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DESCRIPCIÓN 
 

Anticuerpos para el tratamiento de la infección y enfermedad asociada a Clostridium difficile 
 
Solicitudes relacionadas 5 
 
Esta solicitud reivindica prioridad bajo el título 35 del Código de los Estados Unidos, párrafo 119 de las Solicitudes 
Provisionales de los Estados Unidos Nos. 61/324503, presentada el 15 de abril de 2010, y 61/381669, presentada el 
10 y 20 de septiembre de 2010. 
 10 
Campo de la invención 
 
Esta invención se refiere en general a composiciones y terapias que pueden usarse para tratar la infección por 
Clostridium difficile (C. difficile) y afecciones y patologías de enfermedades asociadas a C. difficile, tales como diarrea 
asociada a C. diff. (CDAD), que puede resultar de la infección por la bacteria C. difficile. La invención se refiere además 15 
a anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos que se unen específicamente a epítopos en la toxina 
A y/o la toxina B de C. difficile, a composiciones que comprenden tales anticuerpos, así como a métodos para usar los 
anticuerpos o las composiciones. 
 
Antecedentes de la invención 20 
 
C. difficile (o C. diff.) es una bacteria anaerobia Gram positiva, formadora de esporas, que representa la causa principal 
de diarrea nosocomial (adquirida en el hospital) y colitis pseudomembranosa. La infección por C. difficile se estima en 
un total de más de 750.000 casos por año en los EE. UU., y es responsable de más muertes que todas las demás 
infecciones intestinales combinadas (1). En muchos hospitales, C. difficile constituye un mayor riesgo para los 25 
pacientes que Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) o cualquier otra bacteria (2). Se estima que 
los costos anuales para el manejo de la enfermedad asociada a Clostridium difficile (CDAD) superan los 3.200 millones 
de dólares en los EE. UU. (3). Los brotes recientes de cepas de C. difficile con mayor virulencia o resistencia a los 
antibióticos han provocado fracasos del tratamiento, recaídas más frecuentes y mayores tasas de mortalidad (4). 
 30 
La CDAD se induce típicamente por la alteración de la flora del colon mediante el uso de antibióticos tales como 
clindamicina, cefalosporinas y fluoroquinolonas. (3,8) Esta perturbación en el microambiente del colon, junto con la 
exposición a esporas de C. difficile, conduce a la colonización. Aproximadamente un tercio de todos los pacientes que 
se colonizan desarrollan CDAD (9), lo que puede provocar diarrea severa, perforación del colon, colectomía y muerte 
(10). La CDAD resulta después de la adquisición y proliferación de C. difficile en el intestino, donde las bacterias C. 35 
difficile producen toxina A y toxina B, dos factores de virulencia importantes de CDAD. Las toxinas A y B de C. difficile 
muestran una secuencia considerable y una homología estructural. Ambas tienen un dominio de unión al receptor del 
terminal C que contiene múltiples secuencias repetitivas, un dominio hidrófobo central y un dominio de 
glucosiltransferasa del terminal N. El dominio de unión al receptor media la unión de las toxinas a las células epiteliales 
intestinales a través de receptores del huésped que permanecen mal definidos en humanos. Después de la 40 
internalización a través de una vía endosómica, el dominio hidrofóbico central se inserta en la membrana del 
endosoma. El pH ácido del endosoma desencadena la formación de poros y la translocación de los dominios del 
terminal amino de las toxinas en el citosol. La glucosilación del objetivo citosólico Rho GTPasas conduce a la 
interrupción del citoesqueleto y la muerte celular. Las toxinas A y B demuestran diferentes perfiles patológicos con 
sinergia potencial para causar la enfermedad. 45 
 
Los brotes recientes de una cepa hipervirulenta de C. difficile han dado como resultado mayores tasas de enfermedad 
grave, recaídas más frecuentes y mayor mortalidad. Una cepa hipervirulenta, BI/NAP1/027 tipo toxina III, era 
históricamente poco común, pero ahora es epidémica. Las cepas hipervirulentas, tales como B1/NAP1/027, producen 
varias veces más toxina A y toxina B que las cepas no hipervirulentas de C. difficile, lo que hace que tales cepas sean 50 
más formidables para tratar después de la infección. Dado que la resistencia de las cepas hipervirulentas a los 
antimicrobianos y antibióticos de uso común es un problema creciente que hace que estas cepas sean más difíciles 
de tratar y contener, se necesitan enfoques de tratamiento adicionales y terapias más potentes para combatir la 
hipervirulencia y la recurrencia de la enfermedad asociada con aislados hipervirulentos de C. difficile. 
 55 
Los tratamientos antibióticos actuales para la infección por C. difficile incluyen el uso de vancomicina y/o metronidazol; 
sin embargo, estos antibióticos están limitados por tasas de respuesta incompletas y tasas de reinfección y recurrencia 
crecientes. Desde 2000, se han informado tasas de fracaso sustancialmente más altas para la terapia con metronidazol 
(23-25). Las altas tasas de recurrencia después del tratamiento con antibióticos pueden ser el resultado de la 
interrupción continua de la flora colónica normal, dando a C. difficile la oportunidad de recuperarse con poca 60 
competencia (26-28). El riesgo de recurrencia aumenta en pacientes que ya han tenido una recurrencia, aumentando 
de aproximadamente el 20% después de un episodio inicial a más del 60% después de dos o más recurrencias (29,30). 
Este aumento en el riesgo de recurrencia se ha asociado con la incapacidad de montar una respuesta adecuada de 
anticuerpos antitoxina (31). De hecho, los pacientes con los títulos más altos de antitoxina IgG en suero al final de la 
terapia antimicrobiana tuvieron un menor riesgo de recurrencia (32). En un estudio separado, los niveles en suero de 65 
anticuerpos antitoxina B se correlacionaron con la protección contra CDAD recurrente (33). 
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La prevalencia de la infección por C. difficile ha aumentado constantemente, particularmente en los ancianos, que a 
menudo son frágiles. Aproximadamente un tercio de los pacientes con infección por C. difficile tienen recurrencias de 
su infección, generalmente dentro de los dos meses posteriores a la enfermedad inicial. Las infecciones repetidas 
tienden a ser más graves que la enfermedad original; a menudo son más fatales. Los adultos mayores y las personas 
con sistemas inmunes debilitados son particularmente susceptibles a las infecciones recurrentes. Si no se trata de 5 
manera oportuna y adecuada, las complicaciones de la infección por C. difficile incluyen deshidratación, insuficiencia 
renal, perforación intestinal, megacolon tóxico, que puede conducir a la ruptura del colon y la muerte. 
 
Aunque en los Estados Unidos, la infección por C. difficile es la infección más común adquirida por pacientes 
hospitalizados, también puede adquirirse fuera de los hospitales en la comunidad. Se estima que 20.000 infecciones 10 
con C. difficile ocurren en la comunidad cada año en los Estados Unidos. Internacionalmente, la incidencia es muy 
variable y depende de múltiples factores, incluida la frecuencia con la que se usa la endoscopia para establecer el 
diagnóstico, los patrones de uso de antimicrobianos y los patrones epidemiológicos. 
 
Por lo tanto, está claro que la enfermedad causada por la infección por C. difficile pone en peligro la vida de personas 15 
de todas las edades, tanto en entornos nosocomiales como en la comunidad en general. En el mundo de hoy, existe 
un riesgo siempre presente de infección por C. difficile para aquellos que enfrentan hospitalización o que están en 
atención hospitalaria durante largo tiempo. Debido a que también existe la posibilidad de contraer la infección por C. 
difficile fuera del entorno de un hospital, la posibilidad de que los niños pequeños y los bebés contraigan la enfermedad 
es grande. Además, existe la posibilidad de que los regímenes antibióticos actuales utilizados para tratar C. difficile 20 
estén por debajo de un nivel óptimo. Los pacientes que presentan enfermedad asociada a C. difficile requieren atención 
hospitalaria extensa y una estadía hospitalaria de larga duración. Los costos asociados con el alto grado de atención 
hospitalaria y tratamiento de apoyo necesarios para los pacientes con enfermedad asociada a C. difficile son grandes 
e involucran recursos costosos, tales como un mayor número de personal médico y de enfermería, pruebas y 
monitoreo de laboratorio, medicamentos concomitantes y medidas de apoyo adicionales. 25 
 
En consecuencia, existe la necesidad de medicamentos, fármacos y tratamientos más efectivos que se dirijan a las 
enfermedades potencialmente mortales causadas por C. difficile y, en particular, a las potentes toxinas producidas por 
C. difficile, para un beneficio profiláctico y terapéutico. Existe una necesidad médica insatisfecha de tratamientos 
exitosos y duraderos para la enfermedad asociada a C. difficile que ofrecen un menor potencial para desarrollar 30 
resistencia y un mayor potencial para una respuesta exitosa del paciente y resolución de la enfermedad, lo que lleva 
a la erradicación de la enfermedad. 
 
Los documentos WO2006/121422, US2005/287150 y el artículo titulado "Human monoclonal antibodies directed 
Against toxins A and B prevent Clostridium difficile-induced mortality in hamsters"; INFECTION AND IMMUNITY, 35 
American Society for Macrobiology, Estados Unidos, vol. 74, Nº 11, noviembre 1 de 2006, páginas 6339 - 6347, todos 
describen el anticuerpo 3D8 antitoxina A y el anticuerpo 124 antitoxina B que se usan como agentes de comparación 
en la solicitud en cuestión. 
 
Sumario de la invención 40 
 
El alcance de la invención está definido por las reivindicaciones adjuntas. La invención proporciona, al menos en parte, 
nuevos reactivos de anticuerpos y composiciones que comprenden anticuerpos antitoxina A y/o toxina B de C. difficile. 
Los reactivos y las composiciones pueden ser beneficiosos para tratar el número cada vez más frecuente de sujetos 
afectados con infección y enfermedad asociada a C. difficile, proporcionando una mejor calidad de vida, resolviendo 45 
la CDAD y la infección por C. difficile y ayudando a la supervivencia de estos individuos infectados. 
 
