met Ile Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

35 40

Gly Phe Ile Asn Thr Gly Gly Ile
50 55

Thr Tyr Tyr

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Ser Ser Thr
65 70 75

Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Thr Tyr
85 90

Asp Asp Tyr Ile Gly Ala Trp Gly Ala Gly Leu

100 105

Leu Val Thr Vval

115

Ser

<210> 40
<211> 351
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Ser Leu Ser

30

Gly Leu Glu

45

Ala

Val

Phe Cys Ala

Trp Gly Gln
110

Ser Trp

Tyr Leu

15

Asn Tyr

Tyr Ile

Ala Lys

Gln Met
80

Arg Val
95

Gly Thr

<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA

<400> 40
gaagttcagc tggtcgagag tgggggaggg cttgtgcaac

agctgtactg
cccggcaaag
tcatgggcta
aactcactga
ggggcctggg
<210> 41

<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

cttctggatt
gactggagta
aggggegett
gagccgagga

gcgccggatt

<223> Anticuerpo CDR

<400> 41

ctcactgagc
cattggcecttc
tacaattagt

cactgccaca

gtggggccaa

aattacgaca
atcaacaccg
agggattcct
tatttctgeg

ggaacactgg

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr Leu Ser

1

<210>42
<211>7
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

5

<223> Anticuerpo CDR

10

ctggtggctc

tgatctgggt
ggggtataac
ctaccgtgta

ctcgggtgga

tcaccgtete

69

ccteegtetg
gcgacaggca
gtactatgcc
cctgcagatg
tgactatatc

g

60

120

180

240

300

351
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<400> 42

Arg Ala Ser Thr Leu Ala Ser

1 5

<210> 43
<211>13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 43

ES 2729278 T3

Leu Gly Val Tyr Gly Tyr Ser Asn Asp Asp Gly Ile Ala

1 5

<210> 44
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 44

10

Gly Ile Asp Leu Ser Ser His His Met Cys

1 5

<210> 45
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 45

Val Ile Tyr His Phe Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asn Trp Ala Thr Gly

1 5

<210> 46
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 46

10

10

Ala Ser Ile Ala Gly Tyr Ser Ala Phe Asp Pro

1 5

<210> 47
<211> 111
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 997

10
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10

15

<400> 47
Ala Leu Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Phe Ser Ala Ser Thr Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Leu Ser Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Arg Ala Ser Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Cys Leu Gln Ser
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gly Val Tyr Gly Tyr Ser Asn

85 90 95
Asp Asp Gly Ile Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100 105 110

<210> 48
<211> 333
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica la regién variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 997.g1
<400> 48
gcactcgtga tgacacagag cccgagtagce tttagtgctt caaccggtga tagggtcact 60
attacttgcc aagcctctca gagtatatct agctatctga gctggtacca gcaaaagccce 120
gggaaggctc ctaaactgct gatctaccgg gcttccacat tggcctccgg cgttccctca 180
cgetttageg getcecggate cggaaccgag tacaccetga ctatctettg cetgeaatet 240
gaggacttcg caacctacta ttgtctgggce gtctacggat atagcaacga tgacgggatc 300
gcctteggeg geggtaccaa agtggaaatt aag 333
<210> 49
<211> 116
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Regidn variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 997 (cadena pesada)
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<400> 49
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Val Ser Gly Ile Asp Leu Ser Ser His
20 25 30
His Met Cys Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Tyr Ile
35 40 45
Gly Val Ile Tyr His Phe Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asn Trp Ala Thr
50 55 60
Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Asp Ser Thr Thr Val Tyr Leu Gln Met
65 70 75 80
Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg Ala
85 90 95
Ser Ile Ala Gly Tyr Ser Ala Phe Asp Pro Trp Gly Gln Gly Thr Leu
100 105 110
Val Thr Val Ser
115
<210> 50
<211> 348
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Secuencia de polinucleétido que codifica la regién variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 997.g1
(cadena pesada)

10

15

20

25

<400> 50

gaggtgcaac ttgtggaaag cgggggagga ctggtgcage ctgggggctc attgagactg 60
agctgcaccg tttctggtat tgacctgagc tcccatcata tgtgetgggt gcgceccaggceca 120
cccggaaaag gactggaata catcggegtc atataccact ttggctctac atactatgcece 180
aactgggcaa ctgggcgatt cacaattagc aaggactcaa ctaccgttta cctgcaaatg 240
aatagcctga gggctgagga tactgccacc tatttcectgtg ccegggettce aatcgecgge 300
tattctgeect ttgatccatg ggggcaagga acactcgtga cecgtcteg 348
<210> 51

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Anticuerpo CDR

<400> 51

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Tyr Ser Tyr Leu Ala

1 5 10

<210> 52

<211>7

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 52
Asp Ala Ser Thr Leu Ala Ser
1 5

<210> 53
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 53
Gln Gly Asn Ala Tyr Thr Ser Asn Ser His Asp Asn Ala
1 5 10

<210> 54
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 54
Gly Ile Asp Leu Ser Ser Asp Ala Val Gly
1 5 10

<210> 55
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 55
Ile Ile Ala Thr Phe Asp Ser Thr Tyr Tyr Ala Ser Trp Ala Lys Gly
1 5 10 15

<210> 56
<211>19
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 56
Thr Gly Ser Trp Tyr Tyr Ile Ser Gly Trp Gly Ser Tyr Tyr Tyr Gly
1 5 10 15

Met Asp Leu

<210> 57
<211> 111
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 1000
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<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 1000.gl

ES 2729278 T3

<400> 57
Glu Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Asp Ala Ser Thr Leu Ala Ser Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gly Asn
85 90
Ser His Asp Asn Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys
100 105
<210> 58
<211> 333
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<400> 58
gaaatcgtga tgacgcagtc accaagcaca ctgagcgcett
ataacctgtc aggcctccca gagcatctac tcttatctgg
gggaaagctc ccaagctgcet gatttatgac gccagcactt
aggttcaaag gctccggaag cggtaccgag tttaccctga
gatgactttg ccacatacta ttgccagggg aatgcctaca
gcattcgggg gaggcaccaa agtcgaaatt aag
<210> 59
<211>125
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 1000 (cadena pesada)

Ser Ala

Ser Ile

30

Pro Lys

45

Ser
60

Arg

Ser Ser

Ala Tyr

Val Glu

ctgtgggaga
catggtacca
tggcttecegyg
ccatctcatc

cttccaactc

74

Ser

Tyr

Leu

Phe

Leu

Thr

Ile
110

val
15

Gly

Ser Tyr

Leu Ile

Lys Gly

Gln Pro

80

Ser Asn

95

Lys

tcgggtcaca
gcagaagcca
tgttcctagt
tctgcaacce

acacgacaac

60

120

180

240

300
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<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdA 1000.gl (cadena

ES 2729278 T3

Gly Gly

10

Leu

Ser Ile

25

Gly

Pro Gly Lys

Thr Tyr Tyr

Ser Ser Thr

75

Thr Ala

90

Thr

Gly
105

Trp Gly

Leu Val Thr

ttgattcagce
tctgatgeceg
atcgccacct
aaggcctcct
acttatttct

tatggcatgg

10

<400> 59

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Val

20

Ala Val Gly Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Gly Ile Ile Ala Thr Phe Asp Ser

50 55

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Lys Ala

65 70

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp

85
Thr Gly Ser Trp Tyr Tyr Ile Ser
100

Met Asp Leu Trp Gly Gln Gly Thr
115 120

<210> 60

<211> 375

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

pesada)

<400> 60

gaagttcagc tggtcgagag cggagggggt

agctgcaccg tgtccggaat cgatctgtca

cctgggaaag gactggagta tatagggatc

agctgggcaa aagggcgctt tacgattagce

atgaactcac tgagggccga ggacactgcc

tactacatct ctggctgggg ctcctactat

ctcgtgaceg tecteg

<210> 61

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Anticuerpo CDR

<400> 61

Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Leu Met His

1 5

<210> 62

<211>7

Ile Gln Pro

Ser
30

Asp Leu

Leu Glu

45

Gly

Ala
60

Ser Trp

Thr VvVal Tyr

Tyr Phe Cys

Ser Tyr Tyr

110

Val Ser

125

ccggtggetce
tgggctgggt
tcgactccac
ctactaccgt
gtgctcggac

acctgtgggg

75

Gly
15

Gly

Ser Asp

Tyr Ile

Ala Lys

Leu Gln
80

Ala
95

Arg

Tyr Gly

acttagattg
gcgacaggca
atactacgct
gtacctccaa
cggtagctgg

acaggggaca

60

120

180

240

300

360

375
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 62
Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser
1 5

<210> 63
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 63
Gln Gln Thr Trp Asn Asp Pro Trp Thr
1 5

<210> 64
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 64
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Gly Met Ala
1 5 10

<210> 65
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 65
Ser Ile Ser Ser Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Arg Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 66
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 66
Val Ile Arg Gly Tyr Val Met Asp Ala
1 5

<210> 67
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 926
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10

15

<400> 67
Asp Thr Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Lys Ser Val Ser Thr Leu
20 25 30
Met His Trp Phe Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Thr Trp Asn Asp Pro Trp
85 90 95
Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105
<210> 68
<211> 321
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 926.g1
<400> 68
gataccgtgce tgacccagag ccctgctaca ttgtcactga geccccgggga gagggccaca 60
ttgagctgee gggcttcaaa atcecgtgtcc accctcatge actggtttca gcaaaagecce 120
gggcaggccce caaaactgct gatctacctc gcatctaacce ttgaatctgg cgtgecggec 180
cgctttagtg gectccggaag cggaaccgac ttcacactga cgattagctc cctggagect 240
gaggatttcg ccgtgtacta ttgccagcaa acttggaatg acccttggac tttecggggge 300
ggtactaagg tcgaaataaa g 321
<210> 69
<211> 117
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 926 (cadena pesada)
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<400> 69
Glu Val Glu Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Glu Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
Gly Met Ala Trp Val Arg Gln Ala Pro Thr Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Thr Ser Ile Ser Ser Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Arg Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Ser Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Thr Val Ile Arg Gly Tyr Val Met Asp Ala Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Leu Val Thr Val Ser
115
<210>70
<211> 351
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>

<223> Polinucleétido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdBA 926.g1 (cadena
pesada)

10

15

20

<400> 70
gaggtggaac

tcatgcgagg
ccaacgaagg
cgcgatageg
ctgcaaatga
aggggctacg
<210> 71

<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

tgctcgaatc
catccggett
ggctcgaatg
tcaaaggccg
acagcctgag

tgatggacge

<223> Anticuerpo CDR

<400> 71

tggtggtggg

taccttttcc
ggttacaagc
gtttaccatt
ggctgaggac

atggggacag

ctggtgcage
aactacggaa
atcagctctt
agccgagata
accgccacat

gggacattgg

Arg Ala Ser Gly Ser Val Ser Thr Leu Met His

1

<210>72
<211>7
<212> PRT

<213> Artificial

5

10

ccggtggatc
tggcctgggt
ctgggggatc
atgccaaatc
actattgtac

ttaccgtete

78

tctgagattg
gagacaggcc
tacttactat
aagcctgtat
aaccgtgata

g

60

120

180

240

300

351
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<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 72
Lys Ala Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210>73
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 73
His Gln Ser Trp Asn Ser Asp Thr
1 5

<210> 74
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 74

ES 2729278 T3

Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Gly Met Ala

1 5

<210>75
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 75

1

Gly

<210>76
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 76

10

Thr Ile Asn Tyr Asp Gly Arg Thr Thr His Tyr Arg Asp Ser Val Lys
5

10

Ile Ser Arg Ser His Tyr Phe Asp Cys

1 5

<210> 77
<211> 106
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 927
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10

15

<400> 77
Asp Thr Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Thr Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gly Ser Val Ser Thr Leu
20 25 30
Met His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Lys Ala Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Asp Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys His Gln Ser Trp Asn Ser Asp Thr
85 90 95
Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105
<210>78
<211> 318
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Secuencia de polinucledtido que codifica la regién variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 927.g2
<400> 78
gacacacaga tgacccagag cccatccact ttgtctgcat cecgtgggecga ccgagtgaca 60
atcacctgta gagcaagcgg ttccgtgagc acactgatge attggtacca gcagaagcect 120
gggaaggctc ccaagctgct gatctacaaa gccagcaacc ttgcctcegg cgttccaage 180
cggtttageg gttccggatc tggaaccgag ttcaccctga ccatatcaag cctgcaaccce 240
gacgacttcg ccacctacta ttgccaccag agctggaata gcgacacgtt cgggcaaggce 300
acaaggctgg aaatcaaa 318
<210>79
<211> 117
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 927 (cadena pesada)
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<400> 79
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
Gly Met Ala Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Thr Ile Asn Tyr Asp Gly Arg Thr Thr His Tyr Arg Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Ser Thr Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Ser Ile Ser Arg Ser His Tyr Phe Asp Cys Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Leu Val Thr Val Ser
115
<210> 80
<211> 351
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 927.92 (cadena
pesada)

15

20

25

<400> 80

gaggtgcaac ttgtggaaag cggagggggc gtggtccaac ccggaagaag tctceccgtcett 60
tcttgegecg caagtggett caccttttecc aactacggaa tggecctgggt tcgacaaget 120
cctgggaaag gattggagtg ggtggccact atcaactatg acggacgcac gacacactac 180
cgagactctg ttaaggggcg ctttacgatt tcccgecgaca atagcaagag caccctcectac 240
ctgcaaatga atagcctccg ggccgaggat actgcetgtgt actattgtac ctceccatctca 300
cggagccact acttcgattg ctggggacaa ggcacactcg tgactgtctce g 351
<210> 81

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Anticuerpo CDR

<400> 81

Lys Ala Ser Lys Ser Ile Ser Asn His Leu Ala

1 5 10

<210> 82

<211>7

<212> PRT

<213> Artificial

81
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<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 82
Ser Gly Ser Thr Leu Gln Ser
1 5

<210> 83
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 83
Gln Gln Tyr Asp Glu Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 84
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 84
Gly Phe Ser Leu Gln Ser Tyr Thr Ile Ser
1 5 10

<210> 85
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 85
Ala Ile Ser Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Leu Pro Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 86
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 86
Pro Arg Trp Tyr Pro Arg Ser Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 87
<211> 109
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1099

<400> 87
Asp Val Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Lys Ser Ile Ser Asn His

82



10

15

Leu Ala Trp

His Ser
50

Gly

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

<210> 88
<211> 327
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1099.g2

<400> 88
gacgtccagce

ataacctgca
ggcaaagcca
cgatttageg
gaggacttcg
gggacaagat
<210> 89

<211> 118

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

20

Tyr Gln

Ser Thr

Gly Thr

Ala Thr

85

Gln
100

Gly

tcactcaatc
aggcctccaa
ataagctgcet
gatctgggag
ccacctatta

tggaaatcaa

Glu

Leu

Glu

70

Tyr

Thr

ES 2729278 T3

25 30

Lys Pro Gly Lys Ala Asn Lys Leu Leu Ile

40 45

Gln Ser Gly Thr Pro Ser
55 60

Arg Phe Ser Gly

Phe Thr Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro

75 80

Leu

Tyr Cys Gln Gln Tyr Asp Glu Tyr Pro

90 95

Tyr

Glu Thr

105

Arg Leu Ile Lys Arg

tccectecttt ctgtetgett ctgtgggega tcgegtgaca

atcaattagc aaccatctgg catggtatca ggagaagcct
gatccactcec ggctcaacte tgcaatcegg taccccaage
cggaaccgag ttcacactta ccattagctc cctgcaaccg
ctgccagcaa tacgacgaat acccctatac gttcggceccaa

gcgtacg

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1099 (cadena pesada)

<400> 89

Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu

1

5

10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Gln Ser Tyr

20

25 30

83

60

120

180

240

300

327
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Thr Ile Ser Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45

Ala Ala Ile Ser Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Leu Pro Leu Lys

50 55 60

Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Ser Gln Val Ser Leu

65 70 75 80

Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Thr

85 90 95
Arg Pro Arg Trp Tyr Pro Arg Ser Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Arg Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser
115

<210> 90

<211> 354

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Polinucleétido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1099.g2 (cadena
pesada)

10

15

20

25

<400> 90
gaagttcagc

acttgcaccg
cccgggaaag
ttgcctctca
aagctgagct
tatccceegtt
<210> 91

<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

tgcaggaatc
tttccggett
gactggaatg
agagccgcegt
ccgtgactge

cctatttecga

<223> Anticuerpo CDR

<400> 91

tggacctgge
ctccctteaa
gatcgcagcece
gaccatatcc
tgccgatacg

ctactgggga

ttggtgaaac
tcctacacga
attagegggg
cgtgacacaa
gctgtttact

agaggcacac

Arg Ala Ser Gln Arg Ile Ser Thr Ser Ile His

1

<210> 92
<211>7
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

5

<223> Anticuerpo CDR

<400> 92

Tyr Ala Ser Gln Ser Ile Ser

1

5

10

caagcgagac
tctcttgggt
gagggagcac
gcaagagcca
attgcacccg

tggttaccegt

84

acttagtctc
gcggcaacca
ctattacaac
ggtttccctg
acctcgetgg

ctcg

60

120

180

240

300

354
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<210>93
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 93
Gln Gln Ser Tyr Ser Ser Leu Tyr Thr
1 5

<210> 94
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDRs

<400> 94
Gly Phe Thr Phe Ser Asp Ser Tyr Met Ala
1 5 10

<210> 95
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 95
Ser Ile Ser Tyr Gly Gly Thr Ile Ile Gln Tyr Gly Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 96
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 96
Arg Gln Gly Thr Tyr Ala Arg Tyr Leu Asp Phe
1 5 10

<210> 97
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1102
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<400> 97
Asn Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Arg Ile Ser Thr Ser
20 25 30

Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

Lys Tyr Ala Ser Gln Ser Ile Ser Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Ser Leu Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 98
<211> 321
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1102.g4

<400> 98
aacatcgtgc tgacacagtc tcctgcaacc ctttcactgt ctccaggtga acgagcaacc 60

ctgagttgta gagccagtca gaggatctcc acgagcattc actggtatca gcaaaagcct 120
gggcaagctc ccagactctt gatcaagtac gcctctcaga gcataagtgg cattccagct 180
aggtttageg gctcaggctce aggaacagac ttcactctga ccatcagetce cectggaaccg 240
gaggactttg ccgtctatta ctgccagcaa tcctactcca gtctgtacac cttecgggcag 300
ggtactaaac tggagataaa g 321
<210> 99

<211>119

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1102 (cadena pesada)
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<223> Polinucleétido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1002.g4 (cadena

ES 2729278 T3

<400> 99
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly Phe
20 25
Tyr Met Ala Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys
35 40
Ala Ser Ile Ser Tyr Gly Gly Thr Ile Ile Gln
50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Arg Gln Gly Thr Tyr Ala Arg Tyr Leu
100 105
Gly Thr Leu Val Thr Val Ser
115
<210> 100
<211> 357
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
pesada)
<400> 100
gaagtgcage tggtcgaatc cgggggaggt ttggtgcaac
agctgtgceg tttcecggett tacgttctca gacagttata
cctggaaaag ggctggagtg gattgccagt atcagctatg
ggcgatageg tcaagggcag gtttactatc tccagggaca
ctgcagatga attctctccg cgcagaggat accgetgtgt
ggaacctacg ctcgatacct ggacttctgg ggtcagggaa
<210> 101
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Anticuerpo CDR
<400> 101
Arg Ala Ser Glu Ser Val Ser Thr Leu Leu His
1 5 10
<210> 102
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Leu Glu

45

Gly

Tyr
60

Gly Asp

Lys Ser Ser

Ala Val Tyr

Asp Phe Trp

110

caggtggctce
tggcetgggt
gtgggaccat
acgccaagtc
attactgcge

cactcgttac

87

Gly
15

Gly

Asp Ser

Trp Ile

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Gln

actgagactg
gcgtcaagca
aatccagtac
aagcctttac
tagacggcag

agtctcg

60

120

180

240

300

357
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<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 102
Lys Ala Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 103
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 103
His Gln Ser Trp Asn Ser Pro Pro Thr