En un aspecto, la invención proporciona un anticuerpo aislado o fragmento de unión a antígeno del mismo como se 
define en las reivindicaciones adjuntas. 
 50 
En otro aspecto más, se proporciona un vector de expresión que comprende al menos una molécula de ácido nucleico 
que codifica los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos como se define en las reivindicaciones. 
 
En una realización, el anticuerpo anti-toxina A de C. difficile aislado o el fragmento de unión al antígeno neutraliza la 
toxicidad in vivo de la toxina A de C. difficile. En una realización, el anticuerpo o fragmento de unión a antígeno 55 
neutraliza la toxicidad in vivo de la toxina A de C. difficile en una cantidad de 0,1 µg a 1000 µg, o 1 µg/kg a 100.000 
µg/kg. En otra realización, el anticuerpo aislado o el fragmento de unión a antígeno neutraliza la toxicidad in vivo de la 
toxina A de C. difficile en una cantidad seleccionada de 0,5 µg-1000 µg, o de 5 µg-250 µg, o de 10 mg/kg-50 mg/kg. 
En una realización, el anticuerpo monoclonal, o su fragmento de unión a antígeno, está en forma quimérica o 
humanizada. 60 
 
En otra realización, el anticuerpo anti-toxina B de C. difficile o el fragmento de unión al antígeno neutraliza la toxicidad 
in vivo de la toxina B de C. difficile. En una realización, el anticuerpo aislado o fragmento de unión a antígeno del 
mismo neutraliza la toxicidad in vivo de la toxina B de C. difficile en una cantidad seleccionada de 0,5 µg-1000 µg, 0,5 
µg, 5 µg, 40 µg, 50 µg, 100 µg, 200 µg, 1000 µg, o de 10 mg/kg-50 mg/kg. En una realización, el anticuerpo monoclonal, 65 
o su fragmento de unión a antígeno, está en forma quimérica o humanizada. 
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El anticuerpo o fragmento de unión a antígeno, cuando se administra a un sujeto infectado con C. difficile en 
combinación con un anticuerpo aislado o fragmento de unión a antígeno del mismo que se une y/o neutraliza 
específicamente la toxina B de C. difficile, trata CDAD y/o aumenta la capacidad de supervivencia del sujeto. Los 
anticuerpos anti-toxina A y anti-toxina B o fragmentos de los mismos pueden administrarse simultáneamente. 5 
Alternativamente, los anticuerpos anti-toxina A y anti-toxina B o fragmentos de los mismos se administran en diferentes 
momentos. Por ejemplo, los anticuerpos anti-toxina A y anti-toxina B o fragmentos de los mismos pueden administrarse 
secuencialmente. 
 
En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-toxina A de C. difficile o anti-toxina B de C. difficile o su fragmento 10 
de unión a antígeno como se define en el presente documento, en donde el anticuerpo o fragmento de unión a antígeno 
del mismo está en forma de, o está comprometido en, un anticuerpo biespecífico o bifuncional. 
 
En otro aspecto, se proporciona una composición que comprende uno o más de los anticuerpos o fragmentos de unión 
a antígeno de los mismos, como se define en el presente documento, y un portador, excipiente, vehículo o diluyente 15 
farmacéuticamente aceptable. 
 
En una realización, cada mAb está presente en la composición en la misma cantidad. En una realización, cada mAb 
está presente en la composición en una relación 1:1, en peso, entre sí. En una realización, cada mAb está presente 
en la composición en diferentes cantidades. En una realización, cada mAb está presente en la composición en 20 
proporciones diferentes a 1:1, en peso, entre sí, en donde las proporciones son como se proporcionan en el presente 
documento. En una realización, la composición comprende además un agente terapéutico adicional. En una 
realización, el agente terapéutico adicional es un antibiótico, antibacteriano, acteriocida, bacteriostático o una 
combinación de los mismos. En una realización, el agente terapéutico adicional es metronidazol, vancomicina, 
fidaxomicina o una combinación de los mismos. 25 
 
Otro aspecto proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de unión a antígeno del mismo, o una composición, 
como se define en el presente documento para uso en el tratamiento de un sujeto con infección por C. difficile o 
enfermedad asociada a C. difficile. En una realización, las composiciones incluyen uno o más anticuerpos de la 
invención, preferiblemente en forma humanizada. En una realización, las composiciones contienen al menos un 30 
anticuerpo anti-toxina A proporcionado en este documento en forma humanizada, o un fragmento de unión a antígeno 
del mismo, y al menos un anticuerpo anti-toxina B de la invención en forma humanizada, o un fragmento de unión a 
antígeno del mismo. En diversas realizaciones, uno o más reactivos, fármacos, compuestos o ingredientes 
terapéuticos adicionales pueden incluirse en las composiciones. En una realización, las composiciones incluyen 
además un portador, diluyente, vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable. En una realización, las 35 
composiciones se administran en una cantidad eficaz para tratar la infección por C. difficile o la enfermedad asociada 
a C. difficile, por ejemplo, diarrea asociada a C. difficile (CDAD). En una realización, se administran dos composiciones 
al sujeto en una cantidad eficaz para tratar la infección por C. difficile o la enfermedad asociada a C. difficile. En una 
realización, las dos composiciones se administran al mismo tiempo. En una realización, las dos composiciones se 
administran en momentos diferentes. 40 
 
Otro aspecto proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de unión a antígeno del mismo como se define en el 
presente documento para inhibir o neutralizar la toxicidad para una célula por la toxina A y la toxina B de C. difficile. 
 
En una realización, el anticuerpo anti-toxina A y el anticuerpo anti-toxina B están en forma humanizada. En una 45 
realización, el anticuerpo anti-toxina A y el anticuerpo anti-toxina B están en forma quimérica. En una realización, los 
anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos se administran al mismo tiempo. En una realización, los 
anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos se administran en diferentes momentos. La célula puede 
estar presente en un sujeto y los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos pueden administrarse 
al sujeto en una cantidad eficaz para inhibir o neutralizar la toxina A y la toxina B de C. difficile. 50 
 
Otro aspecto proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de unión a antígeno del mismo como se define en el 
presente documento, para neutralizar toxinas producidas por una cepa hipervirulenta de C. difficile. En una realización, 
los anticuerpos son anticuerpos humanizados. En una realización, los anticuerpos son anticuerpos quiméricos. En 
realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos se administran al mismo tiempo o en 55 
momentos diferentes. En una realización, las toxinas de la cepa hipervirulenta son la toxina A y la toxina B. En una 
realización, la cepa hipervirulenta de C. difficile es una o más de BI/NAP1/027, CCL676, HMC553, Pitt45, CD196, 
Montreal 5, o Montreal 7.1. En una realización, el anticuerpo anti-toxina A o el fragmento de unión a antígeno del 
mismo tiene una actividad neutralizante contra la toxina A producida por cepas hipervirulentas de C. difficile de acuerdo 
con lo determinado por un valor de EC50 de 2,6-12 M a 7,7-11 M o de 7,7-12 M a 4,8-8 M. En una realización, el anticuerpo 60 
anti-toxina B o el fragmento de unión a antígeno del mismo tiene una actividad neutralizante contra la toxina B 
producida por cepas hipervirulentas de C. difficile de acuerdo con lo determinado por un valor de EC50 de 1,1-11 M a 
6,5-10 M. 
 
En otro aspecto, se proporciona una composición que comprende (i) un anticuerpo anti-toxina A de C. difficile o un 65 
fragmento de unión a antígeno del mismo como se describe en este documento y (ii) un anticuerpo anti-toxina B de C. 
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difficile o fragmento de unión a antígeno del mismo como se describe en el presente documento, para uso en el 
tratamiento de un sujeto que es asintomático, pero que está en riesgo de contraer o que es susceptible de contraer 
infección por C. difficile, enfermedad asociada a C. difficile, o diarrea asociada a C. difficile (CDAD). En una realización, 
el sujeto está hospitalizado. 
 5 
En diversas realizaciones dirigidas a cualquiera de los anticuerpos monoclonales humanizados anteriores de la 
invención, la región CH del anticuerpo monoclonal se selecciona de IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgG4, IgA, IgE o IgM. 
En una realización, la región CH es IgG1. En una realización, la región CL se selecciona del isotipo κ o λ. En una 
realización, la región CL es del isotipo κ. En otras realizaciones, las CDR, es decir, CDR1, CDR2 y/o CDR3, de los 
anticuerpos humanizados, o fragmentos de unión a antígeno de los mismos, como se describe en este documento, 10 
están abarcadas para unirse y/o neutralizar la toxina A y/o la toxina B o C. difficile en productos y métodos de acuerdo 
con la invención. 
 
Estos y otros aspectos de la invención se describirán con más detalle en relación con la descripción detallada de la 
invención. 15 
 
Breve descripción de los dibujos 
 
Las Figuras 1A-1C demuestran la especificidad de mAb anti-toxina de C. difficile de la invención para la toxina A y/o 
la toxina B mediante ELISA. Las placas de ELISA se recubrieron con toxina A (círculos rellenos) o toxina B (cuadrados 20 
sin relleno) durante la noche a 4 °C. Después de lavar y bloquear las placas, se valoró el mAb murinos PA-38 (A), PA-
39 (B) o PA-41 (C) y se añadió a las placas. La unión del anticuerpo monoclonal se detectó con IgG-Fc anti-ratón de 
cabra conjugado con HRP. Se midió la OD en un lector de placas SpectraMax M5 (Molecular Devices). 
 
Las Figuras 2A-2D proporcionan resultados de ensayos de caracterización de unión de Biacore usando mAb murinos 25 
PA-38, PA-39, PA-41 y PA-50. La especificidad de unión se determinó usando un instrumento Biacore 3000 (GE 
Healthcare). Los mAb (PA-38 (2A), PA-39 (2B), PA-50 (2C), PA-41 (2D) o mAb no específico como control) se 
inmovilizaron covalentemente en la superficie del chip sensor CM5 (GE Healthcare) a aproximadamente 10.000 
unidades de resonancia (RU) de acuerdo con las instrucciones del fabricante para el acoplamiento de aminas. Los 
experimentos de unión se realizaron a 25 °C en PBS. La toxina A o la toxina B purificadas (List Biological Laboratories) 30 
a 30 nM se pasó sobre el control (mAb no específico) y las células de flujo de prueba a una velocidad de flujo de 5 
µL/min con una fase de asociación (600 s para PA-38, PA-39 y PA-41; y 300 s para PA-50) y una fase de disociación 
(300 s para PA-38, PA-39 y PA-41; y 600 s para PA-50). Los gráficos se presentan en RU a lo largo del tiempo. 
 
Las Figuras 3A-3E y 3F-3H muestran los resultados de la cinética de unión anticuerpo-toxina de acuerdo con lo 35 
determinado por Biacore. Para las Figuras 3A-3E, los mAb murinos se capturaron usando un chip sensor CM5 
preparado con el kit de captura de anticuerpos de ratón de Biacore. Luego se pasó la toxina a través de las celdas de 
flujo a concentraciones variables (0,4 -100 nM, escalamiento doble) a una velocidad de flujo de 30 µL/min. Todas las 
concentraciones de mAb se probaron por duplicado y la superficie del chip se regeneró después de cada proceso 
utilizando las condiciones especificadas en el kit. Los cambios en RU se registraron y analizaron utilizando el modelo 40 
de unión 1:1 con el Software Bia Evaluation (Langmuir) que calculó la KD del mAb para la toxina. Figura 3A: unión de 
PA-38 a la toxina A; Figura 3B: unión de PA-50 a la toxina A; Figura 3C: unión de PA-39 a la toxina A; Figura 3D: unión 
de PA-39 a la toxina B; y Figura 3E: unión de PA-41 a la toxina B. Para las Figuras. 3F-3H, como anteriormente, los 
mAb murinos, es decir, mPA-50, mPA-41 o mPA-39, se unieron covalentemente a un chip sensor CM5 por el método 
de acoplamiento de amina. La toxina A (línea designada "(rojo)") o la toxina B (línea designada "(azul)") a 30 nM se 45 
pasó sobre las celdas de flujo de prueba (mPA-50, mPA-41 o mPA-39) a una velocidad de flujo de 5 µL/min. Los 
resultados muestran que mPA-50 se une selectivamente a la toxina A (Figura 3F), y mPA-41 se une selectivamente a 
la toxina B (Figura 3G). El mPA-39 se une preferentemente a la toxina A, pero también demuestra reactividad cruzada 
con la toxina B (Figura 3H). 
 50 
La Figura 4 demuestra la actividad de neutralización in vitro de la actividad de la toxina A usando mAb murino purificado 
PA-39 en células CHO-K1. Para las mediciones de citotoxicidad, la toxina A se incubó con concentraciones variables 
de PA-39 durante 1 hora a 37 °C (Ejemplo 3A). Las mezclas de mAb-toxina se añadieron luego a células CHO-K1 
sembradas en placas de 96 pozos a razón de 2.000 células/pozo y se incubaron durante 72 horas. La supervivencia 
celular se comparó en cultivos tratados y no tratados y se calculó la concentración de los mAb requeridos para la 55 
neutralización del 50% de la citotoxicidad (EC50). La viabilidad celular se determinó mediante CellTiter-Blue; los datos 
sin procesar se normalizaron a los pozos de control no tratados. Los valores se graficaron usando Prism y las curvas 
se calcularon usando un modelo sigmoidal de respuesta a la dosis (pendiente variable). La curva se usó luego para 
determinar la EC50 de mAb. Los puntos de datos representan el promedio de tres pozos en la misma placa. 
 60 
La Figura 5 demuestra la actividad de neutralización in vitro de la actividad de toxina B usando mAb murino purificado 
PA-41 en células CHO-K1. Para las mediciones de citotoxicidad, la toxina B se incubó con concentraciones variables 
de PA-41 durante 1 hora a 37 °C (Ejemplo 3B). Las mezclas de mAb-toxina se añadieron luego a células CHO-K1 
sembradas en placas de 96 pozos a razón de 2.000 células/pozo y se incubaron durante 72 horas. La supervivencia 
celular se comparó en cultivos tratados y no tratados y se calculó la concentración de los mAb requeridos para la 65 
neutralización del 50% de la citotoxicidad (EC50). La viabilidad celular se determinó mediante CellTiter-Blue; los datos 
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sin procesar se normalizaron a los pozos de control no tratados. Los valores se graficaron usando Prism y las curvas 
se calcularon usando un modelo sigmoidal de respuesta a la dosis (pendiente variable). La curva se usó luego para 
determinar la EC50 de mAb. Los puntos de datos representan el promedio de tres pozos en la misma placa. 
 
La Figura 6 demuestra la actividad de neutralización in vitro de la actividad de la toxina A usando los mAb murinos 5 
purificados PA-38 y PA-50 en células T-84. (Ejemplo 3C). Se sembraron células T-84 (15.000 células/pozo) en placas 
de 96 pozos y se trataron con una combinación de mAb valorados (PA-38 (■) o PA-50 (▲)) y la toxina A (60 ng/mL). 
Después de la incubación (72 horas), se comparó la supervivencia celular en cultivos tratados y no tratados y se 
calculó la concentración de los mAb requeridos para la neutralización del 50% de la citotoxicidad (EC50). La viabilidad 
celular se determinó mediante CellTiter-Blue; los datos sin procesar se normalizaron a los pozos de control no tratados. 10 
Los valores se graficaron usando Prism y las curvas se calcularon usando un modelo sigmoidal de respuesta a la dosis 
(pendiente variable). La curva se usó luego para determinar la EC50 de mAb. Los puntos de datos representan el 
promedio de tres pozos en la misma placa. 
 
La Figura 7 demuestra los resultados de las pruebas de los mAb murinos PA-38 (■) o PA-50 (A) por su capacidad para 15 
bloquear o prevenir la hemaglutinación inducida por la toxina A de los glóbulos rojos de conejo (RBC). La toxina A (2 
µg/mL) se combinó con varias diluciones de PA-38 o PA-50 y la mezcla se añadió a placas que contenían 50 µL de 
eritrocitos de conejo. Las placas se incubaron a 4 °C durante 4 horas. La hemaglutinación se cuantificó como 
intensidad de color usando el análisis de matriz de puntos de ImageQuant 400 (GE Healthcare). Los datos se 
representaron como % de control, y el 100% no representa hemaglutinación. Los puntos de datos representan el 20 
promedio de tres pozos analizados en la misma placa. 
 
La Figura 8 demuestra la actividad de los mAb anti-toxina de C. difficile de la invención para prevenir la ruptura de una 
monocapa de células Caco-2 por la toxina A. Se sembraron células Caco-2 (25.000 células/pozo) en la cámara superior 
de una placa de Ensayo Caco-2 Multiscreen de 96 pozos (Millipore). Después de una incubación de 10-14 días, se 25 
confirmó la formación de una monocapa apretada midiendo la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) utilizando un 
voltímetro de epitelio (World Precision Instruments). Después de que se estableció y determinó la integridad de la 
monocapa, se agregaron toxina A (25 ng/mL) y los mAb murinos diluidos en serie (PA-38 (■) o PA-50 (▲)) a la cámara 
superior de la placa de ensayo. Las placas se incubaron durante 18-24 horas, y el valor se midió de TEER usando el 
voltímetro. La integridad de la monocapa se comparó en pozos no tratados y tratados con toxinas. Los datos de 30 
inhibición se ajustaron a una curva de regresión no lineal de respuesta sigmoidal a la dosis utilizando el software 
GraphPad Prism para determinar la concentración de mAb requerida para la inhibición del 50% de la toxina (EC50). 
 
Las Figuras 9A-9C demuestran la capacidad de los mAbs anti-toxina A PA-38 (9A) y PA-50 (9B) para neutralizar la 
actividad de la toxina A in vivo. Se inyectaron (ip) ratones hembra Swiss Webster (6-8 semanas de edad, 5 35 
ratones/grupo) con mAb murino PA-38 o mAb murino PA-50 en las cantidades indicadas, o con PBS (200 µL) el día 
0. La actividad de neutralización de un anticuerpo monoclonal comparador anti-toxina A, denominado en el presente 
documento CDA-1, se evaluó en las cantidades de anticuerpo indicadas (9C). El mAb comparador CDA-1 anti-toxina 
A se produjo sintetizando ácidos nucleicos (DNA2.0) que codifican regiones variables de cadena pesada y ligera de 
3D8 (documentos WO2006/121422 y US2005/0287150), que se clonaron en vectores de expresión de IgG1 humana 40 
de longitud completa (pCON-gamma1 y pCON-kappa). El mAb comparador CDA-1 se expresó y produjo en células 
CHO-KSV1 y se purificó como se describe en la sección de Ejemplos en el presente documento. Los ratones fueron 
inyectados con 100 ng de toxina A (200 µL) en el día 1 y monitoreados diariamente durante las primeras 72 horas y 
luego semanalmente. Los resultados muestran que los mAb PA-38 y PA-50 pueden inhibir completamente la toxicidad 
asociada a la toxina A después de una dosis única de 2 µg de mAb/animal, mientras que el mAb comparador CDA-1 45 
(5 µg/animal) falló para inhibir completamente la toxicidad asociada a la toxina A de C. difficile. 
 