1 5

<210> 104
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 104
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Gly Met Ala
1 5 10

<210> 105
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 105

Ile Ile Asn Tyr Asp Ala Ser Thr Thr His Tyr Arg Asp Ser Val Lys

1 5 10

Gly

<210> 106
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 106
Tyr Gly Arg Ser His Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 107
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1114
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<400> 107
Ala Thr Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu Ser Val Ser Thr Leu
20 25 30
Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Lys Ala Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys His Gln Ser Trp Asn Ser Pro Pro
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 108
<211> 321
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Secuencia de polinucledétido que codifica la regién variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB
1114.92

15

<400> 108

gcgacgcaaa tgactcagtc gccctcatcg cttagegegt cecgtcggaga tagagtgacg 60
atcacctgce gcgcatcaga gtcggtgtce acactcctce actggtatca gcagaaaccg 120
gggaaggcac caaaactctt gatctacaaa gccagcaacce ttgegtcegg tgtcecccegtcea 180
aggttctececg ggageggttcec ggggacagac tttactttga ccatttcegtce gettcagecg 240
gaggacttcg ccacctatta ctgtcatcag tcatggaact cacctcccac atttggceccag 300
ggaacgaaac tcgaaatcaa g 321
<210> 109

<211> 117

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1114 (cadena pesada)
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<400> 109
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr
20 25 30
Gly Met Ala Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ala Ile Ile Asn Tyr Asp Ala Ser Thr Thr His Tyr Arg Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Ser Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 920 95
Thr Arg Tyr Gly Arg Ser His Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Leu Val Thr Val Ser
115
<210> 110
<211> 351
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1114.g2 (cadena
pesada)

15

20

25

<400> 110

gaagtacaac tcgtagagtc agggggtggg ctggtccaac ctggcggectce cctteggett 60
tcgtgtgececg cctegggatt cacgtttage aattacggta tggcctgggt gaggcaggca 120
ccagggaagg gtcttgagtg ggtagcgatc atcaactatg atgcaagcac cacccactac 180
agggatagcg tcaagggacg ctttactatc agccgggata atgcgaaatc ctcgcetctat 240
ctgcagatga actccctcag agccgaggac accgcagtgt actattgcac acgatacgga 300
cgctecgcact atttcgacta ttggggacag gggacgctcg taactgtcecte g 351
<210> 111

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Anticuerpo CDR

<400> 111

Arg Ala Ser Glu Ser Val Ser Thr Leu Leu His

1 5 10

<210> 112

<211>7

<212> PRT

<213> Artificial

90
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<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 112
Lys Ala Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 113
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 113
His Gln Ser Trp Asn Ser Pro Pro Thr
1 5

<210> 114
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 114
Gly Phe Thr Phe Ser Asn Tyr Gly Met Ala
1 5 10

<210> 115
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 115

Ile Ile Asn Tyr Asp Ala Ser Thr Thr His Tyr Arg Asp Ser Val Lys

1 5 10

<210> 116
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 116
Tyr Gly Arg Ser His Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 117
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1114 injerto 8
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15

<400> 117

<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1114.g8

ES 2729278 T3

Asp Thr Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glu
20 25
Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Lys Ala Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys His Gln Ser
85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 118
<211> 321
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<400> 118
gacacggtcc tgactcagtc gccctcatcg cttagegegt
atcacctgece gcgcatcaga gtcggtgtcce acactcctcece
gggaaggcac caaaactctt gatctacaaa gccagcaacc
aggttctccg ggagcggttc ggggacagac tttactttga
gaggacttcg ccacctatta ctgtcatcag tcatggaact
ggaacgaaac tcgaaatcaa g
<210> 119
<211> 117
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Ser

Trp

Ala

Val

Lys

45

Arg

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Leu

Phe

Leu

Ser

ccgtcggaga

actggtatca

ttgcgtecegg

ccatttegtce

cacctcccac

val
15

Gly

Thr Leu

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

Pro Pro

95

tagagtgacg
gcagaaaccg
tgtccegtea
gcttcagecg

atttggccag

60

120

180

240

300

321

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1114 injerto 8 (cadena pesada)
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<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1114.g8

ES 2729278 T3

<400> 119
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe
20 25

Gly Met Ala Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

35 40
Ala Ile Ile Asn Tyr Asp Ala Ser Thr Thr His

50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Thr Arg Tyr Gly Arg Ser His Tyr Phe Asp Tyr
100 105

Leu Val Thr Val Ser

115
<210>120
<211> 351
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<400> 120
gaagtacaac tcgtagagtc agggggtggg ctggtccaac
tecgtgtgeecg cctcecgggatt cacgtttage aattacggta
ccagggaagg gtcttgagtg ggtagcgatc atcaactatg
agggatagcg tcaagggacg ctttactatc agccgggata
ctgcagatga actccctcag agccgaggac accgcagtgt
cgctecgcact atttcgacta ttggggacag gggacgctcg
<210> 121
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Anticuerpo CDR
<400> 121
Lys Ala Ser Gln Asn Ile Tyr Met Tyr Leu Asn
1 5 10
<210> 122
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Tyr
60

Arg Asp

Lys Ser Ser

Ala Val Tyr

Gly Gln

110

Trp

ctggcggctce
tggcectgggt
atgcaagcac
atgcgaaatc
actattgcac

taactgtcte

93

Gly
15

Gly

Asn Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Thr

cctteggett
gaggcaggca
cacccactac
ctcgetctat
acgatacgga

g

60

120

180

240

300

351
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<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 122
Asn Thr Asn Lys Leu His Thr

1 5

<210>123
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 123
Leu Gln His Lys Ser Phe Pro Tyr Thr

1 5

<210> 124
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 124
Gly Phe Thr Phe Arg Asp Ser Phe Met Ala

1 5 10

<210> 125
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 125
Ser Ile Ser Tyr Glu Gly Asp Lys Thr Tyr Tyr Gly Asp Ser Val Lys

1 5 10 15

Gly

<210> 126
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 126
Leu Thr Ile Thr Thr Ser Gly Asp Ser

1 5

<210> 127
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1125

94
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<223> Secuencia de polinucleétido que codifica la regién variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB

ES 2729278 T3

<400> 127
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln
20 25
Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
Tyr Asn Thr Asn Lys Leu His Thr Gly Val Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Tyr Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln His
85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 128
<211> 321
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
1125.g2
<400> 128
gatatacaaa tgactcagag ccctagctca ctgagcegcett
atcacttgca aagcaagcca gaacatctat atgtacctga
ggaaaagctc ccaagcgcct gatttacaac accaataagc
cgttttageg gatctggectce tggaaccgaa tatacactga
gaagactttg caacttacta ttgcctccag cacaaatcct
gggaccaaac tggaaatcaa a
<210> 129
<211>118
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1125 (cadena pesada)

Ser Ala

Asn Ile

30

Pro Lys

45

Ser
60

Arg

Ser Ser

Lys Ser

ctgtgggcga
attggtacca
tgcataccgg
ccataagctc

tccectatac

95

Ser

Tyr

Arg

Phe

Leu

Phe

val
15

Gly

Met Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
95

Tyr

tcgtgtgaca
gcaaaaaccg
cgtgccaagce
cctgcaaccg

gttcggacaa

60

120

180

240

300

321



10

15

20
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<400> 129
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

<223> Polinucleétido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1125.g2 (cadena

20 25

Phe Met Ala Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

35 40
Ala Ser Ile Ser Tyr Glu Gly Asp Lys Thr Tyr

50 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala
65 70 75
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr
85 90
Ala Arg Leu Thr Ile Thr Thr Ser Gly Asp Ser
100 105

Met Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 130
<211> 354
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
pesada)
<400> 130
gaagtgcagc tggtcgaaag cggcggagga ttggtgcaac
tcttgegetg caageggett tacgttccge gatagettta
cctgggaaag ggctggaatg ggtcgctagc ataagctacg
ggggactctg tgaaaggccg attcaccatt agccgagaca
ctgcagatga actccctgeg tgeccgaagat accgeegtgt
atcactacaa gcggagatag ctggggacaa gggacaatgg
<210> 131
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Anticuerpo CDR
<400> 131
Lys Ala Ser Gln His Val Gly Thr Asn Val Asp
1 5 10
<210> 132
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

Val Gln Pro

Thr

Phe Arg

Leu Glu
45

Gly

Tyr
60

Gly Asp

Lys Asn Ser

Ala Vval

Tyr

Gly Gln
110

Trp

ctggtggctce
tggcttgggt
aaggcgacaa
acgcaaagaa
actattgege

tgaccgtcete

96

Gly Gly
15

Asp Ser

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Gly Thr

tcttegectg
gcgacaagct
gacttactat
ctcectgtac
taggctgacg

gagc

60

120

180

240

300

354
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<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 132
Gly Ala Ser Ile Arg Tyr Thr

1 5

<210> 133
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 133
Leu Gln Tyr Asn Tyr Asn Pro Tyr Thr

1 5

<210> 134
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 134
Gly Phe Ile Phe Ser Asn Phe Gly Met Ser
1 5 10

<210> 135
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 135

Ser Ile Ser Pro Ser Gly Gly Asn Ala Tyr Tyr Arg Asp Ser Val Lys

1 5 10

Gly

<210> 136
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 136
Arg Ala Tyr Ser Ser Pro Phe Ala Phe
1 5

<210> 137
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1129
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<400> 137
Asp Thr Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln His Val Gly Thr Asn
20 25 30
Val Asp Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Gly Ala Ser Ile Arg Tyr Thr Gly Val Pro Asp Arg Phe Thr Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Leu Gln Tyr Asn Tyr Asn Pro Tyr
85 90 95
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 138
<211> 321
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> Secuencia de polinucleétido que codifica la regién variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB
1129.91
<400> 138
gacacccaga tgactcagtc tccgtcaagcec ctttcetgect ctgttggaga tcgagtcaca
attacgtgca aggcaagcca acacgtgggt accaacgtgg actggtatca acagaagcca
gggaaggtcc ccaaactgct gatctacggt gccagtattc gectataccgg cgtgecctgat
cgcttcaccg gaagecgggtce agggaccgat ttcacactga caatcagcectc cctgcecaacct
gaagacgtgg ctacttacta ctgcctgcag tacaactata atccctacac ctttggeccag
ggcaccaaac tggagataaa g
<210> 139
<211>118
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1129 (cadena pesada)

<400> 139

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Val Val Gln Pro Gly Arg

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Thr Ser Gly Phe Ile Phe Ser Asn Phe
25

20

30

98

60

120

180

240

300

321



ES 2729278 T3

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ala Ser Ile Ser Pro Ser Gly Gly Asn Ala Tyr Tyr Arg Asp Ser Val

50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Thr Thr Leu Tyr

65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

85 90 95
Thr Arg Arg Ala Tyr Ser Ser Pro Phe Ala Phe Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 140

<211> 354

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de polinucleétido que codifica la regién variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB
1129.g1(cadena pesada)

10

15

20

25

<400> 140
gaggtgcaac

agttgtgcaa
cctggtaagg
agggacagcg
ctgcagatga
tattcttcece
<210> 141

<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

ttgtggaatc
caagcggctt
gcctcegaatg
tgaaaggacg
atagtctgag

cttttgecett

<223> Anticuerpo CDR

<400> 141

aggaggtggc
tatcttctce
ggtggctagt
cttcactatc
ggccgaggat

ttggggacag

gtggttcage
aacttcggga
attagcccaa
agccgagata
accgcagtgt

gggactctgg

Lys Ala Ser Lys Ser Ile Ser Asn His Leu Ala

1

<210> 142
<211>7
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

5

<223> Anticuerpo CDR

<400> 142

Ser Gly Ser Thr Leu Gln Pro

1

5

10

ccggtagatc
tgtcttgggt
gcgggggaaa
actccaagac
actactgcac

tgacagtctce

99

acttcgtctg
tagacaggct
cgcctactat
cacgctgtat
tcgacgggece

gagc

60

120

180

240

300

354
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ES 2729278 T3

<210> 143
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 143
Gln Gln Tyr Asp Glu Tyr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 144
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 144
Gly Phe Ser Leu Asn Ser Tyr Thr Ile Thr
1 5 10

<210> 145
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 145

Ala Ile Ser Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Phe Asn Ser Ala Leu Lys Ser

1 5 10

<210> 146
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 146
Pro Arg Trp Tyr Pro Arg Ser Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 147
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Regidn variable del anticuerpo para el anticuerpo

anti-TcdB 1134

100



10

15

<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1134.g5

ES 2729278 T3

<400> 147
Asp Val Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Phe Leu
1 5 10
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Lys
20 25
Leu Ala Trp Tyr Gln Glu Lys Pro Gly Lys Ala
35 40
His Ser Gly Ser Thr Leu Gln Pro Gly Thr Pro
50 55
Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile
65 70 75
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr
85 90
Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 148
<211> 321
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<400> 148
gacgtccagce tcactcaatc tccctecttt ctgtetgett
ataacctgca aggcctccaa atcaattagc aaccatctgg
ggcaaagcca ataagctgect gatccactcce ggctcaacte
cgatttagcg gatctgggag cggaaccgag ttcacactta
gaggacttcg ccacctatta ctgccagcaa tacgacgaat
gggacaagat tggaaatcaa g
<210> 149
<211>118
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1134 (cadena pesada)

Ser Ala Ser

Ile Ser

30

Ser

Asn Lys Leu

45

Ser Phe

60

Arg

Ser Ser Leu

Asp Glu Tyr

ctgtgggega
catggtatca
tgcaaccegg
ccattagctc

acccctatac

101

val
15

Gly

Asn His

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro
95

Tyr

tcgegtgaca
ggagaagcct
taccccaagce

cctgcaaccg

gttcggecaa

60

120

180

240

300

321



ES 2729278 T3

<400> 149
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Asn Ser Tyr
20 25 30
Thr Ile Thr Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Ala Ala Ile Ser Gly Gly Gly Ser Thr Tyr Phe Asn Ser Ala Leu Lys
50 55 60
Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Ser Gln Val Ser Leu
65 70 75 80
Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Thr
85 90 95
Arg Pro Arg Trp Tyr Pro Arg Ser Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Arg Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser
115
<210> 150
<211> 354
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Polinucleétido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1134.g5 (cadena
pesada)

10

15

20

25

<400> 150

gaagttcagc tgcaggaatc tggacctggc ttggtgaaac caagcgagac acttagtctc 60
acttgcaccg tttcecggett ctcccttaat tcectacacga tcacttgggt geggcaacca 120
cccgggaaag gactggaatg gatcgcagec attagegggg gagggagcac ctatttcaac 180
tcggectctca agagccgegt gaccatatcc cgtgacacaa gcaagagcca ggtttccctg 240
aagctgagct ccgtgactgc tgccgatacg gctgtttact attgcaccecg acctegetgg 300
tatcccegtt cctatttega ctactgggga agaggcacac tggttacegt cteg 354
<210> 151

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Anticuerpo CDR

<400> 151

Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Asn Asn Val Ala

1 5 10

<210> 152

<211>7

<212> PRT

<213> Artificial

102
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<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 152
Tyr Ala Ser Asn Arg Phe Thr
1 5

<210> 153
<211>9
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 153
Gln Arg Val Tyr Gln Ser Thr Trp Thr
1 5

<210> 154
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 154
Gly Phe Ser Leu Thr Ser Tyr Tyr Val His
1 5 10

<210> 155
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 155

Cys Ile Arg Thr Gly Gly Asn Thr Glu Tyr Gln Ser Glu Phe Lys Ser

1 5 10

<210> 156
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 156
Gly Asn Tyr Gly Phe Ala Tyr
1 5

<210> 157
<211> 107
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1151

103
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<223> Polinucledtido que codifica la region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1151.g1

<400> 157
Ala Ile Gln Met Thr Gln
1 5
Asp Arg Val Thr Ile Thr
20
Val Ala Trp Tyr Gln His
35
Tyr Tyr Ala Ser Asn Arg
50
Gly Gly Tyr Gly Thr Asp
65 70
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr
85
Thr Phe Gly Gln Gly Thr
100 105
<210> 158
<211> 321
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<400> 158
gcgattcaaa tgactcagtc
atcacgtgca aagcatcaca
gggaaggcac caaaactctt
aggttcacgg gagggggtta
gaggacttecg ccacctatta
ggaacgaaag tggaaatcaa g
<210> 159
<211> 114
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1151 (cadena pesada)

Ser

Cys

Lys

Phe

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Lys

Pro

40

Thr

Thr

Cys

val

ES 2729278 T3

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Arg

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Val

Lys

gccctcateg cttagegegt

gatctactac gccagcaaca
cgggacagac tttactttga

ctgtcagagg gtctaccagt

Ser

Asn

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Ala

val

Lys

45

Arg

Ser

Gln

Ser

Gly

30

Leu

Phe

Leu

Ser

ccgtcggaga

aaatgtcggg aacaatgtgg catggtatca

val
15

Gly

Asn Asn

Leu Ile

Thr Gly

Gln Pro

80

Thr
95

Trp

tagagtgacg

gcataaaccg

ggtttactgg tgtccegtca

ccatttegtce

caacgtggac

104

gcttcageceg

atttggccag

60

120

180

240

300

321
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<400> 159
Glu Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val
1 5 10
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser
20 25
Tyr Val His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40
Gly Cys Ile Arg Thr Gly Gly Asn Thr Glu Tyr Gln
50 55 60
Ser Arg Val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn
65 70 75
Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val
85 90
Arg Gly Asn Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105
Val Ser
<210> 160
<211> 342
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Secuencia de polinucleétido que codifica la regién variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB

1151.g4 (cadena pesada)

Lys

Leu

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Glu

val

Tyr

Leu
110

<400> 160

gaagtacaac tccaagagtc ggggcctggt ctggtcaage cgtccgaaac
acgtgtacgg tatcaggatt ctcacttaca tcatactacg tccactgggt
cccgggaagg gtecttgagtg gatgggectge attagaaccg gagggaatac
agcgaattta agagccgegt cactatcage cgggatacgt ccaaaaacca
aaattgtcct ccgtgacgge cgctgacacce gcagtgtact attgegegeg
ggctttgegt attggggaca ggggacgctc gtaactgtcet cg

<210> 161

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Anticuerpo CDR

<400> 161

Lys Ala Ser Gln Asn Ile Asn Lys Tyr Leu Asp

1 5 10

<210> 162

<211>7

<212> PRT

<213> Artificial

105

Ser Glu

15

Ser Tyr

Trp Met
Phe

Lys

Leu
80

Ser

Cys Ala

95

Val Thr

actttcgetg
gaggcagcca
cgagtaccag
ggtgtcgetce

aggaaactat

60

120

180

240

300

342
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<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 162
Asn Ile Gln Ser Leu His Thr

1 5

<210> 163
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 163
Phe Gln His Asn Ser Gly Trp

1 5

<210> 164
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 164
Gly Phe Thr Phe Thr Gln Ala Ala Met Phe

1 5 10

<210> 165
<211>19
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 165

Arg Ile Ser Thr Lys Ser Asn Asn Phe Ala Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser

1 5 10

Val Lys Gly

<210> 166
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Anticuerpo CDR

<400> 166

Pro Ala Tyr Tyr Tyr Asp Gly Thr Val Pro Phe Ala Tyr

1 5 10

<210> 167
<211> 106
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> Regiodn variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1153.g8

106
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<400> 167
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asn Ile Asn Lys Tyr
20 25 30
Leu Asp Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Val Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45
Tyr Asn Ile Gln Ser Leu His Thr Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80
Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Phe Gln His Asn Ser Gly Trp Thr
85 90 95
Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105
<210> 168
<211> 318
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> Secuencia de polinucleétido que codifica la regién variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB
1153.98