La Figura 10 demuestra la capacidad del mAb PA-41 para neutralizar la actividad de la toxina B in vivo. Se inyectaron 
(ip) ratones hembra Swiss Webster (6-8 semanas de edad, 5 ratones/grupo) con mAb murino PA-41 en las cantidades 
indicadas o con PBS (200 µL) el día 0. Luego se inyectó a los ratones con 100 ng de toxina B (200 µL) en el día 1 y 50 
se monitorizaron diariamente durante las primeras 72 horas y semanalmente a partir de entonces. Los resultados de 
este experimento muestran que el mAb PA-41 inhibe completamente la toxicidad asociada a la toxina B de C. difficile 
después de una dosis única de 5 µg de mAb/animal. Se realizó un experimento similar usando un anticuerpo 
monoclonal comparador anti-toxina B, denominado en el presente documento como el mAb comparador CDB-1. El 
mAb comparador CDB-1 anti-toxina B se produjo sintetizando ácidos nucleicos (DNA2.0) que codifican regiones 55 
variables de cadena pesada y ligera de 124 (documentos WO2006/121422 y US2005/0287150), que se clonaron en 
vectores de expresión de IgG1 humana de longitud completa (pCON-gamma1 y pCON-kappa). El mAb comparador 
CDB-1 se expresó y produjo en células CHO-KSV1 y se purificó como se describe en la sección de Ejemplos en el 
presente documento. Los resultados de estos experimentos no mostraron actividad de neutralización de la toxina B 
por parte del mAb comparador CDB-1, incluso en una cantidad de 250 µg. 60 
 
La Figura 11 demuestra la capacidad de una combinación de mAb murinos PA-38 y PA-41 (PA-38 + PA-41) de la 
invención para neutralizar la actividad de la toxina A y la toxina B in vivo. Se inyectaron (ip) ratones hembra Swiss 
Webster (6-8 semanas de edad, 5 ratones/grupo) con la combinación de mAb PA-38 + PA-41 o con PBS (200 µL) el 
día 0. Luego se inyectaron los ratones con 100 ng de una combinación de toxina A y toxina B (200 µL) en el día 1 y 65 
se monitorizaron diariamente durante las primeras 72 horas y semanalmente a partir de entonces. Los gráficos para 
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toxina, PA-38 sola (círculos sin relleno) y PA-41 solo (diamantes rellenos) se superponen en el gráfico. Los resultados 
muestran que ni el mAb PA-38 (círculos sin relleno) ni el mAb PA-41 (diamantes rellenos) solos fueron suficientes para 
inhibir los efectos de ambas toxinas y no protegieron a los animales contra la infección por C. difficile. En contraste, la 
combinación de PA-38 y PA-41 (PA-38 + PA-41) a 50 µg cada uno (triángulos sin relleno e invertidos) pudo proteger 
a los animales infectados y prevenir la muerte relacionada con toxinas en 4 de cada 5 animales de prueba. La 5 
combinación de PA-38 y PA-41 (PA-38 + PA-41) a 5 µg cada uno (círculos rellenos) proporcionó cierta protección 
contra la toxicidad de la toxina A y la toxina B de C. difficile en animales de prueba infectados. 
 
Las Figuras 12A y 12B demuestran resultados farmacocinéticos (PK) en hámsteres para los mAb murinos PA-38 y 
PA-41. Los hámsteres fueron dosificados ip con 2 mg/kg (○) o 10 mg/kg (■) de mAb PA-38 (12A) o PA41 (12B). Los 10 
animales se desangraron a intervalos establecidos y el suero se analizó usando un ELISA con placas recubiertas de 
toxina e IgG anti-ratón de cabra, conjugado con HRP para la detección. Las curvas resultantes ilustran la respuesta 
dependiente de la dosis en las cohortes de 2 mg/kg y 10 mg/kg para cada anticuerpo. El análisis de WinNonLin se 
realizó en cada curva. Ambos anticuerpos monoclonales tienen una vida media terminal de más de 6 días. 
 15 
La Figura 13 ilustra los resultados de supervivencia del estudio con hámsteres descrito en el ejemplo 5B. En este 
estudio, los hámsteres fueron tratados con clindamicina, inoculados con C. difficile (■ control infectado, Grupo 3) y 
luego tratados con vancomicina (◆ 20 mg/kg, Grupo 4), una combinación de mAb murinos PA-38 + PA-41 (△ 50, 50 
mg/kg, Grupo 6), o una combinación de los mAb PA-39 + PA-41 (○ 50, 40 mg/kg, Grupo 7). Todos los animales en el 
control no infectado (Grupo 1) y el control tratado con Ab policlonales de cabra (grupo 5) sobrevivieron. Los animales 20 
tratados con una combinación de los mAb anti-toxina A y anti-toxina B de la invención sobrevivieron y estuvieron 
protegidos contra la toxicidad de C. difficile durante la duración del estudio. 
 
La Figura 14 muestra el peso corporal medio (en gramos) de hámsteres del estudio descrito en el ejemplo 5B. Los 
grupos de tratamiento de animales son los siguientes: control no infectado (◆, Grupo 1); control tratado con 25 
vancomicina (■, Grupo 4); Grupo tratado con combinación de mAb murino PA-38 + PA-41 (x, Grupo 6), o grupo tratado 
con combinación de mAb murino PA-39 + PA-41 (●, Grupo 7). Los animales en el grupo de control infectado (Grupo 
3) no sobrevivieron durante 5 días; por lo tanto, no se pudo realizar una medición del peso corporal después de la 
infección para el Grupo 3. 
 30 
Las Figuras 15A-15D representan resultados de necropsia postmortem del estudio con hámsteres descrito en el 
Ejemplo 5B. Se evaluaron animales representativos de cada uno de los grupos relevantes del estudio: (A) Grupo 1, 
control no infectado; (B) Grupo 3, control infectado; (C) Grupo 6, grupo tratado con combinación de mAb murino PA-
38 + PA-41; y (D) Grupo 7, grupo tratado con combinación de mAb murino PA-39 + PA-41. Las flechas indican el ciego 
de cada hámster. El ciego estaba notablemente rojo e inflamado en el grupo de control infectado 3 (B). Por el contrario, 35 
la ceca de los hámsteres en el Grupo 6 (C) y el Grupo 7 (D) fueron similares a la ceca en los animales de control sanos 
y no infectados del Grupo 1 (A). 
 
Figuras 16A y 16B-1 y B-2. La Figura 16A ilustra los resultados de supervivencia del estudio con hámsteres descrito 
en el ejemplo 5C. En este estudio, los hámsteres fueron tratados con clindamicina, inoculados con C. difficile (■ control 40 
infectado, Grupo 1), y luego diferentes grupos de animales fueron tratados con vancomicina (◆ 20 mg/kg, Grupo 2), 
la combinación de mAb murinos PA-39 + PA-41 (▲ 50 + 50 mg/kg, Grupo 3), mAb murino PA-41 solo (○ 50 mg/kg, 
Grupo 4), mAb murino PA-38 solo (∇ 50 mg/kg, Grupo 5), mAb murino PA-39 solo (□ 50 mg/kg, Grupo 6), o mAb 
murino PA-50 solo (◇ 50 mg/kg, Grupo 7). Todos los animales en el control no infectado (Grupo 1) sobrevivieron 
durante el curso del estudio. La Figura 16B-1 ilustra los resultados de supervivencia animal del estudio con hámsteres 45 
descrito en el Ejemplo 5E. Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier se muestran para animales tratados con 
clindamicina y luego inoculados con C. difficile (■, control infectado, Grupo 2); tratados con vancomicina (◇, 20 mg/kg, 
Grupo 3); tratados con una combinación 1:1 de mAb PA-50 + PA-41 humanizados ((hPA-50 + hPA-41), △, 50 + 50 
mg/kg, Grupo 4); tratados con una combinación 1:1 de mAb PA-50 + PA-41 humanizados ((hPA-50 + hPA-41), ○, 20 
+ 20 mg/kg, Grupo 5); tratados con una combinación 1:1 de los mAb comparadores CDA-1 + CDB-1 ((CDA-1 + CDB-50 
1), V, 50 + 50 mg/kg, Grupo 6); o tratados con una combinación 1:1 de los mAb comparadores CDA-1 + CDB-1 ((CDA-
1 + CDB-1), □ 20 + 20 mg/kg, Grupo 7). La Figura 16B-2 ilustra los resultados del cambio de peso del estudio con 
hámsteres descrito en el Ejemplo 5E. Media de los pesos corporales (±SD) de los animales a lo largo del tiempo en 
los diferentes grupos de tratamiento descritos para la Figura 16B-1 en comparación con los animales de control no 
infectados. 55 
 
Las Figuras 17A-17C muestran el tratamiento con caspasa 1 de la toxina B de C. difficile. (A): toxina B de C. difficile 
de longitud completa y sus dominios. (B): Análisis SDS-PAGE (reductor) con 3-8% de tris acetato de toxina B (TcdB) 
y la toxina B tratada con caspasa 1. Se observaron cuatro fragmentos de toxina: 193, 167, 103 y 63 kDa. (C): Los 
posibles fragmentos generados después del tratamiento con caspasa 1 de la toxina B. 60 
 
Las Figuras 18A-18C muestran la detección con SDS-PAGE (A) y transferencia Western (B, C) de fragmentos de 
toxina B de C. difficile utilizando mAb anti-toxina B. (A): análisis SDS-PAGE de fragmentos de la toxina B generados 
por el tratamiento con caspasa 1 (igual que la Figura 17B); (B): detección por transferencia Western de fragmentos de 
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toxina B usando mAb PA-41. (C) Detección por transferencia Western de fragmentos de toxina B usando mAb murino 
PA-39. 
 
Las Figuras 19A-19E muestran la caracterización de mAb murinos anti-toxina de C. difficile por unión de Biacore. Se 
evaluó la unión competitiva de los mAb anti-toxina. (A): mAb PA-41 se une a un solo epítopo en la toxina B. (B): el 5 
mAb PA-39 se une a un solo epítopo en la toxina A. (C): los mAb PA-39 y PA-41 se unen a diferentes epítopos en la 
toxina B. La unión del mAb PA-41 a la toxina B es epitópicamente diferente de la unión del anticuerpo comparador 
anti-toxina B CDB-1 a la toxina B. (D): mPA-41 inmovilizado en el chip CM5 captura la toxina B, pero no es capaz de 
unirse a mA-41 adicional, lo que indica que solo hay un epítopo de unión de mPA-41. La adición del mAb comparador 
CDB-1 produjo una señal aumentada, lo que demuestra que mPA-41 y el mAb comparador CDB-1 se unen a diferentes 10 
epítopos en la toxina B. (E): el análisis de transferencia Western utilizando toxina B, tratada o no tratada con caspasa 
1, demuestra que mPA-41 y mAb comparador CDB-1 tienen diferentes patrones de unión y se unen a diferentes 
epítopos en la toxina B. 
 