10

15

<400> 168

gatatacaga tgactcagtc cccttctage ctttcagett cegtgggega tagagtgact 60
atcacgtgta aggctagtca gaacattaac aagtatctgg actggtacca gcagaaaccc 120
gggaaggttc ccaagctgct gatctacaac atccagtccce tgcatacagg cattcctage 180
cggtttageg gatctggttc agggaccgac ttcaccctga caatcagctc tctgcaacca 240
gaagacgtgg ccacctatta ctgcttccag cacaatagtg gctggacttt tggacaaggt 300
accaggctgg agatcaaa 318
<210> 169

<211>123

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Region variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB 1153 (injerto 8 cadena pesada)

107



10

15

<400> 169

Glu Val Gln

1

Ser Leu

Ala Met

35

Ala Arg

50

Ser Val

65

Val Tyr

Tyr

Cys

Tyr Trp

Lys

Phe

Ile

Lys

Leu

Thr

Gly

Leu Val Gl

Leu Ser

20

Trp Val

Ser Thr

Gly Arg

70

Gln Met

85

As

Ala Al

100

Pro

Gln Gly

115

<210> 170
<211> 369
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de polinucleétido que codifica la regién variable del anticuerpo para el anticuerpo anti-TcdB

1153.98 (cadena pesada)

<400> 170
gaggttcagc

tcttgegeeg
agtgggaagg
tactatccgg
gtgtacctge
cccgectatt
actgtcteg

<210> 171
<211> 2710
<212> PRT

tggtggaatc
caagcggcett
gtcttgaagg
actccgtgaa
agatgaacag

attacgatgg

<213> Clostridia

Cys

Arg

Lys

Phe

Thr

u Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

40

Ser Asn

55

Thr Ile

n Ser Leu
a Tyr

Tyr

Val
120

Leu

aggagggggt
tacgtttacc
catcgcaaga
aggccggttt
tctcaagacce

cacagtgcct

ES 2729278 T3

Gly Gly Leu

10

Ser Phe

25

Gly

Ser Gly Lys

Asn Phe Ala

Ser Arg Asp

75

Thr
90

Lys Glu

Tyr
105

Asp Gly

Thr Val Ser

ctggtgcaac
caggccgcta
atcagcacca
accatttctc
gaggacacag

ttcgecatact

Val Gln Pro

Thr Phe Thr

30

Leu Glu

45

Gly

Thr
60

Tyr Tyr

Asp Ser Lys

Asp Thr Ala

Thr Val Pro

110

caggaggctc
tgttctgggt
agagcaacaa
gcgatgacag
ccgtgtacta

ggggacaggg

108

Gly
15

Gly
Gln Ala
Gly Ile
Pro

Asp

Thr
80

Asn

vVal
95

Tyr

Phe Ala

cctgaaactg
taggcaggcce
tttegectacg
caagaacacc
ttgtactgct

tactttggtg

60

120

180

240

300

360

369



<400> 171

Met Ser Leu

1

Arg

Tyr

Lys

Ser

Glu

Leu

Tyr

Trp

val

145

Gln

Phe

Ile

Leu

Thr

225

Ala

Pro

Asn

Lys

50

Ser

Val

His

Ile

Tyr

130

Glu

Asn

Ile

Asn

val

210

Asn

Asn

Arg

Lys

35

Leu

Arg

Ile

Phe

Lys

115

Asp

Ser

Pro

Tyr

Lys

195

Ser

Ser

Ser

Ile

Glu

20

Leu

Asn

Asn

Leu

val

100

Gln

Ser

Ser

Gln

Asp

180

Pro

Glu

Leu

Leu

Ser

Asn

Thr

Glu

Arg

Ile

Trp

Trp

Glu

Thr

Phe

165

Arg

Thr

Tyr

Arg

Phe
245

Lys

Glu

Thr

Ser

Ala

70

Lys

Ile

Ala

Ala

Thr

150

Asp

Gln

val

Asn

Lys

230

Thr

Glu

Tyr

Asn

Ile

55

Leu

Asn

Gly

Asp

Phe

135

Glu

Asn

Lys

Pro

Arg

215

Ile

Glu

Glu

Lys

Asn

40

Asp

Ser

Ser

Gly

Ile

120

Leu

Ala

Met

Arg

Thr

200

Asp

Asn

Gln

Leu

Thr

25

Asn

val

Asn

Asn

Glu

105

Asn

Val

Leu

Lys

Phe

185

Ile

Glu

Ser

Glu

ES 2729278 T3

Ile

10

Ile

Glu

Phe

Leu

Thr

Val

Ala

Asn

Gln

Phe

170

Ile

Asp

Thr

Asn

Leu
250

Lys

Leu

Asn

Met

Lys

75

Ser

Ser

Glu

Thr

Leu

155

Tyr

Asn

Asp

val

His

235

Leu

Leu

Thr

Lys

Asn

60

Lys

Pro

Asp

Tyr

Leu

140

Leu

Lys

Tyr

Ile

Leu

220

Gly

Asn

109

Ala

Asn

Tyr

45

Lys

Asp

Val

Ile

Asn

125

Lys

Glu

Lys

Tyr

Ile

205

Glu

Ile

Ile

Tyr

Leu

30

Leu

Tyr

Ile

Glu

Ala

110

Ile

Lys

Glu

Arg

Lys

190

Lys

Ser

Asp

Tyr

Ser

15

Asp

Gln

Lys

Leu

Lys

95

Leu

Lys

Ala

Glu

Met

175

Ser

Ser

Tyr

Ile

Ser
255

Ile

Glu

Leu

Thr

Lys

80

Asn

Glu

Leu

Ile

Ile

160

Glu

Gln

His

Arg

Arg

240

Gln



Glu

Leu

Leu

Ser

305

Lys

Leu

Ser

Asp

Ala

385

Gln

Ile

Ser

Ile

Ile

465

Ile

Leu

Leu

Leu

Pro

290

Ile

Tyr

Asp

Glu

Leu

370

Leu

Val

Glu

Leu

Ala

450

Ser

Asn

Ile

Leu

Ala

275

Gly

Gly

Lys

Gln

Lys

355

Glu

Ile

Lys

Ser

Phe

435

Pro

Leu

Leu

Glu

Asn

260

Leu

Ile

Leu

Lys

Gln

340

Ser

Ile

Ser

Asn

Asp

420

Asn

Tyr

Ser

Gln

Phe

Arg

Lys

His

Asp

Tyr

325

Leu

Glu

Lys

Lys

Arg

405

Asn

Ser

Leu

Gly

Glu

485

Lys

Gly

Asn

Ser

Arg

310

Ile

Lys

Ile

Ile

Gln

390

Tyr

Asn

Ala

Gln

Pro

470

Asn

Phe

Asn

Phe

Asp

295

Trp

Asn

Asp

Phe

Ala

375

Gly

Gln

Phe

Thr

Vval

455

Gly

Thr

Pro

Leu

Gly

280

Leu

Glu

Asn

Asn

Ser

360

Phe

Ser

Phe

Thr

Ala

440

Gly

Ala

Ile

Glu

ES 2729278 T3

Ala

265

Gly

Phe

Met

Tyr

Phe

345

Lys

Ala

Tyr

Leu

Asp

425

Glu

Phe

Tyr

Glu

Asn

Ala

val

Lys

Ile

Thr

330

Lys

Leu

Leu

Leu

Asn

410

Thr

Asn

Met

Ala

Lys

490

Asn

Ala

Tyr

Thr

Lys

315

Ser

Leu

Glu

Gly

Thr

395

Gln

Thr

Ser

Pro

Ser

475

Thr

Leu

Ser

Leu

Ile

300

Leu

Glu

Ile

Asn

Ser

380

Asn

His

Lys

Met

Glu

460

Ala

Leu

Ser

110

Asp

Asp

285

Ser

Glu

Asn

Ile

Leu

365

val

Leu

Leu

Ile

Phe

445

Ala

Tyr

Lys

Gln

Ile

270

Val

Arg

Ala

Phe

Glu

350

Asn

Ile

val

Asn

Phe

430

Leu

Arg

Tyr

Ala

Leu

val

Asp

Pro

Ile

Asp

335

Ser

Val

Asn

Ile

Pro

415

His

Thr

Ser

Asp

Ser

495

Thr

Arg

Met

Ser

Met

320

Lys

Lys

Ser

Gln

Glu

400

Ala

Asp

Lys

Thr

Phe

480

Asp

Glu



Gln

Gln

Asp

545

Leu

Lys

Tyr

Ile

Asp

625

Arg

Lys

Leu

Ser

Tyr

705

Ile

Ile

Glu

Phe

530

Asn

Leu

Asn

Glu

Ile

610

Asp

Leu

Asp

Ser

Pro

690

Asp

Met

Thr

Ile

515

Glu

Gly

Asn

Tyr

Ala

595

Gln

Gly

Lys

Glu

Asn

675

Lys

Phe

Asp

Ile

500

Asn

Lys

val

Asn

Val

580

Thr

Arg

Glu

Asn

Phe

660

Glu

Asn

Asn

Lys

Gly
740

Ser

Tyr

Asp

Lys

565

His

Cys

Asn

Ser

Lys

645

Asn

Ile

val

Val

Ile

725

Ala

Leu

Vval

Phe

550

Ile

Tyr

Asn

Met

Ile

630

Glu

Thr

Ser

Glu

Glu

710

Thr

Asn

Trp

Arg

535

Asn

Pro

Ile

Leu

Asn

615

Leu

Lys

Ser

Ser

Val

695

Glu

Ser

Gln

Ser

520

Asp

Lys

Ser

Ile

Phe

600

Glu

Glu

Val

Glu

Phe

680

Asn

Thr

Thr

Tyr

ES 2729278 T3

505

Phe

Tyr

Asn

Asn

Gln

585

Ser

Ser

Leu

Lys

Phe

665

Leu

Leu

Tyr

Leu

Glu
745

Asp

Thr

Thr

Asn

570

Leu

Lys

Ala

Asn

val

650

Ala

Asp

Leu

Pro

Pro

730

val

Gln

Gly

Ala

555

val

Gln

Asn

Lys

Lys

635

Thr

Arg

Thr

Gly

Gly

715

Asp

Arg

Ala

Gly

540

Leu

Glu

Gly

Pro

Ser

620

Tyr

Phe

Leu

Ile

Cys

700

Lys

Val

Ile

111

Ser

525

Ser

Asp

Glu

Asp

Lys

605

Tyr

Arg

Ile

Ser

Lys

685

Asn

Leu

Asn

Asn

510

Ala

Leu

Lys

Ala

Asp

590

Asn

Phe

Ile

Gly

vVal

670

Leu

Met

Leu

Lys

Ser
750

Lys

Ser

Asn

Gly

575

Ile

Ser

Leu

Pro

His

655

Asp

Asp

Phe

Leu

Asn

735

Glu

Tyr

Glu

Tyr

560

Ser

Ser

Ile

Ser

Glu

640

Gly

Ser

Ile

Ser

Ser

720

Ser

Gly
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Arg Lys Glu Leu Leu Ala His Ser Gly Lys Trp Ile Asn Lys Glu Glu
755 760 765

Ala Ile Met Ser Asp Leu Ser Ser Lys Glu Tyr Ile Phe Phe Asp Ser
770 775 780

Ile Asp Asn Lys Leu Lys Ala Lys Ser Lys Asn Ile Pro Gly Leu Ala
785 790 795 800

Ser Ile Ser Glu Asp Ile Lys Thr Leu Leu Leu Asp Ala Ser Val Ser
805 810 815

Pro Asp Thr Lys Phe Ile Leu Asn Asn Leu Lys Leu Asn Ile Glu Ser
820 825 830

Ser Ile Gly Asp Tyr Ile Tyr Tyr Glu Lys Leu Glu Pro Val Lys Asn
835 840 845

Ile Ile His Asn Ser Ile Asp Asp Leu Ile Asp Glu Phe Asn Leu Leu
850 855 860

Glu Asn Val Ser Asp Glu Leu Tyr Glu Leu Lys Lys Leu Asn Asn Leu
865 870 875 880

Asp Glu Lys Tyr Leu Ile Ser Phe Glu Asp Ile Ser Lys Asn Asn Ser
885 890 895

Thr Tyr Ser Val Arg Phe Ile Asn Lys Ser Asn Gly Glu Ser Val Tyr
900 905 910

Val Glu Thr Glu Lys Glu Ile Phe Ser Lys Tyr Ser Glu His Ile Thr
915 920 925

Lys Glu Ile Ser Thr Ile Lys Asn Ser Ile Ile Thr Asp Val Asn Gly
930 935 940

Asn Leu Leu Asp Asn Ile Gln Leu Asp His Thr Ser Gln Val Asn Thr
945 950 955 960

Leu Asn Ala Ala Phe Phe Ile Gln Ser Leu Ile Asp Tyr Ser Ser Asn
965 970 975

Lys Asp Val Leu Asn Asp Leu Ser Thr Ser Val Lys Val Gln Leu Tyr
980 985 990

Ala Gln Leu Phe Ser Thr Gly Leu Asn Thr Ile Tyr Asp Ser Ile Gln
995 1000 1005

112



Leu

Leu

Asp

His

Leu

Ile

Ala

Ile

Leu

Lys

Phe

Met

Phe

Ile

Lys

Trp

Val
1010

Pro
1025

Gly
1040

Asp
1055

Ala
1070

Val
1085

Gly
1100

Leu
1115

Ser
1130

Ile
1145

Asn
1160

Glu
1175

Phe
1190

Tyr
1205

Lys
1220

Glu
1235

Asn

Thr

Ile

Pro

Ile

Gly

Ile

His

Glu

Leu

Asn

Gly

Ser

Ser

Ile

Thr

Leu

Ile

Asn

Leu

Asn

Ile

Ser

Asp

Ser

Val

Asn

Gly

Ser

Ala

Met

Gly

Ile

Thr

Leu

Leu

Met

Gly

Ala

Lys

Lys

Pro

Ser

Ser

Pro

Ile

Met

Ala

Ser

Glu

Gly

Lys

Ser

Ala

Gly

Ala

Lys

Ile

Ile

Gly

Ser

Gly

Leu

Val

Asn
1015

Gly
1030

Ala
1045

Lys
1060

Leu
1075

Glu
1090

Ile
1105

Thr
1120

Tyr
1135

Asp
1150

Lys
1165

His
1180

Ile
1195

Ile
1210

Pro
1225

Pro
1240

Ala

Ile

Ala

Glu

Ser

Val

Pro

Ser

Gly

Asp

Leu

Thr

Ser

Glu

Asn

Gly

ES 2729278 T3

Val

Pro

Ile

Leu

Ile

Thr

Ser

Val

Pro

Leu

Gly

Val

Ser

Thr

Ala

Leu

Asn

Ile

Lys

Glu

Ala

Ile

Leu

Val

Leu

Val

Thr

Thr

His

Glu

Pro

Arg

Asp

val

Glu

Ala

Ala

Phe

Val

Asn

Lys

Ile

Cys

Gly

Ile

Asn

Ser

Ser

Thr
1020

Ser
1035

Leu
1050

Lys
1065

Thr
1080

Leu
1095

Asn
1110

Tyr
1125

Thr
1140

Ser
1155

Asn
1170

Asn
1185

Pro
1200

Leu
1215

Arg
1230

Leu
1245

113

Ile

Thr

Leu

val

val

Leu

Asn

Phe

Glu

Glu

Ile

Ile

Ser

Asp

val

Glu

Asn

Ile

Asp

Gly

Ala

Pro

Glu

Asn

Asp

Ile

Leu

Asp

Leu

Phe

Phe

Asn

Val

Leu

Glu

val

Ser

Ile

Leu

His

Asp

Asp

Ala

His

Ser

Ser

Trp

Asp



Gly

Phe

Leu

Lys

Ile

Tyr

Leu

Arg

Ile

Ile

Lys

Ser

Leu

Thr

Ala

Ile

Thr
1250

Tyr
1265

Lys
1280

Asp
1295

Arg
1310

Ser
1325

Ser
1340

Glu
1355

Lys
1370

Ile
1385

Asp
1400

Leu
1415

Leu
1430

Ile
1445

Tyr
1460

Ser

Arg

Trp

Pro

Thr

Asn

Leu

Lys

Ile

Asp

Gly

Arg

Ile

Ser

Glu

Asn

Lys

Leu

Arg

Val

Arg

Lys

Leu

Asp

Ser

val

Asn

Tyr

Ile

Gly

Lys

Tyr

Thr

Leu

Phe

Tyr

Asn

Leu

Leu

Asp

Ile

Leu

Gln

Ile

Glu

Asp

Ile

Thr

Ser

Asp

Tyr

Glu

Phe

Ser

Ser

Leu

Glu

Ser

Thr

Phe

Ile

Lys

Asn

Asp

Gln

Ser
1255

Ala
1270

Asp
1285

Ile
1300

Tyr
1315

Ser
1330

Trp
1345

Asn
1360

Lys
1375

Ile
1390

Leu
1405

Asn
1420

Asn
1435

Thr
1450

Glu
1465

Lys

Ile

Phe

Thr

Met

Ser

Tyr

Ile

Gly

Ile

Asp

Thr

Leu

Tyr

Leu

Ser

Ser
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Arg

Phe

Asn

Pro

Phe

Pro

Phe

Thr

Asp

Phe

Cys

Val

Leu

Gly

Asn

Ile

Asp

Asp

Ile

Thr

Asp

Ile

Asn

Ile

Ile

Ser

Glu

Ala

Ile

Leu

Asn

Ile

Leu

Tyr

Lys

Ile

Gly

Ser

Ile

Lys

Asn

Gly

Leu

Lys

Ser

Asp

Lys

His

Tyr
1260

Ala
1275

Ile
1290

Thr
1305

Ala
1320

Thr
1335

Asp
1350

Lys
1365

Lys
1380

Asp
1395

Asp
1410

Ser
1425

Asn
1440

Ser
1455

Tyr
1470

Tyr

114

Pro

Ile

Lys

Thr

Gly

Asn

Asn

Gly

Asn

Ile

Asp

Tyr

Leu

Lys

Phe

Lys

Gly

Thr

Leu

Asn

Gly

Ile

Glu

Lys

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Asn

Gly

Lys

Lys

Thr

Asp

Glu

Thr

Asn

val

Leu

Leu

Asn

Ile

Leu

Asn

Ile

Ala

Asp



Ser

Asn

Asp

Thr

Gln

Ser

Ser

Leu

Thr

Asp

Ser

Val

Thr

Tyr

Ile

1475

Lys
1490

Ser
1505

Asp
1520

Asp
1535

val
1550

Tyr
1565

Asn
1580

Phe
1595

Leu
1610

Asn
1625

Ser
1640

Val
1655

Ser
1670

Ile
1685

Asn
1700

Asn

Lys

Ile

Lys

Lys

Leu

Phe

Gly

Val

Asn

Ser

Glu

Leu

Asn

Ile

Ile

Asp

Asn

Ser

Val

Asp

Met

Phe

Gly

Lys

Lys

Pro

Asp

Lys

Asn

Leu

Phe

Thr

Ile

Asn

Phe

Asn

Glu

Lys

Asn

Ser

Ile

Phe

Val

Thr

Glu

Ile

Ile

Asp

Gly

Val

Leu

Asn

Thr

Ile

Thr

Tyr

Ser

Leu

Asn

1480

Phe
1495

Ala
1510

Thr
1525

Phe
1540

Leu
1555

Lys
1570

Phe
1585

Ile
1600

Asn
1615

Asp
1630

Ile
1645

Asn
1660

Tyr
1675

Ile
1690

Tyr
1705

Tyr

Glu

Gly

Ser

Tyr

Asn

Leu

Asn

Leu

Ile

Phe

Pro

Glu

Ala

Tyr
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Asn

Asp

Lys

Ile

Leu

Ser

Asp

Phe

Gly

Tyr

Ser

Asp

Pro

Pro

Ser

Asp

Ile

Tyr

Ser

Asn

Asp

Asn

vVal

Tyr

Phe

Gly

Thr

Leu

Asp

Asn

Ser

Asn

Tyr

Leu

Glu

Gly

Ile

Ile

Val

Gly

Asn

Gly

Tyr

Leu

Glu

1485

Thr
1500

Val
1515

vVal
1530

Val
1545

Ser
1560

His
1575

Ser
1590

Asp
1605

Glu
1620

Glu
1635

Gly
1650

Glu
1665

Gly
1680

Tyr
1695

Tyr
1710
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Leu

Phe

Asp

Ser

Val

His

Phe

Lys

Phe

Trp

Arg

Asp

Ile

Thr

Tyr

Glu

Met

Asn

Lys

Tyr

Asn

Trp

Tyr

Ile

Lys

Asn

Ile

Asp

Ser

Pro

Phe

Lys

Asn

Asn

Ser

Thr

Lys

Phe

Cys

Thr

Val

Ser

Arg

Leu

Glu



Ile

Asn

Ser

Ile

Ser

Ser

Asn

Lys

Ile

Asn

Phe

Asn

Gly

Asn

Ser

Asn

Ile
1715

Leu
1730

Asp
1745

Leu
1760

Phe
1775

Leu
1790

Glu
1805

Thr
1820

Asn
1835

Leu
1850

Asp
1865

Gly
1880

val
1895

Thr
1910

Lys
1925

Ser
1940

Val

Asp

Phe

Gln

Asn

Gly

Leu

Tyr

Ile

val

Ile

Lys

Phe

Gln

Phe

Lys

Leu

Ser

Ile

Lys

Lys

Tyr

Asp

Tyr

Asn

Thr

Asn

His

Lys

Asn

Leu

Ala

Asn

Ser

Leu

Ile

Met

Ile

Arg

Tyr

Asn

Gly

Thr

Phe

Gly

Asn

Thr

val

Pro

Ser

Val

Arg

Ser

Met

Asp

Asp

Ser

Trp

Gly

Tyr

Pro

Asn

Leu

Thr

Asn
1720

Phe
1735

Arg
1750

Ile
1765

Ile
1780

Ser
1795

His
1810

Glu
1825

Leu
1840

Gln
1855

Ala
1870

Phe
1885

Asp
1900

Ile
1915

Asn
1930

Gly
1945

Thr

Glu

Tyr

Lys

Asp

Asn

Leu

Asp

Phe

Thr

Ala

Asn

Gly

Glu

Gly

Trp
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Phe

Tyr

Leu

Gly

Phe

Phe

Gly

Ser

Tyr

Ile

Leu

Asn

Phe

Gly

Lys

Arg

His

Lys

Glu

Ile

Lys

Lys

Phe

Lys

Phe

Asn

Thr

Asp

Glu

Gln

Lys

Ile

Lys

Trp

Glu

Leu

Asp

Ser

Lys

Leu

Asp

Gly

Ser

Gly

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Lys
1725

Ser
1740

Ser
1755

Ser
1770

Ile
1785

Phe
1800

Ile
1815

Val
1830

Pro
1845

Lys
1860

Tyr
1875

Val
1890

Phe
1905

Ile
1920

Tyr
1935

Asn
1950
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Vval

Thr

Asn

Asn

Lys

Asn

Ile

Lys

Ile

Lys

Lys

Met

Ala

val

Phe

Asn

Asn

Glu

Lys

Thr

Lys

Ser

Asp

Gly

Glu

Tyr

Ile

Gln

Pro

Tyr

Asp

Glu

Ile

Gly

Lys

Gln

Leu

Glu

Asn

Leu

Phe

Tyr

Ile

Leu

Ala

Gln

Asn

Lys



Tyr

val

Ile

Asp

Gly

Val

Thr

Lys

Ser

Tyr

Ile

Ala

Thr

Lys

Phe

Asp

Tyr
1955

Ile
1970

Ser
1985

Thr
2000

Lys
2015

Phe
2030

Tyr
2045

Phe
2060

Lys
2075

Phe
2090

Asp
2105

Thr
2120

Asn
2135

His
2150

Lys
2165

Ala
2180

Phe

Asp

Lys

Asp

His

Ser

Asn

Leu

Ala

Asn

Gly

Gly

Thr

Phe

Gly

Asn

Asn

Asn

Gly

Thr

Phe

Thr

Asn

Thr

Val

Thr

Lys

Trp

Ala

Tyr

Pro

Asn

Pro

Asn

Trp

Ala

Tyr

Ser

Asn

Leu

Thr

Asn

Lys

Gln

Ile

Phe

Asn

Ile

Asn

Lys

Gln

Ile

Phe

Asn

Ile

Asn

Gly

Thr

Tyr

Thr

Ala

Asn

Gly

Glu

Asn
1960

Tyr
1975

Thr
1990

Ala
2005

Asp
2020

Gly
2035

Glu
2050

Gly
2065

Leu
2080

Ala
2095

Tyr
2110

Ile
2125

Ser
2140

Thr
2155

Phe
2170

Gly
2185

Ala

Tyr

val

Phe

Ser

Phe

Gly

Lys

Gln

Glu

Phe

Asp

Thr

Asp

Glu

Gln
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Ile

Phe

Asn

Asn

Asp

Glu

Gln

Lys

Thr

Ala

Asn

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ala

Ala

Asn

Gly

Gly

Cys

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Ala

Thr

Lys

Tyr

Ile

Phe

Ile

Ala

Pro

Ser

Tyr

vVal

Phe

Ile

Tyr

Asp

Thr

Asn

Lys

Thr

Met

Ala

Leu

Val
1965

Asp
1980

Arg
1995

Lys
2010

val
2025

Ala
2040

Val
2055

Phe
2070

Ser
2085

Gly
2100

Thr
2115

Tyr
2130

Ile
2145

Gln
2160

Pro
2175

Tyr
2190
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Gly

Thr

Tyr

Thr

Lys

Pro

Tyr

Asp

Lys

Trp

Ala

Tyr

Ile

Ile

Ala

Gln

Leu

Ala

Tyr

Ile

Ile

Ala

Gln

Asn

Lys

Gln

Glu

Phe

Asn

Gly

Asn

Asn

Gln

Ile

Phe

Asp

Gly

Asn

Ser

Asn

Tyr

Thr

Ala

Asn

Gly

Val

Thr

Glu



Phe

Lys

Phe

Asn

Gly

Asn

Phe

Gly

Lys

Gln

Glu

Phe

Asp

Thr

Asp

Glu

Leu
2195

Ala
2210

Asn
2225

Asn
2240

Tyr
2255

Glu
2270

Glu
2285

Gln
2300

Lys
2315

Thr
2330

Ala
2345

Asn
2360

Gly
2375

Gly
2390

Gly
2405

Tyr

Thr

Val

Pro

Asp

Ile

Ser

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Ala

Leu

Lys

Tyr

Ile

Phe

Leu

Thr

Asn

Lys

Thr

Lys

Phe

Ile

Tyr

Asp

Thr

Asn

Lys

Thr

Met

Ala

Asn

Gly

Asn

Tyr

Ile

Met

Ala

val

Phe

Gly

Gly

Thr

Tyr

Ser

Gln

Pro

Gly

Trp

Ala

Tyr

Glu

Val

Pro

Tyr

Asp

Lys

Trp

Ala

Tyr

Ile

Ile

Ala

Lys
2200

Arg
2215

Ile
2230

Phe
2245

Arg
2260

Thr
2275

Ala
2290

Gln
2305

Asn
2320

Lys
2335

Gln
2350

Glu
2365

Phe
2380

Asn
2395

Gly
2410

Asn

Lys

Ile

Ala

Ser

Asn

Gly

Asn

Asn

Asp

Tyr

Thr

Ala

Asn

Gly

val

Thr
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Tyr

Ile

Ala

Tyr

Asn

val

Thr

Lys

Ser

Tyr

Ile

Ala

Thr

Lys

Phe

Asp

Tyr

Asn

Ile

Asp

Phe

Phe

His

Phe

Lys

Phe

Asp

Thr

Asn

His

Lys

Ala

Phe

Asn

His

Gly

Tyr

Lys

Asn

Leu

Ala

Asn

Gly

Gly

Thr

Phe

Gly

Asn

Gly
2205

Lys
2220

Leu
2235

Ile
2250

Phe
2265

Gly
2280

Asn
2295

Thr
2310

VvVal
2325

Leu
2340

Lys
2355

Trp
2370

Phe
2385

Tyr
2400

Pro
2415

Asn
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Ser

Lys

Cys

Leu

Asp

Pro

Asn

Leu

Thr

Asn

Lys

Gln

Ile

Phe

Asn

Ile

Asp

Tyr

Thr

Gln

Ala

Asn

Ile

Asn

Gly

Thr

Tyr

Thr

Ala

Asn

Gly

Glu

Ser

Tyr

Ile

Asn

Asn

Gly

Glu

Gly

Trp

Ala

Tyr

Ile

Ser

Thr

Phe

Gly



Gln

Lys

Thr

Ala

Asn

Gly

val

Thr

Arg

Ser

Tyr

Ile

Gly

Asn

Asn

2420

Ala
2435

Tyr
2450

Ile
2465

Val
2480

Thr
2495

Lys
2510

Phe
2525

Asp
2540

Phe
2555

Lys
2570

Phe
2585

Asp
2600

Val
2615

Thr
2630

Arg
2645

Ile

Tyr

Asp

Thr

Asn

His

Lys

Ala

Leu

Ala

Glu

Asn

Phe

Asp

Phe

Leu

Phe

Gly

Gly

Thr

Phe

Gly

Asn

Tyr

Ala

Pro

Lys

Lys

Ala

Leu

Tyr

Gly

Lys

Trp

Ser

Tyr

Pro

Asn

Leu

Thr

Asn

Asn

Gly

Asn

His

Gln

Ser

Lys

Gln

Ile

Phe

Asp

Ile

His

Gly

Thr

Phe

Ser

Asn

Leu

2425

Asn
2440

Asp
2455

Tyr
2470

Thr
2485

Ala
2500

Asn
2515

Gly
2530

Glu
2545

Asp
2560

Trp
2575

Ala
2590

Tyr
2605

Asn
2620

Ile
2635

Leu
2650

Lys

Ser

Tyr

Ile

Ser

Thr

Phe

Gly

Asn

Val

Met

Phe

Gly

Glu

Gly
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Phe

Lys

Phe

Asn

Thr

Asp

Glu

Gln

Ile

Thr

Gly

Arg

Phe

Gly

Lys

Leu

Ala

Asn

Gly

Gly

Gly

Tyr

Ala

Tyr

Ile

Ala

Asn

Glu

Gln

Ile

2430

Thr Leu
2445

Val Thr
2460

Thr Asn
2475

Lys Lys
2490

Tyr Thr
2505

Ile Met
2520

Phe Ala
2535

Ile Arg
2550

Tyr Phe
2565

Asp Gly
2580

Asn Gly
2595

Gly Leu
2610

Tyr Phe
2625

Ala Ile
2640

Tyr Tyr
2655
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Asn

Gly

Thr

Tyr

Ile

Gln

Pro

Tyr

Gly

Asn

Tyr

Pro

Ala

Arg

Phe

Gly

Leu

Ala

Tyr

Ile

Ile

Ala

Gln

Asn

Arg

Lys

Gln

Pro

Tyr

Gly

Lys

Arg

Val

Phe

Ser

Gly

Asn

Asn

Asn

Tyr

Thr

Ile

Ala

Gln

Asn



Asn

Tyr

Phe

Lys

Ser
266

Tyr
267

Glu
269

Ala
270

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

1

Phe

Glu

Leu

Lys

65

Thr

Asn

Asn

Val

vVal
145

Ser

Arg

Tyr

Lys

50

Ser

Glu

Leu

Tyr

Phe

130

Val

Lys

0

Phe

5

Ile

0

Pro

5

172
2366
PRT

Ala vVal Thr

Met Pro Asp

Asp Gly Val

2665

2680
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2670

2685

Gly Trp Gln Thr Ile Asn Gly Lys Val

Thr Ala Met Ala Ala Ala Gly Gly Leu

Ile Tyr Phe Phe Gly Val Asp Gly Val
2700

2695

Gly Ile Tyr Gly

Clostridia

172

Leu

Thr

His

35

Asp

Gly

val

His

Ile

115

Tyr

Glu

val

Gln

20

Asn

Ile

Arg

Leu

Phe

100

Asn

Asp

Ser

Asn

Glu

Met

Asn

Asn

Glu

85

Val

Gln

Ser

Ala

Arg

Asp

Ser

Ser

Lys

70

Leu

Trp

Trp

Asn

Ile
150

2710

Lys Gln

Glu Tyr

Glu Asn

40

Leu Thr

Ala Leu

Lys Asn

Ile Gly

Lys Asp

120

Ala Phe
135

Asn Asp

Leu

val

25

Thr

Asp

Lys

Asn

Gly

105

val

Leu

Thr

Glu

10

Ala

val

Ile

Lys

Asn

90

Gln

Asn

Ile

Leu

Lys

Ile

val

Tyr

Phe

75

Leu

Ile

Ser

Asn

Glu
155

Met

Leu

Glu

Ile

Lys

Thr

Asn

Asp

Thr

140

Ser

120

Ala

Asp

Lys

45

Asp

Glu

Pro

Asp

Tyr

125

Leu

Phe

Asn

Ala

Tyr

Thr

Tyr

val

Thr

110

Asn

Lys

Arg

val

15

Leu

Leu

Tyr

Leu

Glu

95

Ala

Vval

Lys

Glu

Arg

Glu

Lys

Lys

val

80

Lys

Ile

Asn

Thr

Asn
160



Leu

Glu

Gln

Tyr

Ile

225

Arg

Gln

Arg

Met

Ser

305

Met

Met

Lys

Ser

Gln

385

Lys

Asn

Ile

Arg

Leu

210

Glu

Asn

Glu

Ile

Leu

290

Ser

Lys

Leu

Ser

Pro

370

Gly

Gln

Asp

Ile

Glu

195

Ser

Glu

Phe

Leu

Ser

275

Pro

Val

Tyr

Asp

Asp

355

Leu

Leu

Ile

Pro

Tyr

180

Glu

Asn

Ser

Glu

Val

260

Ala

Gly

Thr

Lys

Glu

340

Lys

Glu

Ile

Glu

Arg

165

Asp

Asn

Glu

Leu

Glu

245

Glu

Leu

Ile

val

Glu

325

Glu

Ser

val

Ser

Asn
405

Phe

Lys

Pro

Tyr

Asn

230

Phe

Arg

Lys

Gln

Asp

310

Tyr

Val

Glu

Lys

val

390

Arg

Asp

Gln

Glu

Ser

215

Lys

Lys

Trp

Glu

Pro

295

Phe

Tle

Gln

Ile

Ile

375

Lys

Tyr

Tyr

Lys

Leu

200

Lys

Ile

Asn

Asn

Ile

280

Asp

Trp

Pro

Ser

Phe

360

Ala

Asp

Lys

Asn

Asn

185

Ile

Glu

Thr

Gly

Leu

265

Gly

Leu

Glu

Glu

Ser

345

Ser

Phe

Ser

Ile

ES 2729278 T3

Lys

170

Phe

Ile

Ile

Gln

Glu

250

Ala

Gly

Phe

Met

Tyr

330

Phe

Ser

Asn

Tyr

Leu
410

Phe

Ile

Asp

Asp

Asn

235

Ser

Ala

Met

Glu

Thr

315

Thr

Glu

Leu

Ser

Cys

395

Asn

Phe

Asn

Asp

Glu

220

Ser

Phe

Ala

Tyr

Ser

300

Lys

Ser

Ser

Gly

Lys

380

Ser

Asn

121

Arg

Tyr

Ile

205

Leu

Gly

Asn

Ser

Leu

285

Ile

Leu

Glu

Val

Asp

365

Gly

Asn

Ser

Lys

Tyr

190

vVal

Asn

Asn

Leu

Asp

270

Asp

Glu

Glu

His

Leu

350

Met

Ile

Leu

Leu

Arg

175

Lys

Lys

Thr

Asp

Tyr

255

Ile

Val

Lys

Ala

Phe

335

Ala

Glu

Ile

Ile

Asn
415

Met

Ala

Thr

Tyr

val

240

Glu

Leu

Asp

Pro

Ile

320

Asp

Ser

Ala

Asn

Val

400

Pro



Ala

Asp

Glu

Thr

465

Leu

Asp

Glu

Ala

Glu

545

Tyr

Tyr

Ala

Gln

Asp

625

Ser

Glu

Ile

Ser

Leu

450

Ile

Leu

Leu

Gln

Gln

530

Asp

Leu

Ile

Ala

Lys

610

Gly

Asp

Phe

Ser

Ile

435

Gly

Asn

Met

Arg

Glu

515

Phe

Asp

Leu

His

Cys

595

Asn

Glu

Arg

Asn

Glu

420

Met

Lys

Leu

Phe

Asn

500

Met

Glu

Asn

Glu

Tyr

580

Asn

Ile

Ile

Pro

Thr
660

Asp

Ala

Tyr

Ser

Lys

485

Phe

Ala

Glu

Leu

Lys

565

Ile

Leu

Glu

Gln

Lys

645