Las Figuras 20A-20C muestran que la toxina A de C. difficile se escinde utilizando enteroquinasa (EK). (A): la toxina 15 
A de C. difficile de longitud completa y sus dominios. (B): el análisis de SDS-PAGE (reductor) con 3-8% de tris acetato 
de toxina A (TcdA) y toxina A tratada con EK (C): los posibles fragmentos generados después del tratamiento con EK 
de la toxina A a 25 °C durante 48 horas. 
 
Las Figuras 21A-21C muestran la tinción con azul de Coomassie (SDS-PAGE), (A) y la detección por transferencia 20 
Western (B, C) de fragmentos de toxina A de C. difficile utilizando mAb murinos anti-toxina A. (A): el análisis SDS-
PAGE de fragmentos de toxina A generados por tratamiento con EK (igual que en la Figura 20B). (B): detección por 
transferencia Western de fragmentos de toxina A utilizando mAb PA-50. (C): detección de transferencia Western de 
fragmentos de toxina A usando mAb PA-39. En las Figuras 21B y 21C, la banda de kDa es de 158 kDa y puede 
considerarse que es de 158-160 kDa. 25 
 
Figuras 22A-1 y A-2-22F. Las Figuras 22A-1 y A-2-22D muestran la caracterización de la unión de mAb anti-toxina A 
murina a la toxina A de C. difficile usando un ensayo de unión Biacore. Figura 22A-1: se observó que el mAb PA-50 
se unía a múltiples sitios en la toxina A. Figura 22A-2: el mAb PA-50 se inmovilizó en el chip sensor y luego se puso 
en contacto secuencialmente con la toxina A purificada, PA-50 adicional y mAb comparador CDA-1 (documentos 30 
WO/2006/121422; US2005/0287150). Figura 22B: toxina A capturada por el mAb comparador CDA-1 en el chip 
Biacore que une además CDA-1 adicional y mAb PA-50, mostrando las diferencias en los epítopos de toxina A unidos 
por los anticuerpos. Figura 22C: el epítopo de unión a mAb PA-39 en la toxina A es diferente del epítopo de unión al 
mAb comparador CDA-1 en la toxina A. Figura 22D: se realizó la unión competitiva de los mAb murinos PA-50 y PA-
39 a la toxina A usando Biacore. El mAb PA-50 inmovilizado en el chip CM5 captura la toxina A, que puede unir mPA-35 
50 adicional y también mPA-39, lo que demuestra que hay múltiples copias del epítopo mPA-50 en la toxina A y que 
mPA-50 y mPA-39 se unen a epítopos dispares en la toxina A. Figuras. 22E y 22F: los resultados de Biacore se 
confirmaron mediante análisis de transferencia Western utilizando toxina A que no se trató o se trató con la enzima 
enteroquinasa (EK). (E): mPA-39 y el mAb comparador CDA-1 muestran diferentes patrones de unión a la toxina A 
tratada con EK (Carril: TcdA/EK), lo que indica diferentes dominios de unión y epítopos en la toxina A. (F): mPA-50 y 40 
el mAb comparador CDA-1 se unen al mismo dominio de toxina A, pero a diferentes epítopos. 
 
Las Figuras 23A y 23B demuestran la actividad neutralizante de PA-41 in vitro contra un panel diverso de veinte 
aislados clínicos toxigénicos de C. difficile, que incluyen 6 aislados BI/NAP1/027, 3 cepas de referencia (VPI 10463, 
ATCC 43596 y 630), 2 aislados negativos para toxina A positivo para toxina B (toxA-/toxB+), 3 aislados de paciente 45 
ambulatorio y otros 6 aislados clínicos comunes. La Figura 23A muestra la actividad neutralizante de mAb murino PA-
41 en células CHO-K1 contra sobrenadantes generados a partir de diferentes cultivos de aislados clínicos de C. difficile 
como se presenta en el Ejemplo 8, Tabla 6. El mAb purificado PA-41 se diluyó en serie y luego se mezcló con un 
sobrenadante con factor de dilución predefinido que puede causar 90% de muerte celular. Las mezclas se incubaron 
durante 1 hora a 37 °C y luego se añadieron a células CHO-K1. Las células se incubaron durante 72 horas, y la 50 
viabilidad celular se midió usando Cell-Titer Blue. La Figura 23B ilustra la actividad neutralizante del mAb humanizado 
hPA-41, así como la del mAb comparador CDB-1 contra las 2 cepas de referencia de C. difficile (VPI 10463 y ATCC 
43596) y 6 cepas BI/027/027 de C. difficile (CCL678, HMC553, Pitt 45, CD196, Montreal 5.1 y Montreal 7.1). La 
actividad de neutralización del mAb hPA-41 (cuadrados rellenos) y mAb comparador CDB-1 (triángulos rellenos) en 
células CHO-K1 contra sobrenadantes de cepas de referencia (VPI 10483 y ATCC 43596) y se muestran las cepas 55 
BI/NAP1/027 (CCL678, HMC553, Pitt 45, CD196, Montreal 5.1 y Montreal 7.1). 
 
Las Figuras 24A y 24B demuestran la actividad neutralizante de mAb PA-50 in vitro contra aislados clínicos toxigénicos 
de C. difficile descritos para las Figuras. 23A y B. La Figura 24A muestra la actividad de neutralización de mAb murino 
PA-50 en células T-84 contra los sobrenadantes generados a partir de diferentes cultivos de aislados clínicos de C. 60 
difficile como se presenta en el Ejemplo 8, Tabla 6. El mAb purificado PA-50 se diluyó en serie y luego se mezcló con 
un sobrenadante con factor de dilución predefinido que puede causar más del 90% de muerte celular. Las mezclas se 
incubaron durante 1 hora a 37 °C y luego se agregaron a las células T-84. Las células se incubaron durante 72 horas, 
y la viabilidad celular se midió usando Cell-Titer Blue. La Figura 24B muestra los resultados de experimentos similares 
realizados utilizando mAb humanizado hPA-50 y el mAb comparador CDA-1 en células T-84. Se muestra la actividad 65 
de neutralización de hPA-50 (cuadrados rellenos) y el comparador CDA-1 (triángulos rellenos) en células T-84 contra 
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los sobrenadantes generados a partir de seis cepas BI/NAP1/027 (CCL678, HMC553, Pitt 45, CD196, Montreal 5.1 y 
Montreal 7.1). Para la Figura 24A: *: N/A: No aplicable; no se produjo toxina A a partir de las cepas de toxina A-/toxina 
B+ F1470, 8864, CCL13820 y CCL14402; ": el título de la toxina A fue muy bajo; no hubo citotoxicidad medible en T-
84 usando sobrenadante; ^: No aplicable; no se produjo toxina A a partir de las cepas de toxina A-/toxina B+ o la 
concentración era demasiado baja. 5 
 
Las Figuras 25A-25D demuestran la neutralización de las toxinas producidas por diversas cepas de C. difficile. Las 
Figuras 25A y 25B muestran actividad neutralizante de mAb murino PA-39 en células T-84 contra sobrenadantes 
generados a partir de diferentes cultivos aislados clínicos de C. difficile como se presenta en el Ejemplo 8, Tabla 6. El 
mAb PA-39 (sobrenadante de hibridoma) se diluyó en serie y se muestra el factor de dilución de cada sobrenadante. 10 
La Figura 25B muestra los resultados de experimentos similares realizados usando mAb murino PA-39 y el mAb 
comparador CDA-1 en células T-84. Se muestra la actividad de neutralización de PA-39 (cuadrados rellenos) y el mAb 
comparador CDA-1 (triángulos rellenos) en células T-84 contra los sobrenadantes generados a partir de seis cepas 
BI/NAP1/027 (CCL678, HMC553, Pitt 45, CD196, Montreal 5.1 y Montreal 7.1). Para la Figura 25A: *: N/A: No aplicable; 
no se produjo toxina A a partir de las cepas de toxina A-/toxina B+ F1470, 8864, CCL13820 y CCL14402; ": el título 15 
de toxina A era muy bajo; no había citotoxicidad medible en T-84 usando sobrenadante; ^: No aplicable; no se produjo 
toxina A a partir de cepas de toxina A-/toxina B+ o la concentración era demasiado baja. En la Figura 25C, el mAb 
anti-toxina A humanizado PA-50 y el mAb comparador anti-toxina A CDA-1 se probaron para neutralizar la citotoxicidad 
de los sobrenadantes de cultivo de C. difficile contra células T-84 (Ejemplo 8, Tabla 7). En la Figura 25D, el mAb anti-
toxina B humanizado PA-41 y el mAb comparador anti-toxina A CDB-1 se probaron para neutralizar la citotoxicidad de 20 
los sobrenadantes de cultivo de C. difficile contra células T-84 (Ejemplo 8, Tabla 7). 
 
La Figura 26 muestra que el mAb quimérico PA-41 (mAb cPA-41) neutraliza efectivamente la toxicidad de la toxina B 
de C. difficile en CHO-K1 en comparación con el mAb murino homólogo PA-41. Se generaron dos mAb PA-41 
quiméricos; uno que tenía un sitio de glicosilación eliminado en la región VL, designado como cPA-41 (NG), y otro que 25 
no tenía un sitio de eliminación de glicosilación, designado como cPA-41 (G) en la Figura. Tanto cPA-41 (NG) como 
cPA-41 (G) mostraron niveles de neutralización similares para la toxina B (2 pg/mL, TechLab) en células CHO-K1, y 
ambos mAb quiméricos neutralizaron la toxina B a un nivel similar a aquel del mAb murino (mPA-41). 
 