Asp

Asn

Glu

Leu

Gly

470

Glu

Glu

Ser

Tyr

Asp

550

Ile

Val

Phe

Asp

Glu

630

Ile

Ile

Asp

Ala

Arg

455

Pro

Gly

Ile

Leu

Lys

535

Phe

Ser

Gln

Ala

Ser

615

Ile

Lys

Phe

Phe

Asn

440

val

Glu

Ser

Ser

Trp

520

Arg

Ser

Ser

Leu

Lys

600

Glu

Asp

Leu

Ala

Asn

425

Ala

Gly

Ala

Met

Lys

505

Ser

Asn

Gln

Leu

Gln

585

Thr

Ile

Lys

Thr

Gly
665
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Thr

Asp

Phe

Tyr

Asn

4390

Thr

Phe

Tyr

Asn

Ala

570

Gly

Pro

Ala

Tyr

Phe

650

Phe

Thr

Asn

Phe

Ala

475

Ile

Asn

Asp

Phe

Ile

555

Arg

Asp

Tyr

Tyr

Lys

635

Ile

Asp

Thr

Gly

Pro

460

Ala

His

Ile

Asp

Glu

540

Val

Ser

Lys

Asp

Tyr

620

Ile

Gly

val

122

Asn

Arg

445

Asp

Ala

Leu

Ser

Ala

525

Gly

val

Ser

Ile

Ser

605

Tyr

Pro

His

Asp

Thr

430

Phe

vVal

Tyr

Ile

Gln

510

Arg

Ser

Asp

Glu

Ser

530

Val

Asn

Ser

Gly

Ser
670

Phe

Met

Lys

Gln

Glu

435

Ser

Ala

Leu

Lys

Arg

575

Tyr

Leu

Pro

Ile

Lys

655

Leu

Ile

Met

Thr

Asp

480

Ala

Thr

Lys

Gly

Glu

560

Gly

Glu

Phe

Gly

Ile

640

Asp

Ser



Thr

Lys

Ile

705

Asp

val

Glu

Ile

Asn

785

Leu

Glu

Asp

Ser

Ile

865

Ser

Ser

Thr

Glu

Ser

690

Asn

Lys

Ser

Leu

Lys

770

Lys

Gln

Lys

Thr

Asp

850

Ser

His

Ile

Glu

Ile

675

Ile

Val

Ile

Ala

Leu

755

Asp

Ile

Glu

val

Gln

835

Ser

Asp

Phe

Arg

Lys

Glu

Glu

Glu

Ser

Asn

740

Asp

Ile

Thr

Ile

Met

820

Ile

Ile

Ala

Ile

Phe

900

Thr

Ala

Ile

Glu

Glu

725

Gln

His

Ser

val

Arg

805

Leu

Val

Asn

Leu

Ser

885

Ile

Ile

Ala

Asn

Thr

710

Leu

Tyr

Ser

Ser

Lys

790

Asn

Thr

Glu

Tyr

Cys

870

Phe

Asn

Phe

Ile

Leu

695

Tyr

Met

Glu

Gly

Lys

775

Ser

Asn

Glu

Glu

Ile

855

Asp

Glu

Lys

Ser

Asp

680

Leu

Pro

Pro

val

Glu

760

Glu

Lys

Ser

Cys

Arg

840

Lys

Leu

Asp

Glu

Glu
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Leu

Gly

Gly

Ser

Arg

745

Trp

Tyr

Asn

Asn

Glu

825

Ile

Asp

Lys

Ile

Thr

905

Tyr

Ala

Cys

Lys

Ile

730

Ile

Ile

Ile

Leu

Ser

810

Ile

Glu

Glu

Gln

Ser

890

Gly

Ala

Lys

Asn

Leu

715

Ser

Asn

Asn

Ser

Pro

795

Ser

Asn

Glu

Phe

Gln

875

Glu

Glu

Asn

Glu

Met

700

Leu

Gln

Ser

Lys

Phe

780

Glu

Asp

Val

Ala

Lys

860

Asn

Thr

Ser

His

123

Asp

685

Phe

Leu

Asp

Glu

Glu

765

Asn

Leu

Ile

Ile

Lys

845

Leu

Glu

Asp

Ile

Ile

Ile

Ser

Lys

Ser

Gly

750

Glu

Pro

Ser

Glu

Ser

830

Asn

Ile

Leu

Glu

Phe

910

Thr

Ser

Tyr

Val

Ile

735

Arg

Ser

Lys

Thr

Leu

815

Asn

Leu

Glu

Glu

Gly

895

val

Glu

Pro

Ser

Lys

720

Ile

Arg

Ile

Glu

Leu

800

Glu

Ile

Thr

Ser

Asp

880

Phe

Glu

Glu
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915 920 925

Ile Ser Lys Ile Lys Gly Thr Ile Phe Asp Thr Val Asn Gly Lys Leu
930 935 940

Val Lys Lys Val Asn Leu Asp Thr Thr His Glu Val Asn Thr Leu Asn
945 950 955 960

Ala Ala Phe Phe Ile Gln Ser Leu Ile Glu Tyr Asn Ser Ser Lys Glu
965 970 975

Ser Leu Ser Asn Leu Ser Val Ala Met Lys Val Gln Val Tyr Ala Gln
980 985 990

Leu Phe Ser Thr Gly Leu Asn Thr Ile Thr Asp Ala Ala Lys Val Val
995 1000 1005

Glu Leu Val Ser Thr Ala Leu Asp Glu Thr Ile Asp Leu Leu Pro
1010 1015 1020

Thr Leu Ser Glu Gly Leu Pro Ile Ile Ala Thr Ile Ile Asp Gly
1025 1030 1035

Val Ser Leu Gly Ala Ala Ile Lys Glu Leu Ser Glu Thr Ser Asp
1040 1045 1050

Pro Leu Leu Arg Gln Glu Ile Glu Ala Lys Ile Gly Ile Met Ala
1055 1060 1065

Val Asn Leu Thr Thr Ala Thr Thr Ala Ile Ile Thr Ser Ser Leu
1070 1075 1080

Gly Ile Ala Ser Gly Phe Ser 1Ile Leu Leu Val Pro Leu Ala Gly
1085 1090 1095

Ile Ser Ala Gly Ile Pro Ser Leu Val Asn Asn Glu Leu Val Leu
1100 1105 1110

Arg Asp Lys Ala Thr Lys Val Val Asp Tyr Phe Lys His Val Ser
1115 1120 1125

Leu Val Glu Thr Glu Gly Val Phe Thr Leu Leu Asp Asp Lys Ile
1130 1135 1140

Met Met Pro Gln Asp Asp Leu Val Ile Ser Glu Ile Asp Phe Asn
1145 1150 1155
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Asn

Gly

Ser

Asp

Leu

Thr

Lys

Trp

Lys

Asn

Arg

Ala

Ser

Asp

Glu

Leu

Asn
1160

Gly
1175

Ala
1190

val
1205

Met
1220

Gly
1235

Leu
1250

Arg
1265

Pro
1280

Thr
1295

Glu
1310

Leu
1325

Glu
1340

val
1355

Gly
1370

Asn
1385

Ser

Ser

Pro

Leu

val

Trp

Leu

Tyr

Arg

Arg

Lys

Ser

Ser

Thr

Ile

Ser

Ile

Gly

Ser

Glu

Leu

Thr

Asp

Phe

Tyr

Ser

Leu

Leu

Asp

Ile

Leu

His

val

His

Ile

val

Pro

Pro

Arg

Ala

Glu

Phe

Ser

Ser

val

Glu

Ser

Glu

Leu

Thr

Thr

Gln

Asn

Gly

Ile

Phe

Asp

Ile

Tyr

Gln

Trp

Ser

Thr

Ile

Gly
1165

Vval
1180

Tyr
1195

Lys
1210

Ala
1225

Leu
1240

Arg
1255

Ile
1270

Thr
1285

val
1300

Ser
1315

Tyr
1330

Ile
1345

Asp
1360

Leu
1375

Asn
1390

Lys

Thr

Arg

Glu

Pro

Arg

Asp

Ala

Asn

Pro

Phe

Asn

Ile

Lys

Ser

Phe
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Cys

Asp

Glu

Glu

Asn

Ser

Asn

Asp

Ile

Ile

Tyr

Met

Asp

Ile

Ile

Ser

Glu

Asp

Pro

Leu

Arg

Leu

Tyr

Ala

Arg

Ile

Gly

Gly

val

Lys

Glu

Gly

Ile

Ile

His

Asp

Val

Glu

Glu

Leu

Ile

Thr

Ser

Ile

Asp

Lys

Glu

Glu

Trp
1170

Asp
1185

Leu
1200

Leu
1215

Phe
1230

Asn
1245

Gly
1260

Ile
1275

Asn
1290

Thr
1305

Gly
1320

Asn
1335

Asn
1350

Gly
1365

Asn
1380

val
1395

125

Arg

His

Ser

Ser

Ala

Asp

Glu

Thr

Leu

Glu

Gly

Ile

val

Asp

Lys

Asn

Met

Phe

Ile

Lys

Trp

Gly

Phe

Thr

Asp

Tyr

Thr

Glu

val

Leu

Ile

Gly

Glu

Phe

Tyr

Asp

Glu

Thr

Tyr

Leu

Ser

Ile

Tyr

Leu

Arg

Ile

Ile

Ser



Asn

Ala

Ile

Gln

Asn

Phe

Pro

Pro

Ile

Asp

Thr

Glu

Asp

Phe

Asn

Ile

Gly
1400

Ile
1415

Ser
1430

Gln
1445

Ile
1460

Ile
1475

Asp
1490

Ser
1505

Thr
1520

Asp
1535

Tle
1550

Ile
1565

Ser
1580

val
1595

Phe
1610

Cys
1625

Phe

Ile

Gly

Lys

Pro

Asn

vVal

Phe

Lys

Ile

Lys

Leu

Leu

Asn

Ile

Asp

Val

Glu

Glu

Ile

Tyr

Gly

Val

Gly

Asp

Lys

Leu

Lys

Met

Phe

Ile

Glu

Ser

val

Leu

Asp

Ser

Ser

Leu

Tyr

Asn

Ile

Asn

Phe

Ser

Leu

Ser

Asn

Leu

Asp

Lys

Tyr

Phe

Thr

Ile

Tyr

val

Ser

Ser

Met

Phe

Gln

Gly

Asp

Thr
1405

Leu
1420

Ile
1435

Ile
1450

val
1465

Lys
1480

Ser
1495

Ser
1510

Asn
1525

Leu
1540

val
1555

Asn
1570

Leu
1585

Ser
1600

Thr
1615

Asn
1630

Phe

Leu

Leu

Gly

Asp

Glu

Lys

Asn

Ile

Ser

His

Arg

Glu

Asn

Thr

Ile
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Ser

Ser

Met

Phe

Ser

Gly

Val

Asn

Leu

Leu

Leu

Lys

Ser

Ile

Ser

Gln

Ile

Lys

Leu

Asn

Glu

Leu

Tyr

Leu

Thr

Thr

Asp

Gly

Met

Lys

Ile

Pro

Leu Glu
1410

Ser Tyr
1425

Asn Ser
1440

Ser Glu
1455

Gly Lys
1470

Phe Val
1485

Met Asp
1500

Lys Asp
1515

Gly Tyr
1530

Leu Gln
1545

Glu Ser
1560

Asn Thr
1575

Asn Tle
1590

Phe Ile
1605

Gly Gln
1620

Tyr Phe
1635
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Gly

Lys

Asn

Leu

Glu

Ser

Asp

Val

Tyr

Asp

Gly

Asn

Lys

Leu

Phe

Ile

Ile

Leu

His

Gln

Asn

Glu

Ser

Lys

Leu

Glu

Val

Thr

Ser

Asp

Glu

Lys

Asn

Leu

Ile

Lys

Gly

Leu

Lys

Val

Lys

Lys

Ala

Ser

Ile

Ala

Phe

Phe



Asn

Asn

Ile

Ile

Thr

Tyr

Ile

Asn

Lys

Lys

Asp

Tyr

Tyr

Gly

val

Tyr

Thr
1640

Met
1655

Ser
1670

Asp
1685

Asp
1700

Pro
1715

Asn
1730

Asp
1745

val
1760

Thr
1775

Val
1790

Glu
1805

Asn
1820

Leu
1835

Asn
1850

Tyr

Leu

Ile

Ser

Ser

Glu

Glu

Val

Gly

Ser

Leu

Pro

Asp

Glu

Ile

Asn

Phe

Glu

val

Thr

Cys

Ile

Val

Asn

Asn

Gln

Ala

Val

Gly

Lys

Tyr

Leu

Asn

Thr

Glu

vVal

Val

Asn

Ile

Ile

Asp

val

Asn

Ser

Leu

Phe

Ile

Ile

Pro

Asn

Pro

Ile

Asn

Ile

Val

Asn

Phe

Lys

Lys

Glu

Ile

Tyr

Asn

Thr

Ile

Tyr
1645

Asn
1660

Asn
1675

Lys
1690

Thr
1705

Leu
1720

Asp
1735

Ile
1750

Ile
1765

Leu
1780

Ile
1795

Gly
1810

Ile
1825

Asp
1840

Gly
1855

Asn

Thr

Tyr

Phe

Val

Pro

Asp

Leu

Leu

Arg

Ser

Ile

Tyr

Asn

Ser

Phe

Gly
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Leu

Asp

Ser

Val

val

Ala

Ser

Met

Phe

Phe

Leu

Asp

Asn

Leu

val

Gly

Tyr

Leu

Gln

Ile

Tyr

Asn

Ile

Ser

val

Asn

Ser

Leu

Phe

Tyr

Thr

Ala

Val

Asp

Lys

Ser

Glu

Tyr

Arg

Thr

Asn

Phe

Phe

Gly

Gly

Tyr

val

Ala

Gly
1650

Asp
1665

Tyr
1680

Pro
1695

Thr
1710

Ile
1725

Tyr
1740

Ser
1755

VvVal
1770

Ser
1785

Thr
1800

Leu
1815

Met
1830

Phe
1845

Gly
1860

Ser
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Asn

Ser

Leu

Asn

Asn

Asn

Val

Glu

Phe

Asp

Pro

Val

Met

Lys

Asp

Ile

Arg

Gly

Tyr

Ile

Asn

Glu

Trp

Glu

Lys

Lys

Ser

Ser

Val

Pro

Asp

Gly

Gln

Asp

Gly

Tyr

Thr

Lys

Ser

Asn

Asp

Gln

Tyr

Leu

Ser

Pro

Lys

Glu



Thr

Leu

Ala

Asp

Asp

Glu

Leu

Val

Phe

Gly

Val

Glu

Ile

Thr

Tyr

1865

Ile
1880

Gln
1895

Pro
1910

Phe
1925

Asp
1940

Met
1955

Asn
1970

Met
1985

Asp
2000

Lys
2015

Phe
2030

Asp
2045

Leu
2060

Ala
2075

Phe
2090

Ile

Thr

Ala

Thr

Asn

His

Gln

Gln

Asp

His

Asn

Leu

Asn

Val

Asp

Asp

Gly

Asn

Gly

Tyr

Tyr

Ile

Lys

Ser

Phe

Thr

Gly

Phe

Val

Glu

Asp

Val

Thr

Lys

Arg

Phe

Gly

Gly

Gly

Tyr

Glu

Asn

Asn

Gly

Asp

Lys

Phe

Leu

Leu

Gly

Ser

Asp

Phe

val

Phe

Asp

Glu

Asn

Trp

Thr

1870

Asn
1885

Ser
1900

Asp
1915

Ile
1930

Ala
1945

Pro
1960

Tyr
1975

Vval
1990

Met
2005

Ala
2020

Gly
2035

Glu
2050

Lys
2065

Lys
2080

Ala
2095

Tyr

Thr

Glu

Ile

Val

Glu

Lys

Ser

Lys

Glu

Phe

Gly

Ile

Asp

Glu
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Tyr

Glu

Asn

Asp

Glu

Thr

Tyr

Ile

Val

Asn

Lys

Glu

Tyr

Leu

Ala

Phe

Asp

Leu

Glu

Trp

Gly

Tyr

Asn

Gly

Gly

Tyr

Glu

Tyr

Glu

Tyr

1875

Asn Gln
1890

Gly Phe
1905

Glu Gly
1920

Asn Ile
1935

Lys Glu
1950

Lys Ala
1965

Phe Asn
1980

Asp Asn
1995

Tyr Thr
2010

Glu Met
2025

Phe Ala
2040

Ile Ser
2055

Phe Asp
2070

Asp Gly
2085

Ile Gly
2100
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Ser

Lys

Glu

Tyr

Leu

Phe

Ser

Lys

Glu

Gln

His

Tyr

Asp

Ser

Leu

Gly

Tyr

Ala

Tyr

Asp

Lys

Asp

His

Ile

Ile

His

Ser

Ser

Lys

Ser

Val

Phe

Ile

Phe

Gly

Gly

Gly

Tyr

Asp

Gly

Asn

Gly

Phe

Tyr

Leu
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Ile Asn Asp Gly Gln Tyr Tyr Phe Asn Asp Asp Gly Ile Met Gln
2105 2110 2115

Val Gly Phe Val Thr Ile Asn Asp Lys Val Phe Tyr Phe Ser Asp
2120 2125 2130

Ser Gly Ile Ile Glu Ser Gly Val Gln Asn Ile Asp Asp Asn Tyr
2135 2140 2145

Phe Tyr 1Ile Asp Asp Asn Gly Ile Val Gln Ile Gly Val Phe Asp
2150 2155 2160

Thr Ser Asp Gly Tyr Lys Tyr Phe Ala Pro Ala Asn Thr Val Asn
2165 2170 2175

Asp Asn Ile Tyr Gly Gln Ala Val Glu Tyr Ser Gly Leu Val Arg
2180 2185 2190

Val Gly Glu Asp Val Tyr Tyr Phe Gly Glu Thr Tyr Thr Ile Glu
2195 2200 2205

Thr Gly Trp Ile Tyr Asp Met Glu Asn Glu Ser Asp Lys Tyr Tyr
2210 2215 2220

Phe Asn Pro Glu Thr Lys Lys Ala Cys Lys Gly Ile Asn Leu Ile
2225 2230 2235

Asp Asp Ile Lys Tyr Tyr Phe Asp Glu Lys Gly Ile Met Arg Thr
2240 2245 2250

Gly Leu TIle Ser Phe Glu Asn Asn Asn Tyr Tyr Phe Asn Glu Asn
2255 2260 2265

Gly Glu Met Gln Phe Gly Tyr Ile Asn Ile Glu Asp Lys Met Phe
2270 2275 2280

Tyr Phe Gly Glu Asp Gly Val Met Gln Ile Gly Val Phe Asn Thr
2285 2290 2295

Pro Asp Gly Phe Lys Tyr Phe Ala His Gln Asn Thr Leu Asp Glu
2300 2305 2310

Asn Phe Glu Gly Glu Ser Ile Asn Tyr Thr Gly Trp Leu Asp Leu
2315 2320 2325

Asp Glu Lys Arg Tyr Tyr Phe Thr Asp Glu Tyr Ile Ala Ala Thr
2330 2335 2340

Gly Ser Val Ile Ile Asp Gly Glu Glu Tyr Tyr Phe Asp Pro Asp
2345 2350 2355

Thr Ala Gln Leu Val Ile Ser Glu
2360 2365

<210> 173
<211> 18
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 173
Ser Pro Val Glu Lys Asn Leu His Phe Val Trp Ile Gly Gly Glu Val

1 5 10 15

Ser Asp

<210> 174
<211> 11
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 174
Asn Leu Ala Ala Ala Ser Asp Ile Val Arg Leu

1 5 10

<210> 175
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 175
Cys Gly Gly Val Tyr Leu Asp Val Asp Met Leu Pro Gly Ile His
1 5 10 15

<210> 176
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 176
Cys Gly Gly Val Tyr Leu Asp Val Asp Met Leu Pro Gly Ile His Ser
1 5 10 15

Asp Leu Phe Lys
20

<210> 177
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 177
Cys Trp Glu Met Ile Lys Leu Glu Ala Ile Met Lys Tyr Lys
1 5 10

<210> 178
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB
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<400> 178
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Cys Thr Asn Leu Val Ile Glu Gln Val Lys Asn Arg

1 5

<210> 179
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 179

10

Pro Glu Ala Arg Ser Thr Ile Ser Leu Ser Gly Pro

1 5

<210> 180
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 180

10

Cys Ser Asn Leu Ile Val Lys Gln Ile Glu Asn Arg

1 5

<210> 181
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 181

Thr Glu Gln Glu Ile Asn Ser Leu Trp Ser Phe Asp Gln Ala

1 5

<210> 182
<211> 25
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 182

10

10

Thr Glu Gln Glu Ile Asn Ser Leu Trp Ser Phe Asp Pro Glu Ala Arg
1 5 10 15

Ser Thr Ile Ser Leu Ser Gly Pro Cys
20 25

<210> 183
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 183
Asn Val Glu Glu Thr Tyr Pro Gly Lys Leu Leu Leu Cys
1 5 10
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<210> 184
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 184

Cys Ala Asn Gln Tyr Glu Val Arg Ile Asn Ser Glu Gly Arg

1 5

<210> 185
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 185

Val Asn Thr Leu Asn Ala Ala Phe Phe Ile Gln Ser Leu Ile Cys

1 5

<210> 186
<211>13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 186

ES 2729278 T3

10

10

Tyr Ala Gln Leu Phe Ser Thr Gly Leu Asn Thr Ile Cys

1 5

<210> 187
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 187

Cys Ala Gly Ile Ser Ala Gly Ile Pro Ser Leu Val Asn Asn Glu Leu

1 5

<210> 188
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 188

Asp Asp Leu Val Ile Ser Glu Ile Asp Phe Asn Asn Asn Ser Ile Cys

1 5

<210> 189
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

10

10

10
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<400> 189
Met Glu Gly Gly Ser Gly His Thr Val Thr
1 5 10

<210> 190
<211>35
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 190
Ala Val Asn Asp Thr Ile Asn Val Leu Pro Thr Ile Thr Glu Gly Ile
1 5 10 15

Pro Ile Val Ser Thr Ile Leu Asp Gly Ile Asn Leu Gly Ala Ala Ile
20 25 30

Lys Glu Leu
35

<210> 191
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 191
Cys Gly Phe Glu Tyr Phe Ala Pro Ala Asn Thr Asp Ala Asn Asn Ile
1 5 10 15

Glu Gly Gln Ala
20

<210> 192
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 192
Cys Gly Tyr Lys Tyr Phe Ala Pro Ala Asn Thr Val Asn Asp Asn Ile
1 5 10 15

Tyr Gly Gln Ala
20

<210> 193
<211>12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 193
Cys Lys Tyr Tyr Phe Asn Thr Asn Thr Ala Glu Ala
1 5 10

<210> 194
<211>12
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Fragmento de toxina C. difficile TcdB

<400> 194
Cys Lys Tyr Tyr Phe Asp Glu Asp Thr Ala Glu Ala
1 5 10
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ES 2729278 T3

REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo monoclonal neutralizante o fragmento de union especifico de TcdA, que comprende:
una cadena pesada que comprende una secuencia dada en la SEQ ID NO: 49, y
una cadena ligera que comprende una secuencia dada en la SEQ ID NO: 47.

2. Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo monoclonal o fragmento de unioén segun la
reivindicacion 1.

3. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 2 que comprende un anticuerpo monoclonal adicional
o fragmento de unién del mismo especifico de TcdA seleccionado independientemente de:

i) una cadena pesada en la que el dominio variable de la cadena pesada comprende una secuencia dada en la SEQ
ID NO: 4 para CDR-H1, una secuencia dada en la SEQ ID NO: 5 para CDR-H2 y una secuencia dada en la SEQ ID
NO: 6 para CDR-H3, y una cadena ligera, en la que el dominio variable de cadena ligera comprende una secuencia
dada en la SEQ ID NO: 1 para CDR-L1, una secuencia dada en la SEQ ID NO: 2 para CDR-L2 y una secuencia dada
enla SEQ ID NO: 3 para CDR-L3;

ii) una cadena pesada en la que el dominio variable de la cadena pesada comprende una secuencia dada en la SEQ
ID NO: 34 para CDR-H1, una secuencia dada en la SEQ ID NO: 35 para CDR-H2 y una secuencia dada en la SEQ ID
NO: 36 para CDR-H3, y una cadena ligera en la que el dominio variable de la cadena ligera comprende al menos una
de una CDR que tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 31 para CDR-L1, una CDR que tiene la secuencia dada
en la SEQ ID NO: 32 para CDR-L2 y una CDR que tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 33 para CDR-L3;y

iii) una cadena pesada en la que el dominio variable de la cadena pesada comprende una secuencia dada en la SEQ
ID NO: 54 para CDR-H1, una secuencia dada en la SEQ ID NO: 55 para CDR-H2 y una secuencia dada en la SEQ ID
NO: 56 para CDR-H3, y una cadena ligera en la que el dominio variable de la cadena ligera comprende una secuencia
dada en la SEQ ID NO: 51 para CDR-L1, una secuencia dada en la SEQ ID NO: 52 para CDR-L2 y una secuencia
dada en la SEQ ID NO: 53 para CDR-L3.

4, Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 2 o 3, que comprende un anticuerpo monoclonal o
fragmento de unién del mismo que se une especificamente a TcdB, que comprende una cadena pesada en la que el
dominio variable de la cadena pesada comprende al menos una CDR que tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO:
124 para CDR-H1, una CDR que tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 125 para CDR-H2 y una CDR que tiene
la secuencia dada en la SEQ ID NO: 126 para CDR-H3, y una cadena ligera en la que el dominio variable de la cadena
ligera comprende al menos una CDR que tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 121 para CDR-L1, una CDR que
tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 122 para CDR-L2 y una CDR que tiene la secuencia dada en la SEQ ID
NO: 123 para CDR-L3.

5. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 4, que comprende un anticuerpo monoclonal que tiene
una cadena pesada que comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 129 y una cadena ligera que comprende la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 127.

6. Una composicion farmacéutica segin una cualquiera de las reivindicaciones 2 o 5, que comprende un
anticuerpo monoclonal o fragmento de union del mismo que se une especificamente a TcdB, que comprende una
cadena pesada en la que el dominio variable de la cadena pesada comprende al menos una CDR que tiene la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 154 para CDR-H1, una CDR que tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 155
para CDR-H2 y una CDR que tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 156 para CDR-H3, y una cadena ligera en la
que el dominio variable de la cadena ligera comprende al menos una CDR que tiene la secuencia dada en la SEQ ID
NO: 151 para CDR-L1, una CDR que tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 152 para CDR-L2 y una CDR que
tiene la secuencia dada en la SEQ ID NO: 153 para CDR-L3.

7. Una composicién farmacéutica segun la reivindicacion 6, que comprende un anticuerpo monoclonal que tiene
una cadena pesada que comprende la secuencia dada en la SEQ ID NO: 159 y una cadena ligera que comprende la
secuencia dada en la SEQ ID NO: 157.

8. Un anticuerpo monoclonal o fragmento de union segun la reivindicacion 1 o una composicion farmacéutica
segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7 para uso en tratamiento.

9. Un anticuerpo monoclonal o fragmento de unién o composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion
8, para el tratamiento o profilaxis de infeccion por Clostridium difficile.

10. Un anticuerpo o fragmento de unidon o composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 9 para uso
en una terapia de combinacién, que comprende ademas un compuesto seleccionado del grupo que comprende
metronidazol, vancomicina, clindamicina, fidaxomicina y combinaciones de los mismos.

135
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Figura 1
SEQ ID NO: 8 secuencia polinucleotidica que codifica el anticuerpo anti-toxina A 922.g1 VK (gL1)

GACCCTGTGA
ATTACATGTC
GGCAAAGCCC
CGATTCAAGG
GACGATTTTG
TTCGGAGGGG

TGACCCAGAG
AGGCTTCACA
CTAAGCTGCT
GGAGCGGTTC
CAACCTATTA
GTACTAAGGT

TCCGAGCACT
AAGTATCTCC
CATCTACTCT
TGGCACTGAG
CTGCCAGTAC
CGAAATAAAG

CTTTCTGCCT CCGTGGGAGA
AATGCTCTGG CCTGGTATCA
GCATCAAGCC TGGCTAGCGG
TTTACGCTGA CCATCAGTAG
ACACACTACT CCCATACATC

CCGCGTGACC
GCAGAAACCC
CGTGCCAAGC
CTTGCAGCCT
TAAAAACCCA

SEQ ID NO: 10 secuencia polinucleotidica que codifica el anticuerpo antitoxina A 922.g1 VH (gH1)

GAAGTGCAAT
AGCTGTGCTG
CCTGGAAAAG
GCAAACTGGG
ATGAACAGCC
GGAAGCTCAT

TGGTGGAAAG
CCTCCGGCTT
GACTCGAATG
CTAAGGGGAG
TGAGGGATGA
TTAATGGCTA

TGGCGGAGGA
TACCATTAGC
GATCGGCATC
ATTCACGATT
GGACACTGCC
TGCACTGTGG

CTGGTGCAAC
TCCTACTATA
ATATCTTCCG
AGCAGCGACT
ACATATTTCT
GGGCAAGGAA

CCGGGGGTAG
TGAGCTGGGT
GTGGGCATTT
CCACAACCGT
GCGCACGCGC
CACTCGTGAC

TCTGCGACTG
TCGACAGGCC
CACCTGGTAC
GTACCTGCAA
TTACGTGAGC
TGTCTCG

SEQ ID NO: 18 secuencia polinucleotidica que codifica el anticuerpo antitoxina A CA923.g1 gL1

GACGTCGTGATGACTCAGAGCCCATCTAGTCTGAGCGCTAGCGTCGGAGACCGAGTCACAATTACC
TGTCAAGCCTCCCAGAGCATCTCCAACTACCTGGCCTGGTACCAACAGAAACCTGGCAAGGTGCCC
ARGCTGCTGATCTATAGTGCTTCCACACTCGCAAGCGGCGTTCCGTCACGCTTTARAGGGATCTGGC
TCTGGCACTCAGTTCACCTTGACGATCTCAAGCCTGCAGCCAGAAGATGTGGCCACCTATTACTGC
CAGTATTCCCACTACGGGACTGGGGTGTTCGGTGCCTTTGGAGGTGGGACCAAAGTGGAGATAAAG

Figura 2
SEQ ID NO: 20 secuencia polinucleotidica que codifica el anticuerpo anti-toxina A CA923.g1 gH1

GAAGTTCAACTTGTGGAATCTGGAGGCGGGCTCGTGCAGCCTGGTGGAAGCCTTAGACTGAGCTGC
GCTGCATCCGCATTTTCCCTGTCCAACTACTACATGAGCTGGGTGCGACAAGCACCAGGCAAGGGA
CTGGAATGGATTGGCATCATAAGCTCCGGTTCCAATGCCCTGARATGGTACGCATCATGGCCGARA
GGCCGCTTTACCATAAGCAAGGACTCCACCACCGTCTATCTGCAGATGAACTCATTGCGTGCCGAG
GACACTGCAACGTACTTCTGTGCTCGCAACTACGTGGGAAGCGGATCTTATTATGGCATGGATCTG

TGGGGACAAGGTACACTCGTGACCGTCTCG

SEQ ID NO: 28 secuencia polinucleotidica que codifica el anticuerpo antitoxina A CA993.g1 gL1

GATGTCGTGA
ATCACCTGTC
GGAAAAGCCC
AGATTCAAGG
GACGATTTTG
TTTGGGGGAG

TGACTCAGTC
AAGCAAGCCA
CTCAACTGCT
GATCTGGCTC
CTACCTACTA
GGACGAAAGT

CCCCTCTACA TTGAGTGCCT CTGTCGGTGA TCGAGTTACC
GAGCATCAGC TCCTACTTCT CTTGGTACCA GCAARAAGCCG
GATTTATGGG GCCTCAACAC TGGCTTCTGG CGTGCCATCA
CGGCACTGAG CTTACACTGA CCATTAGCTC CCTGCAACCT
CTGCCAGTGC ACCGACTATA GTGGGATATA TTTCGGCGGA

GGAAATCAAG

SEQ ID NO: 30 secuencia polinucleotidica que codifica el anticuerpo anti-toxina A CA993.g1 gH1

GAAGTTCAGC
TCTTGTACTG
CCCGGGAAAG
TGGTACGCCT
CTTCAGATGA
GTGGGCTCAA
TCG

TGGTCGAGAG
CCTCCGGGTT
GATTGGAATG
CATGGGCAAA
ACTCCCTGAA
GCTCTTACTA

CGGAGGCGGA
TTCCCTGAGC
GATCGGGATT
GGGGAGGTTT
GACGGAGGAT
TGGCTTCGAC

CTGGTGCAAC
TCTTACTATA
ATCTCCTCCG
ACCATAAGCA
ACTGCCACCT
CCATGGGGAC

136

CTGGTGGTAG
TGTCATGGGT
GCTCTTCCAC
AGACAAGCAC
ACTTTTGCGC
AGGGCACACT

CCTGAAACTC
GAGACAGGCT
CACTTTCACA
GACCGTGTAT
TCGGGCCTAT
TGTGACCGTC



Figura 3

SEQ ID NO: 38 secuencia polinucleotidica que codifica la regiéon VL del anticuerpo antitoxina A 995.g1

GACGTCGTGA
ATAACGTGCC
GGCAAGGCTC
CGGTTCAAGG
GACGATTTCG
TTTGGCGGTG

SEQ ID NO: 40 secuencia polinucleotidica que codifica la regién VH del anticuerpo anti-toxina A 995.g1

GAAGTTCAGC
AGCTGTACTG
CCCGGCAAAG
TCATGGGCTA
AACTCACTGA
GGGGCCTGGG

SEQ ID NO: 48 secuencia polinucleotidica que codifica la region VL del anticuerpo anti-toxina A 997.g1

TGACACAGAG
AGGCCTCTCA
CGARACTTCT
GATCCGGGAG
CCACCTACTC
GGACAAAAGT

TGGTCGAGAG
CTTCTGGATT
GACTGGAGTA
AGGGGCGCTT
GAGCCGAGGA
GCGCCGGATT
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CCCTTCAACA
ATCCATCAAC
GATCTACGGA
CGGTACTGAG
CTGCCAGAAT
GGAAATTAAG

TGGGGGAGGG
CTCACTGAGC
CATTGGCTTC
TACAATTAGT
CACTGCCACA
GTGGGGCCAA

CTGTCTGCAA
AACTATTTTA
GCTGCCAACC
TATACCCTGA
AATTACGGCG

CTTGTGCAAC
AATTACGACA
ATCAACACCG
AGGGATTCCT
TATTTCTGCG
GGAACACTGG

GCGTGGGCGA
GCTGGTACCA
TGGCAAGTGG
CCATTTCATC
TGCACATCTA

CTGGTGGCTC
TGATCTGGGT
GGGGTATAAC
CTACCGTGTA
CTCGGGTGGA
TCACCGTCTC

TAGGGTCACC
GCAGAAGCCA
CGTGCCATCA
TCTCCAACCC
TGGAGCTGCC

CCTCCGTCTG
GCGACAGGCA
GTACTATGCC
CCTGCAGATG
TGACTATATC
G

GCACTCGTGATGACACAGAGCCCGAGTAGCTTTAGTGCTTCAACCGGTGATAGGGTCACTATTACT
TGCCAAGCCTCTCAGAGTATATCTAGCTATCTGAGCTGGTACCAGCARAAGCCCGGGAAGGCTCCT
AAACTGCTGATCTACCGGGCTTCCACATTGGCCTCCGGCGTTCCCTCACGCTTTAGCGGCTCCGGA
TCCGGAACCGAGTACACCCTGACTATCTCTTGCCTGCAATCTGAGGACTTCGCAACCTACTATTGT
CTGGGCGTCTACGGATATAGCARCGATGACGGGATCGCCTTCGGCGGCGGTACCARAGTGGAAATT

ARG

Figura 4

SEQ ID NO: 50 secuencia polinucleotidica que codifica la regiéon VH del anticuerpo anti-toxina A 997.g1

GAGGTGCAACTTGTGGAAAGCGGGGGAGGACTGGTGCAGCCTGGGGGCTCATTGAGACTGAGCTGC
ACCGTTTCTGGTATTGACCTGAGCTCCCATCATATGTGCTGGGTGCGCCAGGCACCCGGARAAGGA
CTGGAATACATCGGCGTCATATACCACTTTGGCTCTACATACTATGCCAACTGGGCAACTGGGCGA
TTCACAATTAGCAAGGACTCAACTACCGTTTACCTGCAAATGAATAGCCTGAGGGCTGAGGATACT
GCCACCTATTTCTGTGCCCGGGCTTCAATCGCCGGCTATTCTGCCTTTGATCCATGGGGGCAAGGA
ACACTCGTGACCGTCTICG

SEQ ID NO: 58 secuencia polinucleotidica que codifica la region VL del anticuerpo anti-toxina A 1000.g1

GARATCGTGA
ATAACCTGTC
GGGAAAGCTC
AGGTTCAAAG
GATGACTTTG
GCATTCGGGG

SEQ ID NO: 60 secuencia polinucleotidica que codifica la regién VH del anticuerpo anti-toxina A 1000.g1

GAAGTTCAGC
AGCTGCACCG
CCTGGGAAAG
AGCTGGGCAA
ATGAACTCAC
TACTACATCT
CTCGTGACCG

TGACGCAGTC
AGGCCTCCCA
CCAAGCTGCT
GCTCCGGAAG
CCACATACTA
GAGGCACCAA

TGGTCGAGAG
TGTCCGGAAT
GACTGGAGTA
AAGGGCGCTT
TGAGGGCCGA
CTGGCTGGGG
TCTCG

ACCAAGCACA
GAGCATCTAC
GATTTATGAC
CGGTACCGAG
TTGCCAGGGG
AGTCGAAATT

CGGAGGGGGT
CGATCTGTCA
TATAGGGATC
TACGATTAGC
GGACACTGCC
CTCCTACTAT

CTGAGCGCTT
TCTTATCTGG
GCCAGCACTT
TTTACCCTGA
AARTGCCTACA
AAG

TTGATTCAGC
TCTGATGCCG
ATCGCCACCT
AAGGCCTCCT
ACTTATTTCT
TATGGCATGG

137

CTGTGGGAGA
CATGGTACCA
TGGCTTCCGG
CCATCTCATC
CTTCCAACTC

CCGGTGGCTC
TGGGCTGGGT
TCGACTCCAC
CTACTACCGT
GTGCTCGGAC
ACCTGTGGGG

TCGGGTCACA
GCAGAAGCCA
TGTTCCTAGT
TCTGCAACCC
ACACGACAAC

ACTTAGATTG
GCGACAGGCA
ATACTACGCT
GTACCTCCAA
CGGTAGCTGG
ACAGGGGACA
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Figura 5

SEQ ID NO: 68 secuencia polinucleotidica que codifica la regiéon VL del anticuerpo antitoxina B 926.g1

GATACCGTGCTGACCCAGAGCCCTGCTACATTGTCACTGAGCCCCGGGGAGAGGGCCACATTGAGC
TGCCGGGCTTCAAAATCCGTGTCCACCCTCATGCACTGGTTTCAGCARAAGCCCGGGCAGGCCCCA
ARACTGCTGATCTACCTCGCATCTAACCTTGAATCTGGCGTGCCGGCCCGCTTTAGTGGCTCCGGA
AGCGGAACCGACTTCACACTGACGATTAGCTCCCTGGAGCCTGAGGATTTCGCCGTGTACTATTGC
CAGCAAACTTGGAATGACCCTTGGACTTTCGGGGGCGGTACTAAGGTCGAARATAAAG

SEQ ID NO: 70 secuencia polinucleotidica que codifica la regién VH del anticuerpo anti-toxina B 926.g1

GAGGTGGAACTGCTCGAATCTGCTGGTGGGCTGGTGCAGCCCGGTGGATCTCTGAGATTGTCATGC
GAGGCATCCGGCTTTACCTTTTCCAACTACGGAATGGCCTGGGTGAGACAGGCCCCAACGAAGGGG
CTCGAATGGGTTACAAGCATCAGCTCTTCTGGGGGATCTACTTACTATCGCGATAGCGTCAAAGGC
CGGTTTACCATTAGCCGAGATAATGCCAAATCAAGCCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGGGCT
GAGGACACCGCCACATACTATTGTACAACCGTGATAAGGGGCTACGTGATGGACGCATGGGGACAG
GGGACATTGGTTACCGTCTCG

SEQ ID NO: 78 secuencia polinucleotidica que codifica la regiéon VL del anticuerpo antitoxina B 927.g2

GACACACAGA
ATCACCTGTA
GGGAAGGCTC
CGGTTTAGCG
GACGACTTCG
ACAAGGCTGG

TGACCCAGAG CCCATCCACT TTGTCTGCAT
GAGCAAGCGG TTCCGTGAGC ACACTGATGC
CCAAGCTGCT GATCTACAAA GCCAGCAACC
GTTCCGGATC TGGAACCGAG TTCACCCTGA
CCACCTACTA TTGCCACCAG AGCTGGAATA
AAATCAAA

CCGTGGGCGA CCGAGTGACA
ATTGGTACCA GCAGAAGCCT
TTGCCTCCGG CGTTCCAAGC
CCATATCAAG CCTGCAACCC
GCGACACGTT CGGGCAAGGC

SEQ ID NO: 80 secuencia polinuclectidica que codifica la regiéon VH del anticuerpo anti-toxina B 927.g2

GAGGTGCAAC
TCTTGCGCCG
CCTGGGAAAG
CGAGACTCTG
CTGCAAATGA
CGGAGCCACT

TTGTGGAAAG
CAAGTGGCTT
GATTGGAGTG
TTAAGGGGCG
ATAGCCTCCG
ACTTCGATTG

CGGAGGGGGC
CACCTTTTCC
GGTGGCCACT
CTTTACGATT
GGCCGAGGAT
CTGGGGACAA

GTGGTCCAAC
AACTACGGAA
ATCAACTATG
TCCCGCGACA
ACTGCTGTGT
GGCACACTCG

138

CCGGAAGAAG TCTCCGTCTT
TGGCCTGGGT TCGACAAGCT
ACGGACGCAC GACACACTAC
ATAGCAAGAG CACCCTCTAC
ACTATTGTAC CTCCATCTCA
TGACTGTCTCG
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SEQ ID NO: 88 secuencia polinucleotidica que codifica la regiéon VL del anticuerpo antitoxina B 1099.g2

GACGTCCAGC
ATAACCTGCA
GGCRAAGCCA
CGATTTAGCG
GAGGACTTCG
GGGACAAGAT

SEQ ID NO: 90 secuencia polinucleotidica que codifica la region VH del anticuerpo anti-toxina B 1099.g2