La Figura 27 muestra que el mAb quimérico PA-39 (cPA-39) neutraliza efectivamente la toxicidad de la toxina A de C. 30 
difficile (1 µg/mL, Listlab) en células CHO-K1 en comparación con el mAb murino PA-39 (mPA-39) progenitor. 
 
La Figura 28 muestra que el mAb quimérico PA-50 (cPA-50) neutraliza efectivamente la toxicidad de la toxina A de C. 
difficile (60 ng/mL, TechLab) en células T-84 en comparación con el mAb murino PA-50 (mPA-50) progenitor.  
 35 
La Figura 29 muestra la actividad de neutralización in vitro de los mAb murino PA-41 (mPA-41) y humanizado PA-41 
(hPA-41) contra la toxina B de C. difficile. El porcentaje de supervivencia celular en comparación con los controles se 
midió usando CellTiter Blue. El mAb hPA-41 neutraliza eficazmente la toxicidad de la toxina B (2 pg/mL, TechLab) en 
células CHO-K1 con una EC50 de 6 pM y fue prácticamente equipotente que el anticuerpo monoclonal murino 
progenitor (mPA-41). 40 
 
La Figura 30 muestra la actividad de neutralización in vitro de mAb murino PA-39 (mPA-39) y humanizado PA-39 (hPA-
39) contra la toxina A de C. difficile. El mAb hPA-39 neutraliza efectivamente la toxicidad de la toxina A (20 ng/mL, 
TechLab) en células CHO-K1 con una EC50 de 50 pM y fue prácticamente equipotente que el anticuerpo monoclonal 
murino progenitor (mPA-39). 45 
 
Las Figuras 31A-31H muestran los resultados de la actividad de neutralización in vitro y los estudios de mecanismo 
de acción (MOA) utilizando los mAbs descritos. Los ensayos con base en células usando células CHO-K1 y células T-
84 se llevaron a cabo como se describe en los Ejemplos 1, 3 y 7. La Figura 31A muestra que el mAb humanizado PA-
50 (hPA-50) neutralizó efectivamente la toxicidad de la toxina A (60 ng/mL, TechLab) en células T-84 en comparación 50 
con el mAb murino PA-50 progenitor (mPA-50). Las Figuras 31B-D muestran las actividades de neutralización de los 
mAbs anti-toxina A PA-39 y PA-50 en comparación con la del mAb comparador anti-toxina A CDA-1. Los valores de 
EC50 y del porcentaje de inhibición máximo son como se presentan en la Tabla A del Ejemplo 7C. Las Figuras 31E y 
F muestran la actividad de neutralización de mAb anti-toxina B PA-41 en comparación con la de mAb comparador anti-
toxina B CDB-1. Los valores de EC50 y del porcentaje de inhibición máximo son los presentados en la Tabla B del 55 
Ejemplo 7C. Las Figuras 31G y H muestran un método ELISA y resultados para evaluar la capacidad de los mAb anti-
toxina A para bloquear la internalización de la toxina A en las células y para evaluar las actividades de estos mAb en 
la prevención de la internalización de la toxina A en relación con el control de anticuerpos policlonales anti-toxina A de 
cabra y sin control de anticuerpos. 
 60 
Las Figuras 32A y 32B representan las secuencias de aminoácidos de las regiones VH humanizadas de PA-39 (hPA-
39), SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2. Los residuos de aminoácidos se muestran en código de una letra. Los números 
sobre las secuencias indican las ubicaciones de acuerdo con Kabat et al. Las ubicaciones de las CDR están 
subrayadas. 
 65 

E11769680
20-11-2019ES 2 757 675 T3

 



 

 10 

 

Las Figuras 33A y 33B representan las secuencias de aminoácidos de las regiones VL humanizadas de PA-39 (hPA-
39), SEQ ID NO: 3 y SEQ ID NO: 4. Los residuos de aminoácidos se muestran en código de una letra. Los números 
sobre las secuencias indican las ubicaciones de acuerdo con Kabat et al. Las ubicaciones de los CDR están 
subrayadas. 
Las Figuras 34A y 34B representan las secuencias de aminoácidos de las regiones VH humanizadas de PA-50 (hPA-5 
50), SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6. Los residuos de aminoácidos se muestran en código de una letra. Los números 
sobre las secuencias indican las ubicaciones de acuerdo con Kabat et al. Las ubicaciones de las CDR están 
subrayadas. 
 
La Figura 35 representa la secuencia de aminoácidos de la región VL humanizada de PA-50, SEQ ID NO: 7. Los 10 
residuos de aminoácidos se muestran en código de una letra. Los números sobre las secuencias indican las 
ubicaciones de acuerdo con Kabat et al. Las ubicaciones de las CDR están subrayadas. 
 
Las Figuras 36A y 36B representan las secuencias de aminoácidos de las regiones VH humanizadas de PA-41 (hPA-
41), SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9. Los residuos de aminoácidos se muestran en código de una letra. Los números 15 
sobre las secuencias indican las ubicaciones de acuerdo con Kabat et al. Las ubicaciones de las CDR están 
subrayadas. 
 
La Figura 37 representa la secuencia de aminoácidos de la región VL humanizada de PA-41, SEQ ID NO: 10. Los 
residuos de aminoácidos se muestran en código de una letra. Los números sobre las secuencias indican las 20 
ubicaciones de acuerdo con Kabat et al. Las ubicaciones de las CDR están subrayadas. 
 
Las Figuras 38A y 38B muestran la secuencia de ácido nucleico y la secuencia de aminoácidos codificada de un 
anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina A de C. difficile. La Figura 38A representa la secuencia de aminoácidos 
de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina A como se establece en la SEQ ID NO: 16, que 25 
está codificada por la secuencia de ácido nucleico como se establece en la SEQ ID NO: 17. La Figura 38B representa 
la secuencia de aminoácidos de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humanizado como se establece en la 
SEQ ID NO: 14, que está codificada por la secuencia de ácido nucleico como se establece en la SEQ ID NO: 15. 
 
Las Figuras 39A y 39B muestran la secuencia de ácido nucleico y la secuencia de aminoácidos codificada de un 30 
anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina A de C. difficile. La Figura 39A representa la secuencia de aminoácidos 
de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina A como se establece en la SEQ ID NO: 20, que 
está codificada por la secuencia de ácido nucleico como se establece en la SEQ ID NO: 21. La Figura 39B representa 
la secuencia de aminoácidos de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina A como se 
establece en la SEQ ID NO: 18, que está codificada por la secuencia de ácido nucleico como se establece en la SEQ 35 
ID NO: 19. 
 
Las Figuras 40A y 40B muestran la secuencia de ácido nucleico y la secuencia de aminoácidos codificada de un 
anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina B de C. difficile. La Figura 40A representa la secuencia de aminoácidos 
de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina B como se establece en SEQ ID NO: 24, que 40 
está codificada por la secuencia de ácido nucleico como se establece en la SEQ ID NO: 25. La Figura 40B representa 
la secuencia de aminoácidos de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal anti-toxina B humanizado como se 
establece en la SEQ ID NO: 22, que está codificada por la secuencia de ácido nucleico como se establece en la SEQ 
ID NO: 23. 
 45 
Las Figuras 41A-41C demuestran la actividad de neutralización in vitro contra la toxina A o toxina B de C. difficile de 
fragmentos Fab de mAb murinos en comparación con la potencia de los anticuerpos completos homólogos. (A): 
actividad de neutralización de mAb murino PA-39 y PA-39 Fab en células CHO-K1; toxina A (TechLab, 60 ng/mL); (B): 
actividad de neutralización de mAb murino PA-41 y PA-41 Fab en células CHO-K1; toxina B (TechLab, 2 pg/mL); (C): 
actividad de neutralización de mAb murino PA-50 y PA-50 Fab en células T-84; toxina A (TechLab, 60 ng/mL). 50 
 
Las Figuras 42A y 42B muestran los perfiles de concentración de anticuerpos resultantes del estudio farmacocinético 
(PK) descrito en el Ejemplo 13 en el presente documento. La Figura 42A representa los resultados de PK 
(concentración de anticuerpos en suero en µg/mL) durante 29 días de animales que reciben una dosis única de mAb 
anti-toxina A purificado, humanizado PA-50, a una concentración de 1 mg/kg (A) o 5 mg/kg (■) el día 0. La Figura 42B 55 
muestra los resultados de PK (concentración de anticuerpos en suero en µg/mL) durante 29 días de animales que 
recibieron una dosis única de mAb anti-toxina B purificado, humanizado PA-41 a una concentración de 1 mg/kg (▲) o 
5 mg/kg (■) el día 0. 
 