GAAGTTCAGC
ACTTGCACCG
CCCGGGAAAG
TTGCCTCTCA
AAGCTGAGCT
TATCCCCGTT

TCACTCAATC
AGGCCTCCAA
ATAAGCTGCT
GATCTGGGAG
CCACCTATTA
TGGAAATCAA

TGCAGGAATC
TTTCCGGCTT
GACTGGAATG
AGAGCCGCGT
CCGTGACTGC
CCTATTTCGA

TCCCTCCTTT
ATCAATTAGC
GATCCACTCC
CGGAACCGAG
CTGCCAGCARA
GCGTACG

TGGACCTGGC
CTCCCTTCAA
GATCGCAGCC
GACCATATCC
TGCCGATACG
CTACTGGGGA

CTGTCTGCTT CTGTGGGCGA
AACCATCTGG CATGGTATCA
GGCTCAACTC TGCARATCCGG
TTCACACTTA CCATTAGCTC
TACGACGAAT ACCCCTATAC

TTGGTGAAAC
TCCTACACGA
ATTAGCGGGG
CGTGACACAA
GCTGTTTACT
AGAGGCACAC

CAAGCGAGAC
TCTCTTGGGT
GAGGGAGCAC
GCAAGAGCCA
ATTGCACCCG
TGGTTACCGT

TCGCGTGACA
GGAGAAGCCT
TACCCCAAGC
CCTGCAACCG
GTTCGGCCAA

ACTTAGTCTC
GCGGCAACCA
CTATTACAAC
GGTTTCCCTG
ACCTCGCTGG
CTCG

SEQ ID NO: 98 secuencia polinucleotidica que codifica la regiéon VL del anticuerpo antitoxina B 1102.g4

TCCTGCAACC CTTTCACTGT CTCCAGGTGA ACGAGCAACC
GAGGATCTCC ACGAGCATTC ACTGGTATCA GCARAAGCCT
GATCAAGTAC GCCTCTCAGA GCATAAGTGG CATTCCAGCT
AGGAACAGAC TTCACTCTGA CCATCAGCTC CCTGGAACCG
CTGCCAGCAA TCCTACTCCA GTCTGTACAC CTTCGGGCAG
G

AACATCGTGC TGACACAGTC
CTGAGTTGTA GAGCCAGTCA
GGGCAAGCTC CCAGACTCTT
AGGTTTAGCG GCTCAGGCTC
GAGGACTTTG CCGTCTATTA
GGTACTAAAC TGGAGATAAA

Figura7

SEQ ID NO: 100 secuencia polinucleotidica que codifica la region VH del anticuerpo antitoxina B 1102.g4

GAAGTGCAGC TGGTCGAATC
AGCTGTGCCG TTTCCGGCTT
CCTGGAAAAG GGCTGGAGTG
GGCGATAGCG TCAAGGGCAG
CTGCAGATGA ATTCTCTCCG
GGAACCTACG CTCGATACCT

CGGGGGAGGT
TACGTTCTCA
GATTGCCAGT
GTTTACTATC
CGCAGAGGAT
GGACTTCTGG

TTGGTGCAAC
GACAGTTATA
ATCAGCTATG
TCCAGGGACA
ACCGCTGTGT
GGTCAGGGAA

CAGGTGGCTC
TGGCCTGGGT
GTGGGACCAT
ACGCCAAGTC
ATTACTGCGC
CACTCGTTAC

ACTGAGACTG
GCGTCAAGCA
AATCCAGTAC
AAGCCTTTAC
TAGACGGCAG
AGTCTCG

SEQ ID NO: 108 secuencia polinucleotidica que codifica la regiéon VL del anticuerpo anti-toxina B 1114.g2

GCGACGCAAA
ATCACCTGCC
GGGAAGGCAC
AGGTTCTCCG
GAGGACTTCG
GGAACGAAAC

TGACTCAGTC
GCGCATCAGA
CAAAACTCTT
GGAGCGGTTC
CCACCTATTA
TCGAARTCARA

GCCCTCATCG CTTAGCGCGT CCGTCGGAGA TAGAGTGACG
GTCGGTGTCC ACACTCCTCC ACTGGTATCA GCAGAAACCG
GATCTACAAA GCCAGCAACC TTGCGTCCGG TGTCCCGTCA
GGGGACAGAC TTTACTTTGA CCATTTCGTC GCTTCAGCCG
CTGTCATCAG TCATGGAACT CACCTCCCAC ATTTGGCCAG

G

SEQ ID NO: 110 secuencia polinucleotidica que codifica la region VH del anticuerpo antitoxina B 1114.g2

GAAGTACAAC
TCGTGTGCCG
CCAGGGAAGG
AGGGATAGCG
CTGCAGATGA
CGCTCGCACT

TCGTAGAGTC
CCTCGGGATT
GTCTTGAGTG
TCAAGGGACG
ACTCCCTCAG
ATTTCGACTA

AGGGGGTGGG
CACGTTTAGC
GGTAGCGATC
CTTTACTATC
AGCCGAGGAC
TTGGGGACAG

CTGGTCCAAC
AATTACGGTA
ATCAACTATG
AGCCGGGATA
ACCGCAGTGT
GGGACGCTCG

139

CTGGCGGCTC CCTTCGGCTT
TGGCCTGGGT GAGGCAGGCA
ATGCAAGCAC CACCCACTAC
ATGCGAAATC CTCGCTCTAT
ACTATTGCAC ACGATACGGA
TAACTGTCTC G



Figura 8

SEQ ID NO: 118 secuencia polinucleotidica que codifica la regiéon VL del anticuerpo anti-toxina B 1114.g8

GACACGGTCC
ATCACCTGCC
GGGAAGGCAC
AGGTTCTCCG
GAGGACTTCG
GGAACGAAAC

SEQ ID NO: 120 secuencia polinucleotidica que codifica la region VH del anticuerpo antitoxina B 1114.g8

GAAGTACAAC
TCGTGTGCCG
CCAGGGAAGG
AGGGATAGCG
CTGCAGATGA
CGCTCGCACT

SEQ ID NO: 128 secuencia polinucleotidica que codifica la region VL del anticuerpo anti-toxina B 1125.g2

GATATACAAA
ATCACTTGCA
GGAAAAGCTC
CGTTTTAGCG
GAAGACTTTG
GGGACCAAAC

SEQ ID NO: 130 secuencia polinucleotidica que codifica la region VH del anticuerpo antitoxina B 1125.g2

GAAGTGCAGC
TCTTGCGCTG
CCTGGGAARAG
GGGGACTCTG
CTGCAGATGA
ATCACTACAA

SEQ ID NO: 138 secuencia polinucleotidica que codifica la region VL del anticuerpo antitoxina B 1129.g1

GACACCCAGA
ATTACGTGCA
GGGAAGGTCC
CGCTTCACCG
GAAGACGTGG
GGCACCAAAC

SEQ ID NO: 140 secuencia polinucleotidica que codifica la region VH del anticuerpo antitoxina B 1129.g1

GAGGTGCAAC
AGTTGTGCAA
CCTGGTAAGG
AGGGACAGCG
CTGCAGATGA
TATTCTTCCC

TGACTCAGTC
GCGCATCAGA
CAAAACTCTT
GGAGCGGTTC
CCACCTATTA
TCGAAATCAA

TCGTAGAGTC
CCTCGGGATT
GTCTTGAGTG
TCAAGGGACG
ACTCCCTCAG
ATTTCGACTA

TGACTCAGAG
AAGCAAGCCA
CCAAGCGCCT
GATCTGGCTC
CAACTTACTA
TGGAAATCAA

TGGTCGAAAG
CAAGCGGCTT
GGCTGGAATG
TGARAGGCCG
ACTCCCTGCG
GCGGAGATAG

TGACTCAGTC
AGGCAAGCCA
CCAAACTGCT
GAAGCGGGTC
CTACTTACTA
TGGAGATARAA

TTGTGGAATC
CAAGCGGCTT
GCCTCGAATG
TGAAAGGACG
ATAGTCTGAG
CTTTTGCCTT
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GCCCTCATCG CTTAGCGCGT CCGTCGGAGA TAGAGTGACG
GTCGGTGTCC ACACTCCTCC ACTGGTATCA GCAGAARACCG
GATCTACARA GCCAGCAACC TTGCGTCCGG TGTCCCGTCA
GGGGACAGAC TTTACTTTGA CCATTTCGTC GCTTCAGCCG
CTGTCATCAG TCATGGAACT CACCTCCCAC ATTTGGCCAG

G

AGGGGGTGGG
CACGTTTAGC
GGTAGCGATC
CTTTACTATC
AGCCGAGGAC
TTGGGGACAG

CTGGTCCAAC CTGGCGGCTC CCTTCGGCTT

AATTACGGTA

TGGCCTGGGT

GAGGCAGGCA

ATCAACTATG ATGCAAGCAC CACCCACTAC
AGCCGGGATA ATGCGAAATC CTCGCTCTAT
ACCGCAGTGT ACTATTGCAC ACGATACGGA
GGGACGCTCG TAACTGTCTC G

CCCTAGCTCA CTGAGCGCTT CTGTGGGCGA TCGTGTGACA
GAACATCTAT ATGTACCTGA ATTGGTACCA GCAAAAACCG
GATTTACAAC ACCAATAAGC TGCATACCGG CGTGCCAAGC
TGGAACCGAA TATACACTGA CCATAAGCTC CCTGCAACCG
TTGCCTCCAG CACAAATCCT TCCCCTATAC GTTCGGACAA

A

CGGCGGAGGA
TACGTTCCGC
GGTCGCTAGC
ATTCACCATT
TGCCGAAGAT
CTGGGGACAA

TTGGTGCAAC
GATAGCTTTA
ATAAGCTACG
AGCCGAGACA
ACCGCCGTGT
GGGACAATGG

CTGGTGGCTC
TGGCTTGGGT
AAGGCGACAA
ACGCAAAGAA
ACTATTGCGC
TGACCGTCTC

TCTTCGCCTG
GCGACAAGCT
GACTTACTAT
CTCCCTGTAC
TAGGCTGACG
GAGC

TCCGTCAAGC CTTTCTGCCT CTGTTGGAGA TCGAGTCACA
ACACGTGGGT ACCAACGTGG ACTGGTATCA ACAGAAGCCA
GATCTACGGT GCCAGTATTC GCTATACCGG CGTGCCTGAT
AGGGACCGAT TTCACACTGA CAATCAGCTC CCTGCAACCT
CTGCCTGCAG TACAACTATA ATCCCTACAC CTTTGGCCAG

G

AGGAGGTGGC
TATCTTCTCC
GGTGGCTAGT
CTTCACTATC
GGCCGAGGAT
TTGGGGACAG

GTGGTTCAGC
AACTTCGGGA
ATTAGCCCAA
AGCCGAGATA
ACCGCAGTGT
GGGACTCTGG

140

CCGGTAGATC
TGTCTTGGGT
GCGGGGGARAA
ACTCCAAGAC
ACTACTGCAC
TGACAGTCTC

ACTTCGTCTG
TAGACAGGCT
CGCCTACTAT
CACGCTGTAT
TCGACGGGCC
GAGC



Figura 9

SEQ ID NO: 148 secuencia polinucleotidica que codifica la region VL del anticuerpo antitoxina B 1134.g5

GACGTCCAGC
ATAACCTGCA
GGCAAAGCCA
CGATTTAGCG
GAGGACTTCG
GGGACAAGAT

SEQ ID NO: 150 secuencia polinuclectidica que codifica la region VH del anticuerpo anti-toxina B 1134.g5

GAAGTTCAGC
ACTTGCACCG
CCCGGGAAAG
TCGGCTCTCA
AAGCTGAGCT
TATCCCCGTT

SEQ ID NO: 158 secuencia polinucleotidica que codifica la region VL del anticuerpo antitoxina B 1151.g4

GCGATTCAAA
ATCACGTGCA
GGGAAGGCAC
AGGTTCACGG
GAGGACTTCG
GGAACGAAAG

Figura 10

SEQ ID NO: 160 secuencia polinucleotidica que codifica la regiéon VH del anticuerpo anti-toxina B 1151.g4

GAAGTACAAC
ACGTGTACGG
CCCGGGAAGG
AGCGAATTTA
AARATTGTCCT
GGCTTTGCGT

SEQ ID NO: 168 secuencia polinucleotidica que codifica la region VL del anticuerpo antitoxina B 1153.g8

GATATACAGA
ATCACGTGTA
GGGAAGGTTC
CGGTTTAGCG
GAAGACGTGG
ACCAGGCTGG

SEQ ID NO: 170 secuencia polinucleotidica que codifica la region VH del anticuerpo anti-toxina B 1153.g8

GAGGTTCAGC
TCTTGCGCCG
AGTGGGAAGG
TACTATCCGG
GTGTACCTGC
CCCGCCTATT
TACTTTGGTG

TCACTCAATC
AGGCCTCCAA
ATAAGCTGCT
GATCTGGGAG
CCACCTATTA
TGGAAATCAA

TGCAGGAATC
TTTCCGGCTT
GACTGGAATG
AGAGCCGCGT
CCGTGACTGC
CCTATTTCGA

TGACTCAGTC
AAGCATCACA
CAAAACTCTT
GAGGGGGTTA
CCACCTATTA
TGGAAATCAA

TCCAAGAGTC
TATCAGGATT
GTCTTGAGTG
AGAGCCGCGT
CCGTGACGGC
ATTGGGGACA

ES 2729278 T3

TCCCTCCTTT CTGTCTGCTT CTGTGGGCGA TCGCGTGACA
ATCAATTAGC AACCATCTGG CATGGTATCA GGAGAAGCCT
GATCCACTCC GGCTCAACTC TGCAACCCGG TACCCCAAGC
CGGAACCGAG TTCACACTTA CCATTAGCTC CCTGCAACCG
CTGCCAGCAA TACGACGAAT ACCCCTATAC GTTCGGCCAA

G

TGGACCTGGC
CTCCCTTAAT
GATCGCAGCC
GACCATATCC
TGCCGATACG
CTACTGGGGA

TTGGTGAAAC
TCCTACACGA
ATTAGCGGGG
CGTGACACAA
GCTGTTTACT
AGAGGCACAC

CAAGCGAGAC
TCACTTGGGT
GAGGGAGCAC
GCAAGAGCCA
ATTGCACCCG
TGGTTACCGT

ACTTAGTCTC
GCGGCAACCA
CTATTTCAAC
GGTTTCCCTG
ACCTCGCTGG
CTCG

GCCCTCATCG CTTAGCGCGT CCGTCGGAGA TAGAGTGACG
AAATGTCGGG AACAATGTGG CATGGTATCA GCATAAACCG
GATCTACTAC GCCAGCAACA GGTTTACTGG TGTCCCGTCA
CGGGACAGAC TTTACTTTGA CCATTTCGTC GCTTCAGCCG
CTGTCAGAGG GTCTACCAGT CAACGTGGAC ATTTGGCCAG

G

GGGGCCTGGT
CTCACTTACA
GATGGGCTGC
CACTATCAGC
CGCTGACACC
GGGGACGCTC

CTGGTCAAGC
TCATACTACG
ATTAGAACCG
CGGGATACGT
GCAGTGTACT
GTAACTGTCT

CGTCCGAAAC
TCCACTGGGT
GAGGGAATAC
CCAAAAACCA
ATTGCGCGCG
CG

TGACTCAGTC CCCTTCTAGC CTTTCAGCTT CCGTGGGCGA
AGGCTAGTCA GAACATTAAC AAGTATCTGG ACTGGTACCA
CCAAGCTGCT GATCTACAAC ATCCAGTCCC TGCATACAGG
GATCTGGTTC AGGGACCGAC TTCACCCTGA CAATCAGCTC
CCACCTATTA CTGCTTCCAG CACAATAGTG GCTGGACTTT

AGATCAAA

TGGTGGAATC
CAAGCGGCTT
GTCTTGAAGG
ACTCCGTGAA
AGATGAACAG
ATTACGATGG
ACTGTCTCG

AGGAGGGGGT
TACGTTTACC
CATCGCAAGA
AGGCCGGTTT
TCTCAAGACC
CACAGTGCCT

CTGGTGCAAC
CAGGCCGCTA
ATCAGCACCA
ACCATTTCTC
GAGGACACAG
TTCGCATACT

141

CAGGAGGCTC
TGTTCTGGGT
AGAGCAACAA
GCGATGACAG
CCGTGTACTA
GGGGACAGGG

ACTTTCGCTG
GAGGCAGCCA
CGAGTACCAG
GGTGTCGCTC
AGGAAACTAT

TAGAGTGACT
GCAGAAACCC
CATTCCTAGC
TCTGCAACCA
TGGACAAGGT

CCTGAAACTG
TAGGCAGGCC
TTTCGCTACG
CAAGAACACC
TTGTACTGCT
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Figura 11

Titulos séricos de 4 conejos inmunizados con toxoide de TcdA y 5 ratas inmunizadas con el dominio de union de TcdB
(TcdB1234). Datos ELISA generados usando la toxina TcdA o el dominio de unién de TcdB recubiertcs sobre una
placa ELISA
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Figura 12 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdA (ribotipo 003) para Mab unicos (eje X conc. (ng/ml) y eje Y
% de neutralizacion)

Ab 922

120

100 L) L]

i) o

% de neutralizacion

90 | 1 | L
0.1 10

conc.{ ng / ml}

120 Ab 923

100

B0

60

20

% de neutralizacion

0.1 10
Conec. ( ng / ml }

120 Ab 995

100}
8o} L

60 ]

40

% de neutralizacion

01 10
Conc. { ng / ml )

143



ES 2729278 T3

Figura 13 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdA (ribotipo 003) para Mab unicos (eje X conc. (ng/ml) y eje Y
% de neutralizacion)
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Figura 14 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdA (ribotipo 003) para Mab apareados (eje X conc. (ng/ml) y

eje Y % de neutralizacion)
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Figura 15 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdA (ribotipo 003) para Mab apareados (eje X conc. (ng/ml) y
eje Y % de neutralizacion)
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Figura 16 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdA (ribotipo 003) para mezclas de 3 Mab (eje X conc. (ng/ml)
y eje Y % de neutralizacion)
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Figura 17 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdA (ribotipo 003) para mezclas de 3 Mab (eje X conc. (ng/ml)
y eje Y % de neutralizacion)
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Figura 18 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdA (ribotipo 003) para mezclas de 3 Mab (eje X conc. (ng/ml)

y eje Y % de neutralizacion)
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Figura 19 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdA (ribotipo 003) para mezclas de 4 y 5 Mab (eje X conc.
(ng/ml) y eje Y % de neutralizacion)
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Figura 20 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdA (ribotipo 003) para mezclas de 4 y 5 Mab (eje X conc.
(ng/ml) y eje Y % de neutralizacion)
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Figura 21 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdA (ribotipo 003) para Mab uUnicos y apareados a diferentes

concentraciones de TcdA (el eje X es conc ng/ml)
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Figura 22 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdA (ribotipo 003) para Mab uUnicos y apareados a diferentes
concentraciones de TcdA (el eje X es conc ng/ml)
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Figura 23 Datos de neutralizacién in vitro anti-TcdA (ribotipo 003) para Mab unicos y mezclas de 5 Mab a
diferentes concentraciones de TcdA (el eje X es conc ng/ml)
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Figura 24 Datos de neutralizacién in vitro anti-TcdA (ribotipo 003) para Mab unicos y mezclas de 5 Mab a
diferentes concentraciones de TcdA (el eje X es conc ng/ml)
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Figura 25 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para Mab unicos (eje Y neutralizacion, eje X
conc. ng/ml para 1125.g2, 1134.g5 y 927.92, respectivamente)

112592
120

100
80
60

401

% de neutralizacidn

= L S
20 o

0F .

-20 : ! ' L
0.1 10 1000

113445

120
100
B0
80} .

40

% de neutralizacidn

20

220 1 1 1 |
01 10 1000

927.92

120

100

60 . .

40

% de neutralizacion

20

-20 1 1 | ]
0.1 10 1000

Conc. { ng {f ml )

156



ES 2729278 T3

Figura 26 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para Mab unicos (eje Y neutralizacion, eje X
conc. ng/ml para 1153.98 y 1102.g4, respectivamente)
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Figura 27 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para Mab apareados (eje Y neutralizacion,
eje X conc. ng/ml para combinaciones de 927 + 1099, 927 + 1102, 927 + 1114, respectivamente)
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Figura 28 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para Mab apareados (eje Y neutralizacion,
eje X conc. ng/ml para combinaciones de 927 + 1125, 927 + 1134, 1099 + 1114, respectivamente)
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Figura 29 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para Mab apareados (eje Y neutralizacion,
eje X conc. ng/ml para combinaciones de 1102 + 1114, 1102 + 1125, 1114 + 1134, respectivamente)
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Figura 30 Datos de neutralizacién in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para Mab apareados (eje Y neutralizacion,
eje X conc. ng/ml para combinaciones de 1114 + 1151, 1114 + 1153, 1125 + 1134, respectivamente)

1114+1151
120

100

80

&0

40

% de neutralizacion

0.1 10 1000
conc.{ ng / ml )

1114+11563

120
100

8ot o

% de neutralizacion
[ ]

201

]
0.1 10 1000
Conc. { ng /ml}
1125+1134

120
100} *]
80} I

60} .

% de neutralizacian

20 1 | 1 1
0.1 10 1000

conc.. ng / ml )

161



ES 2729278 T3

Figura 31 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de 3 Mab (eje Y neutralizacion,
eje X conc. ng/ml para combinaciones de 1125 + 1134 + 1114, 1125 + 1134 + 927, 1125 + 1151 + 1114,
respectivamente)
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Figura 32 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de 3 Mab (eje Y
neutralizacion, eje X conc. ng/ml para combinaciones de 1125 + 1151 + 927, 1125.g2 + 1134.g5 + 927.g2,
respectivamente)
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Figura 33 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de 3 Mab
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Figura 34 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de 2 Mab a diferentes
concentraciones de toxina
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Figura 35 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de 2 Mab a diferentes
concentraciones de toxina
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Figura 36 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de 2 Mab a diferentes
concentraciones de toxina
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Figura 37 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de 2 Mab a diferentes
concentraciones de toxina
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Figura 38 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de 2 Mab a diferentes
concentraciones de toxina
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Figura 39 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de 2 Mab a diferentes
concentraciones de toxina
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Figura 40 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de 2 Mab a diferentes
concentraciones de toxina
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Figura 41 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de 2 Mab a diferentes
relaciones relativas de Mab y diferentes concentraciones de toxina
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Figura 42 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de 2 Mab a diferentes
relaciones relativas de Mab y diferentes concentraciones de toxina
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Figura 43 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de 2 Mab a diferentes
relaciones relativas de Mab y diferentes concentraciones de toxina
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Figura 44 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de 2 Mab a diferentes
relaciones relativas de Mab y diferentes concentraciones de toxina
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Figura 45 Datos de neutralizacion in vitro anti-TcdB (ribotipo 003) para mezclas de 2 Mab a diferentes
relaciones relativas de Mab y diferentes concentraciones de toxina
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Figura 46 Neutralizacion de la cepa VPI 10463 de TcdB, anticuerpos Unicos y pares, dosis constante de toxina
(DL80)

porc:en-tgj'e de neutralizacion
120
160k 926 (estrella)

1125 (circulo)
! 113441125 (cuadrado)

k

elt b iifiil 4 fpiast] g p.prapaed Lot i tiesd
e 3 10 100 1600
[anticuerpo] ngimt

porcentaje de neutralizacion
128

1134 (estrella)
1001 1155 (circulo) »

aok 113441125 {cuadrado),.._.‘—w—l "

.20 00 O EEY SO A N T 1Y pororrapnl p g gppea

4.1 1 10 100 1000
|anticuerpo] nafmi

porcentaje de neutralizacion

128
1102 (estrella)
1. -
o 1125 (circulo)
801 110241125 (cuadrado) m __ g—-W—u
_,..n-“"#
8-
40 *
20
N
ey Lo i i biand ot p i bbb sl 11 rrriin
4.1 1 10 100 140040

[anticuerpo] nig i

177



ES 2729278 T3

Figura 47 Neutralizacion de TcdB, anticuerpos Unicos y pares, dosis constante de toxina (DL80)
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Figura 48 Neutralizacion de TcdB, anticuerpos unicos y pares, dosis constante de toxina (DL80)
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Figura 49 Neutralizacion de TcdB, anticuerpos Unicos y pares, dosis variable de toxina (diversificada)
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Figura 50 Neutralizacion de TcdB, anticuerpos unicos y pares, dosis variable de toxina (diversificada)
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Figura 51 Neutralizacion de TcdB, anticuerpos unicos y pares, dosis variable de toxina (diversificada)
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Figura 52 Neutralizacion de TcdB, anticuerpos uUnicos y pares, dosis variable de toxina (diversificada)
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Figura 53 Neutralizacion de TcdB, anticuerpos Unicos y pares, dosis variable de toxina (diversificada)
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Figura 54 Neutralizacion de TcdB, anticuerpos unicos y pares, dosis variable de toxina (diversificada)
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Figura 55 Neutralizacion de TcdB, anticuerpos unicos y pares, dosis variable de toxina (diversificada)

_ . CepaVPI 10463 de TcdE (DL75)
porcentaje de neutralizacion

120

100

80} .
60}
40}

20k

_20 1 v ravnel oo rapnl L ippuml L i i iignil
0.1 1 10 100 1000
[1125.g2 + 1134.95] na/m|

. - Cepa VPl 10463 de TcdB (DL86,
porcentaje de neutralizacion

120

100~

a0

60

40

20

0=

20 L1 aruipl L1 ol Loyl L 1opauninl
0.1 1 10 100 1000
[1125.g2 + 1134.g5] ng/ml

Cepa VPI 10463 de TedB (DLY0)
porcentaje de neutralizacion
120

100}
80
B0
404 "

201

=20 L1l L1l L1 a il Lol
0.1 1 10 100 1000
[1125.g2 + 1134.g5] ng/mi

186



ES 2729278 T3

Figura 56 Neutralizacion de TcdB, anticuerpos unicos y pares, dosis variable de toxina (diversificada)
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Figura 57 Neutralizacion de TcdB, anticuerpos Unicos y pares, dosis variable de toxina (diversificada)
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Figura 58 Neutralizacion de TcdB, anticuerpos unicos y pares, dosis variable de toxina (diversificada)
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Figura 59 Neutralizacion de TcdB, anticuerpos unicos y pares, dosis variable de toxina (diversificada)
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AKSKNIPGLA
HNSIDDLIDE
VYVETEKELF
IDYSSNKDVL

IPIVSTILDG
VTIFLLPIAG
DLVISEIDEN
ETENLDFSKK
FFDYAITTLK
YFISTNINLS
DESGDIDNKD
LGLDSKNIAY
EDINVEMKDD
NSDGHHNTSN
IYFGEWKTSS
APDLYTSLIN
YLEESNKKIL
LGFKIIDNKT
ALTSYKILING
CKKYYFDNNS
VNGSRYYEDT
GRAIVYQSKF
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NEYKTILTNL
EVILIKNSNT
KKAIVESSTT
IDDIIKSHLV
RGNLAAASDI
EYKKYINNYT
VINQALISKQ
ENSMFLTKILA
KFPENNLSQL
LLNNKIPSNN
YFLSDDGESI
LDTIKLDISP
ANQYEVRINS
SISEDIKTLL
FNLLENVSDE
SKYSEHITKE
NDLETSVEVQ

INLGAAIKEL
ISAGIPSLVN
NNSIKLGTCN
IMMLPNAPSR
PVYEDTNIKI
KDDLWIEFNID
RYIFLTCELD
NYTDESNNKY
INTITCKYYV
FMNLFLDNIS
SKSTIFSGNG
INTNYYSNEY
QKIRIKGILS
YYYDEDSKLV
KHEYEFNNDGV
KAVTCWRIIN
DTAIAFNCYK
LTLNGKKYYF

Figura 60 Secuencia de aminoacidos para TcdA SEQ ID NO: 171

DEYNKLTTNN
SPVEKNLHEFV
EALQLLEEEL
SEYNRDETVL
VRLLALKNFG
SENFDKLDQQ
GSYLTNLVIE
PYLOQVGEMPE
TEQEINSLWS
VEEAGSENYY
LELNKYRIPE
KNVEVNLLGC
EGRKELLAHS
LDASVSPDTK
LYELKKLNNL
ISTIKNSIIT
LYAQLF'STGL

LDEHDPLLKK
NELILEDKAT
ILAMEGGSGH
VEWWETGAVP
KLDKDTRNE'L
NEVREISIEN
DKISLIIEIN
FGAISKTSOK
DNNTDKSIDE
EWKLECGFENL
RNVVVEPIYN
YPELIVLNPN
NTQSFNKMST
KGLININNSL
MQLGVEFKGPD
NEKYYEFNPNN
TIDGKHEYED
DNNSKAVTGL

191

NENKYLQLKK
WIGGEVSDIA
CNPQEFDNMKF
ESYRTNSLRK
GVYLDVDMLP
LEDNFELIIE
QVKNRYQFLN
ARSTISLSGP
FDQASAKYQF
HYIIQLOGDD
RLENKEKVEKV
NMESYDEFNVE
CGKWINKEEAI
FILNNLKLNI
DEKYLISFED
DVNGNLLDNI
NTIYDSIQLV

ELEAKVGVLA
SVVNYFNHLS
TVTGNIDHEE
GLRSLENDGT
MPTITTNEIR
GTIKKGKLIK
LVAKSYSLLL
SIIHYKKDSK
SISLVSKNQV
NEVIDKYFTL
PDTGEDISTS
TEHEEVNINL
DFKDIKKLSL
FYFDPIEFNL
GFEYFAPANT
AIAAVGLOVI
SDCVVKIGVF
QTIDSKEKYYF

LNESIDVEMN
LEYIKQWADI
YKKRMEF1YD
INSNHGIDIR
GIHSDLFKTI
SKSEKSEIFS
QHLNPAIESD
GAYASAYYDE
EKYVRDYTGG
ISYEATCNLE
TFICHGKDEF
ETYPCKLLLS
MSDLSSKEYI
ESSIGDYIYY
ISKNNSTYSV
QLDHTSQVNT
NLISNAVNDT

INMSLSIAAT
ESKKYGPLKT
SSPSISSHIP
RLLDSIRDLY
NKLSYSFDGA
DVLSKIDINK
SGDKNYLISN
NILEFYNDST
KVNGLYLNES
VGKTNLCYVE
LDFSYEPLYG
DSSSFEYKWS
CYIMSNFESE
VIGWQTINGK
ONNNIEGOAL
DNNKYYFNPD
STSNGFEYFA
NTNTAEAATG



WOTIDGKKYY
IGVEKGPNGF
KYYFNPNNAI
PNGFEYFAPA
NTAEAATGWO
FNTDGIMQIG
GLRTIDGKKY
QIGVFKGPDG
NRYYFEPNTA
RYQNRFLHLL
DGVKAPGIYG

MSLVNRKQLE
DTYKKSCRNK
VNSDYNVNVE
DKQKNFINYY
RNFEEFKNGE
IEKPSSVTVD
SSLGDMEASP
DNDENTTTNT
LLME'REGSMN
GSLGEDDNLD
TPYDSVLEFQK
DIFAGEFDVDS

DKISELMPSI
NPKENEITVK
IEEAKNLTSD
INKETGESIF
AAFFIQSLIE
LLPTLSEGLP
SSLGIASGFS

FNTNTAEAAT
EYFAPANTDA
AATHLCTINN
NTHNNNIEGQ
TIDGKKYYFN
VEFKGPNGFEY
YENTNTAVAV
FEYFAPANTD
MCANGYKTID

CGKIYYFGNNS

KMANVRERTQ
ALKKFKEYLV
YDSNAFLINT
KAQREENPEL
SFNLYEQELV
FWEMTKLEAL
LEVKIAFNSK
FIDSIMAEAN
IHLIEADLRN
FSQNIVVDKE
NIEDSEIAYY
LSTEIEAAID

SQDSIIVSAN
SKNLPELSTL
SINYIKDEFK
VETEKTIESE
YNSSKESLSN
ITATIIDGVS
ILLVPLAGIS
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GWOTIDGKKY
NNIEGQAILY
DKYYFSYDGI
ALVYONKFLT
LNTAEAATGW
FAPANTDANN
TGWOTINGKK
ANNIEGOALR
NEKNFYFRNGL

KAVTGWQTLIN

EDEYVAILDA
TEVLELKNNN
LEKTVVESAL
IIDDIVKTYL
ERWNLAAASD
MKYKEYIFPEY
GIINQGLISV
ADNGRFMMEL
FEISKTNISQ
YLLEKISSLA
YNPGDCEIQE
LAKEDISPKS

QYEVRINSEG
LOEIRNNSNS
LIESISDALC
YANHITEELS
LSVAMKVQVY
LGAALKELSE
AGIPSLVNNE

YFNTNTALAS
ONEFLTLNCK
LONGYITIER
LNGKKYYFDN
QTIDGKKYYF
IEGQAILYON
YYENTNTSIA
YONREFLYLHD
PQIGVFKGSN
CKVYYFMPDT

Figura 61 Secuencia de aminoacidos para TcdB SEQ ID NO: 172

LEEYHNMSEN
LTPVEKNLHF
NDTLESEREN
SNEYSKEIDE
ILRISALKEL
TSEHEDMLDE
KDSYCSNLIV
GKYLRVGEFEE
STEQEMASLW
RSSERGYIHY
IDKYKIPSIIL
IEINLLGCNM

RRELLDHSGE
SDIELEEKVM
DLKQONELED
KIKGTIFDTV
AQLESTGLNT
TSDPLLRQET
LVLRDEATKV

192

TGYTIINGKH
KYYFGSDSKA
NNFYFDANNE
DSKAVTGRQT
NTNTFIASTG
KELTLNGKKY
STGYTIISGK
NIYYFGNNSK
GFEYFAPANT
AMAAAGGLEE

TVVEKYLKLK
VWIGCGQINDT
LNDPRFDYNK
LNTYIEESLN
GGMY LDVDML
EVQSSFESVL
KQIENRYKIL
DVKTTINLSG
SFDDARAKAQD
IVQLQGDKIS
SDRPKIKLTF
FSYSINVEET

WINKEESIIK
LTECEINVIS
SHFISFEDIS
NCKLVKKVNL
ITDAAKVVEL
EAKIGIMAVN
VDYFKHVSLV

FYFNTDGIMO
VTGWRI INNK
SKMVTGVIKG
IDGKKYYEFNL
YTSINGKHFY
YEGSDSKAVT
HEYFNTDGIM
AATGWVTIDG
DANNIEGQAL
IDGVIYFFGV

DINSLTDIYI
AINYINQWKD
FFRKRMEILY
KITONSGNDV
PGIQPDLFES
ASKSDKSEIF
NNSLNPAISE
PEAYAAAYQD
FEEYKRNYFE
YEAACNLEFAK
IGHGKDEFNT
YPGKLLLKVKV

DISSKEYISF
NIDTQIVEER
ETDEGESIRE
DTTHEVNTLN
VSTALDETID
LTTATTAILT
ETEGVFTLLD



DKIMMPQDDL
SIYDVLEVQK
EFYWRYFAFIL
GTYALSLSQY
KIILNSHEIN

NHIQQKIDYIL
DSKPSFCYYS
GVAEILKEFMN
FEFICDENDN
LYGIDSCVNK
VWSNDGNDE'L
PSYYEDGLIG
DDKYYENPIN
EAIDETGKLI
SDGVMQEGEV
HHNEDLGNEE
LSLINDGQYY
VEDTSDCEYKY
KYYEFNPETKK
KMEYFGEDGV
AATGSVIIDG

VISEIDFNNN
EELDLSKDLM
ADALITTLEP
NMGINIELSE
FSGEVNGSNG

GENSELQKNI
NNLKDVEVIT
REKGNTNTSDS
IQPYFIKFNT
VVISPNIYTD
LMSTSEENKV
YDLGLVSLYN
GGAASIGETI
IDENIYYFDD
SINDNKHYFD
GEEISYSGIL
FNDDGIMQVG
FAPANTVNDN
ACKGINLIDD
MOIGVENTPD
EEYYFDPDTA
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SIVLCGKCEIW
VLPNAPNRVE
RYEDTNIRIN
SDVWIIDVDN
FVSLTESILE

PYSFVDSECGK
KDNVNILTGY
LMSFLESMNI
LETNYTLYVG
EINITPVYET
SQVKIRFVNV
EKFYINNFGM
IDDKNYYENQ
NYRCGAVEWKE
DSGVMKVGYT
NENNKIYYFD
FVTINDKVEY
IYGOAVEYSG
IKYYFDEKGL
GEKYFAHONT
QLVISE

RMEGGSGHTV
AWETGWTPGL
LDSNTRSFIV
VYVRDVTIESD
GINAILIEVDL

ENGFINGSTK
YLKDDIKISL
KSIFVNELOS
NRONMIVEPN
NNTYPEVIVL
FKDKTLANKL
MVSGLIYIND
SGVLOTGVES
LDGEMHYFSP
EIDGKHFYFA
DSFTAVVGWK
FSDSGIIESG
LVRVCEDVYY
MRTGLISFEN
LDENFEGESI

193

TDDIDHEFFSA
RSLENDGTKL
PIITTEY1RE
KIKKGDLIEG
LSKSYKLLIS

EGLFVSELED
SLTLODEKTI
NIKFILDANF
YDLDDSGDIS
DANYINEKIN
SFNFSDKQDV
SLYYFKPPVN
TEDGFKYFAP
ETCGKAFKCGLN
ENCGEMQICVF
DLEDGSKYYF
VONIDDNYFY
FGETYTIETG
NNYYENENGE
NYTGWLDLDE

PSITYREPHL,
LDRIRDNYEG:
KLSYSFYGSG-
LILSTLSIEEN'
GELKILMLNS .

VVLISKVYMD
KLNSVHLDES
IISGTTSIGQ
STVINFSQKY
VNINDLSIRY
PVSELILSET
NLITGEVTVG
ANTLDENLEG
QLCDYKYYEN
NTEDGFKYFA
DEDTAEAYIG
LDDNGIVQIG
WIYDMENESD
MOFGYINIED
KRYYFTDEYI
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Figura 62 Datos de monocapa de Caco-2 (resistencia eléctrica transepitelial)- TcdA
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Figura 62A
Ensayo de RETE de Caco-2 - TcdA
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Figura 63

ES 2729278 T3

Supervivencia de hamsteres después de exposicion a Clostridium difficile.

Mezcla de 3 Mab de UCB de alta y baja dosis: CA997.g1 (50 %), CA1125.92 (25 %) y CA1151.g4 (25 %) frente a
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Figura 64 Cambios de peso corporal de hamster
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Figura 65
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UCB dosis baja
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Figura 66

PBS control UCB dosis alta
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Figura 67 Farmacocinética sérica de una IgG1 humana en ratones y hamsteres

Perfil temporal de la concentracion de CA164_00725 después de administracion
subcutanea o intraperitoneal unica a 20 mg/kg en raton BALB/c y hamsteres
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Figura 68 Efecto de la agitacion por vortex sobre las moléculas de IgG1 anti-TcdB en PBS, pH 7,4 (n= 3)
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Figura 69 Comparacion de la estabilidad de agregacion de moléculas de IgG1 anti-TcdA y anti-TcdB en PBS
pH 7,4
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Figura 70 Neutralizacion contra el ribotipo 003
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Figura 71 Neutralizacion contra el ribotipo 003
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Figura 72 Neutralizacion contra el ribotipo 027
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Figura 73 Neutralizacion contra el ribotipo 078
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