Descripción detallada de la invención 60 
 
La presente invención abarca anticuerpos y fragmentos de unión a antígeno de los mismos que proporcionan terapias 
y tratamientos no antibióticos que bloquean los efectos patogénicos de la infección por C. difficile y, preferiblemente, 
proporcionan tiempo para que el colon sane y/o la microflora normal del tracto gastrointestinal, por ejemplo, colon, 
intestino, etc., se restablezca. Los anticuerpos monoclonales como se describen en el presente documento, sus 65 
fragmentos de unión a antígenos, tales como formas humanizadas o quiméricas de los mismos, proporcionan terapias 
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y medicamentos no antibióticos tanto para tratar la enfermedad activa como para prevenir la enfermedad recurrente a 
fin de permitir a los pacientes que padecen infección por C. difficile y CDAD para resolver su enfermedad sin recaída 
a otra enfermedad o a una enfermedad o síntomas más graves. En una realización, los anticuerpos de la invención 
tienen actividad terapéutica contra la enfermedad activa causada por, o asociada con, infección de sujetos por C. 
difficile. En una realización, los anticuerpos de la invención resuelven la enfermedad activa causada por, o asociada 5 
con, infección de sujetos por C. difficile. En una realización, los anticuerpos de la invención tienen efectos terapéuticos 
al disminuir la duración y/o la gravedad de la enfermedad activa causada por, o asociada con, infección por C. difficile 
en un sujeto. En una realización, los anticuerpos de la invención o porciones o fragmentos de los mismos pueden 
proporcionarse en combinación con agentes terapéuticos antibióticos. 
 10 
Se han generado anticuerpos monoclonales (mAb) contra las toxinas A y B de C. difficile como se describe en el 
presente documento. Los mAb anti-toxina exhiben una potente actividad tanto en ensayos in vitro como en modelos 
animales preclínicos de infección por C. difficile in vivo. Más específicamente, los mAb de la invención protegen de 
manera potente y duradera a los hámsteres de la mortalidad en un modelo de hámster relevante y estricto de infección 
por C. difficile. 15 
 
Los anticuerpos proporcionan enfoques no antibióticos para el tratamiento de CDAD y pueden permitir la interrupción 
de antibióticos y bloquear los efectos patogénicos de las toxinas de C. difficile, proporcionando así tiempo para que el 
colon sane y la microflora intestinal normal se restablezca. Los mAb tal como se describen en el presente documento 
pueden proporcionar un beneficio terapéutico por su capacidad para neutralizar las toxinas de C. difficile y pueden 20 
emplearse en estrategias pasivas o activas para tratar pacientes con múltiples recurrencias de C. difficile. En particular, 
los mAb pueden utilizarse para prevenir la recurrencia de la infección, para tratar formas graves y activas de 
enfermedad, y para tratar pacientes con múltiples recaídas de enfermedades asociadas a C. difficile. Los mAb como 
se describe en el presente documento pueden proporcionar un medio eficaz para neutralizar las toxinas A y B de C. 
difficile para prevenir, bloquear o inhibir la recurrencia de la infección y/o formas graves y activas de la enfermedad y 25 
recaídas múltiples. 
 
Como se usa en el presente documento, "toxina A" y "toxina B" se refieren a las enterotoxinas citotóxicas producidas 
por el microorganismo C. difficile. Las toxinas A y B son los principales determinantes de virulencia de C. difficile, y las 
cepas sin toxinas no son patógenas. Las toxinas A y B se transcriben de un locus de patogenicidad que incluye los 30 
genes de la toxina, tcdA (toxina A) y tcdB (toxina B), y tres genes reguladores, uno de los cuales (tcdC) codifica un 
supuesto regulador negativo de la transcripción de toxina. La proteína TcdC parece inhibir la transcripción de toxinas 
durante la fase temprana de crecimiento exponencial del ciclo de vida bacteriano. Para la toxina B, se ha descrito un 
sitio de escisión autocatalítica entre leucina543 y glicina544. La escisión resulta de la activación de un dominio de aspartil 
proteasa por el fosfato de inositol citosólico del huésped y libera el dominio de glucosiltransferasa activa. 35 
 
En el presente documento se proporcionan anticuerpos y fragmentos de unión a antígeno de los mismos que se unen 
específicamente a la toxina A y/o la toxina B de C. difficile, composiciones que contienen uno o más de dichos 
anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos, vectores que contienen secuencias de ácido nucleico 
que codifica los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos, líneas celulares de hibridoma que 40 
producen los anticuerpos y métodos para usar los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos para 
el tratamiento o prevención de infección por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile. 
 
Debe entenderse que cuando se hace referencia en el presente documento al término "anticuerpos" o 
"inmunoglobulinas" al describir la presente invención y sus diversos aspectos y realizaciones, este término también se 45 
entiende generalmente que abarca fragmentos de unión a antígeno de dichos anticuerpos o inmunoglobulinas, para 
evitar la repetición excesiva de la frase asociada "fragmentos de unión a antígeno" cada vez que se menciona el 
término "anticuerpos" o "inmunoglobulinas". Por lo tanto, la presente invención abarca no solo los anticuerpos dirigidos 
contra la toxina A y la toxina B de C. difficile, es decir, los antígenos de toxina A y toxina B, sino también fragmentos 
de dichos anticuerpos que se unen a los antígenos de toxina A y toxina B de C. difficile, como se describe 50 
adicionalmente en este documento. En realizaciones, tales fragmentos de unión a antígeno son capaces de neutralizar 
la toxicidad de la toxina A y/o la toxina B de una manera similar a la del anticuerpo intacto. 
 
Los anticuerpos abarcados por la invención incluyen anticuerpos aislados que se unen específicamente a la toxina A 
de C. difficile y que inhiben de manera competitiva, o compiten de forma cruzada, por la unión específica a la toxina A 55 
de C. difficile de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la línea celular de hibridoma depositada bajo el 
número de acceso de la ATCC PTA-9692, PTA-9694 o PTA-9888. Los anticuerpos también incluyen anticuerpos 
aislados que se unen específicamente a la toxina A de C. difficile y que se unen específicamente a un epítopo en la 
toxina A de C. difficile definido por la unión de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la línea celular de 
hibridoma depositada bajo el número de acceso de la ATCC PTA-9692, PTA-9694 o PTA-9888. En algunas 60 
realizaciones, el epítopo reside en el dominio de unión al receptor del terminal C de tcdA. En algunas de estas 
realizaciones, los anticuerpos inhiben de forma competitiva, o compiten de forma cruzada, por la unión de PA-50 a 
tcdA. En otras realizaciones, el epítopo reside en el dominio de translocación de tcdA. En algunas de estas 
realizaciones, los anticuerpos inhiben de manera competitiva, o compiten de forma cruzada, por la unión de PA-39 a 
tcdA. Tales anticuerpos aislados pueden comprender anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos 65 
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quiméricos, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados y fragmentos de unión a antígeno o porciones de los 
mismos. 
 
Los experimentos que emplean proteólisis enzimática (enteroquinasa) de toxina A para evaluar la especificidad de 
anticuerpos monoclonales anti-toxina A de C. difficile de la invención se realizaron como se describe en el Ejemplo 6. 5 
El epítopo en la toxina A que es reconocido y unido por el mAb PA-39 se encuentra dentro de una región que es 
distinta del dominio de unión al receptor de la toxina A, es decir, fuera del dominio de unión al receptor de la toxina A, 
y eso es distinto de un epítopo unido por un anticuerpo anti-toxina A humano que se informa que se une a un dominio 
de unión al receptor del terminal C de la toxina A (7). Como se describe en los Ejemplos 6 y 7 de este documento y se 
muestra en las Figuras 22 y 31, los ensayos de Biacore respaldan un único sitio de unión en la toxina A para PA-39. 10 
La detección de transferencia Western de la toxina A digerida enzimáticamente demuestra que PA-39 se une a una 
región en la toxina A que está separada de las regiones unidas por PA-50 y el mAb comparador CDA-1. La actividad 
in vitro de PA-39 en el ensayo de potencia de la toxina muestra cambios tanto en la EC50 como en el porcentaje 
máximo de inhibición a medida que se agrega más toxina A al cultivo, lo que indica un mecanismo de inhibición 
competitivo mixto para la PA-39. La detección por ELISA de la toxina A después de la protección mediante un exceso 15 
de 100 veces de PA-39 confirmó que la inhibición de la toxina por PA-39 se produce al prevenir la internalización de 
la toxina y los efectos adversos de la toxina citocelular, por ejemplo, la citotoxicidad. 
 
Además, como se describe en los Ejemplos 6 y 7 de este documento y se muestra en las Figuras 22 y 31, los ensayos 
de Biacore soportan al menos dos sitios de unión en la toxina A para PA-50. La detección de Transferencia Western 20 
de la toxina A digerida enzimáticamente demuestra que PA-50 se une a una región en la toxina A similar a la unida 
por el mAb comparador CDA-1. La actividad in vitro de PA-50 en el ensayo de potencia de toxina muestra un cambio 
en EC50 a medida que se agrega más toxina A al cultivo, lo que indica un mecanismo de inhibición competitivo por PA-
50. La detección por ELISA de la toxina A después de la protección por un exceso de 100 veces de PA-50 confirmó 
que la inhibición de la toxina por PA-50 se produce al prevenir la internalización de la toxina y la citotoxicidad posterior. 25 
 
Los anticuerpos de la invención también incluyen anticuerpos aislados que se unen específicamente a la toxina B de 
C. difficile y que inhiben de manera competitiva, o compiten de forma cruzada, por la unión específica a la toxina B de 
C. difficile de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la línea celular de hibridoma depositada bajo el número 
de acceso de la ATCC PTA-9693 o PTA-9692. Los anticuerpos también incluyen anticuerpos aislados que se unen 30 
específicamente a la toxina B de C. difficile y que se unen específicamente a un epítopo en la toxina B de C. difficile 
definido por la unión de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la línea celular de hibridoma depositada bajo 
el número de acceso de la ATCC PTA-9693 o PTA-9692. En algunas realizaciones, el epítopo reside en el dominio 
enzimático del terminal N de tcdB. En algunas de estas realizaciones, los anticuerpos inhiben de manera competitiva, 
o compiten de forma cruzada, por la unión de PA-41 a tcdB. En otras realizaciones, el epítopo reside en el dominio de 35 
translocación, por ejemplo, los aminoácidos 850-1330 de tcdB. En algunas de estas realizaciones, los anticuerpos 
inhiben competitivamente, o compiten de forma cruzada, por la unión de PA-39 a tcdB. 
 
Los experimentos que emplean proteólisis enzimática (caspasa 1) de toxina B para evaluar la especificidad de 
anticuerpos monoclonales anti-toxina B de C. difficile de la invención se realizaron como se describe en el Ejemplo 6. 40 
Se demostró que el mAb PA-41 (PTA-9693) reconoce fragmentos de aproximadamente 103 kDa y 63 kDa, que derivan 
del dominio enzimático del terminal N de la toxina B. El análisis de secuencia del terminal N de los principales 
fragmentos digeridos confirmaron este análisis. Se demostró que el mAb PA-41 se une a un epítopo único dentro del 
dominio enzimático del terminal N de la toxina B, distinto del dominio de unión al receptor del terminal C de la toxina 
B unida por un anticuerpo humano anti-toxina B (7). Como se describe en los Ejemplos 6 y 7 de este documento y se 45 
muestra en las Figuras 19 y 31E y F, los ensayos de Biacore apoyan un único sitio de unión en la toxina B para PA-
41. La detección de la transferencia Western de la toxina B digerida enzimáticamente muestra que PA-41 se une a 
una región diferente en la toxina B que es diferente de la unida por el mAb comparador CDB-1. La actividad in vitro de 
PA-41 en el ensayo de potencia de la toxina muestra cambios tanto en la EC50 como en el porcentaje máximo de 
inhibición a medida que se agrega más toxina B al cultivo, lo que indica un mecanismo mixto competitivo de inhibición 50 
de la PA-41. 
 
Los anticuerpos proporcionados en el presente documento incluyen anticuerpos monoclonales producidos por 
hibridomas que se depositaron y recibieron las siguientes designaciones de depósito de patente: PTA-9692 (para PA-
39), PTA-9693 (para PA-41), PTA-9694 (para PA- 50) y PTA-9888 (para PA-38). Estos hibridomas se depositaron de 55 
conformidad con los requisitos del Tratado de Budapest en el reconocimiento internacional del depósito de 
microorganismos para fines de procedimiento de patentes con la American Type Culture Collection ("ATCC"), P.O. 
Box 1549, Manassas, VA 20108 EE. UU., como Autoridad de Depósito Internacional, el 6 de enero de 2009 (para PTA-
9692, PTA-9693, PTA-9694) y el 24 de marzo de 2009 (para PTA-9888) y se les dieron las designaciones de depósitos 
de patentes anteriormente designadas. Tal como se usa en el presente documento, tanto los hibridomas depositados 60 
como los anticuerpos monoclonales producidos por los hibridomas pueden referirse a las mismas designaciones de 
depósito ATCC o a los números encontrados dentro de las designaciones de depósito ATCC. Por ejemplo, PTA-9888 
o 9888 pueden usarse para referirse al hibridoma depositado o al anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma. 
Por consiguiente, los nombres de los anticuerpos monoclonales descritos en este documento pueden usarse 
indistintamente con los nombres de los hibridomas que los producen. Será claro para un experto en la técnica cuando 65 
el nombre se refiera al anticuerpo o al hibridoma que produce el anticuerpo. Los fragmentos de unión a antígeno 
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proporcionados en el presente documento incluyen los fragmentos de unión a antígeno de los anticuerpos depositados 
mencionados anteriormente. 
 
Los anticuerpos de la invención exhiben una serie de características beneficiosas. Por ejemplo, los anticuerpos anti-
toxina A neutralizan o inhiben la toxicidad de la toxina A tanto in vitro como in vivo. En estudios de neutralización in 5 
vitro utilizando células IMR-90, PA-39 humanizado y la PA-41 humanizado demostraron potencias de neutralización 
(es decir, valores de EC50) de 46 pM contra la toxina A en las células y 5 pM contra la toxina B, respectivamente, en 
estas células. Cuando se compara con los valores reportados en la literatura para la neutralización por anticuerpos 
monoclonales anti-toxina A y anti-toxina B humanos (documentos WO/2006/121422; US2005/0287150; Babcock et 
al., Infect. Immun., 2006), (7) el valor de neutralización de la EC50 de 46 pM de hPA-39 parecía ser más alto que el 10 
reportado para el mAb anti-toxina A humano, y el valor de neutralización de la EC50 de 5 pM de hPA-41 parecía ser 
más alto que el reportado para mAb anti-toxina B humano. En consecuencia, en los estudios descritos en este 
documento, los anticuerpos monoclonales anti-toxina A de C. difficile y anti-toxina B de C. difficile humanizados de la 
invención, en particular las formas humanizadas de estos anticuerpos monoclonales, muestran características 
aumentadas de neutralización anti-toxina en comparación con las de otros anticuerpos anti-toxina que se han 15 
informado. 
 
En una realización, un anticuerpo anti-toxina A de la invención neutraliza o inhibe la toxicidad in vivo de la toxina A de 
C. difficile a una dosis efectiva. En otra realización, los anticuerpos anti-toxina B neutralizan o inhiben la toxicidad in 
vivo de la toxina B. En una realización, se proporciona una dosis efectiva de uno o más anticuerpos anti-toxina A de 20 
la invención a un sujeto infectado con C. difficile. En una realización, se proporciona una dosis efectiva de uno o más 
anticuerpos anti-toxina A de la invención en combinación con una dosis efectiva de uno o más anticuerpos anti-toxina 
B de la invención a un sujeto infectado con C. difficile. En una realización, un anticuerpo anti-toxina A de la invención 
en una combinación 1:1 con un anticuerpo anti-toxina B de la invención se proporciona como una dosis eficaz a un 
sujeto infectado con C. difficile. En una realización, una dosis eficaz de un anticuerpo anti-toxina A y un anticuerpo 25 
anti-toxina B de la invención puede ser, por ejemplo, una combinación 1⁄2:1, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, etc., de los anticuerpos 
proporcionados a un sujeto infectado con C. difficile. En una realización, los anticuerpos son humanizados. En una 
realización, los anticuerpos están incluidos en una composición. De manera ilustrativa, una dosis efectiva de los 
anticuerpos anti-toxina A y/o anti-toxina B puede variar de 0,1 µg a 1000 miligramos (mg). Los anticuerpos anti-toxina 
A y los anticuerpos anti-toxina B o sus fragmentos de unión a antígeno pueden administrarse a un sujeto en una 30 
cantidad de, por ejemplo, 0,1 mg/kg -150 mg/kg; en una cantidad de 0,5 mg/kg -75 mg/kg; en una cantidad de 1 mg/kg-
100 mg/kg; en una cantidad de 1 mg/kg -50 mg/kg; en una cantidad de 2 mg/kg -40 mg/kg; en una cantidad de 2 
mg/kg-50 mg/kg; en una cantidad de 5 mg/kg -50 mg/kg; en una cantidad de 5 mg/kg -25 mg/kg; en una cantidad de 
10 mg/kg -40 mg/kg; en una cantidad de 10 mg/kg -50 mg/kg; en una cantidad de 10 mg/kg -25 mg/kg; o en una 
cantidad de 15 mg/kg -50 mg/kg. En una realización, las cantidades mencionadas anteriormente pueden comprender 35 
las proporciones variables de anticuerpo anti-toxina A y anticuerpo anti-toxina B proporcionadas en combinación. 
 
Como se usa en el presente documento, "neutralizar" se refiere a la reducción, inhibición, bloqueo, mejora o 
eliminación del efecto o efectos adversos de la toxina o toxinas a los que se unen específicamente el anticuerpo o 
anticuerpos. La neutralización del efecto o efectos adversos de la toxina o toxinas incluye 1) retrasar, reducir, inhibir o 40 
prevenir la aparición o progresión de la infección por C. difficile o diarrea o enfermedad asociada a C. difficile, 2) 
aumentar la supervivencia de un sujeto en comparación con la supervivencia media de sujetos que no han sido 
tratados con el anticuerpo o anticuerpos y que tienen una infección por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile, 
3) eliminación de uno o más síntomas o efectos adversos o reducción de la gravedad de uno o más síntomas o efectos 
adversos asociados con la infección por C. difficile o la diarrea o enfermedad asociada a C. difficile, 4) permitir la 45 
repoblación de la microflora normal del tracto gastrointestinal de sujetos que están o han sido infectados con C. difficile, 
5) prevenir la recurrencia de la infección por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile en sujetos que han sido 
afectados por infección con C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile, 6) efectuar una tasa de curación de al 
menos 50% 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o 100% en sujetos que tienen 
infección por C. difficile o  enfermedad asociada a C. difficile, y/o 7) prevenir la muerte debido a CDAD u otros eventos 50 
adversos asociados con la infección por C. difficile. 
 
Los anticuerpos anti-toxina A y toxina B de C. difficile de la invención se pueden usar para tratar una serie de especies 
de sujetos, incluyendo el hombre (humanos) y otros animales no humanos (mamíferos). Los sujetos tratables de 
acuerdo con la invención incluyen seres humanos, primates no humanos, perros, gatos, ratones, ratas, hámsteres, 55 
cobayas, vacas, cabras, ovejas, cerdos, caballos y similares. Los sujetos humanos también pueden denominarse 
pacientes o individuos en este documento. En particular, los sujetos incluyen un paciente humano que tiene una 
infección por C. difficile o una enfermedad asociada a C. difficile. Tales pacientes humanos incluyen aquellos que son 
ancianos o inmunocomprometidos. 
 60 
De acuerdo con la invención, los anticuerpos anti-toxina A y toxina B de C. difficile pueden resolver la enfermedad por 
C. difficile y aumentar la supervivencia de un sujeto. En una realización, uno o más anticuerpos anti-toxina A y/o uno 
o más anticuerpos anti-toxina B, cuando se administran a un sujeto, mejora o mejoran la supervivencia del sujeto en 
comparación con la supervivencia media de los sujetos que no han sido tratados con el anticuerpo o anticuerpos y que 
tienen infección por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile. 65 
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En algunas realizaciones, la dosis o cantidad de uno o más anticuerpos anti-toxina A o anti-toxina B puede variar, por 
ejemplo, de 0,2 µg a 250 µg, o de 2 µg -50, µg o de 5 µg - 50 µg, por ejemplo, con base en estudios de ratones in vivo. 
En algunas realizaciones, la dosis o cantidad de uno o más anticuerpos anti-toxina A o anti-toxina B, y en particular 
una combinación de un anticuerpo anti-toxina A y un anticuerpo anti-toxina B, pueden variar, por ejemplo, de 2 mg./kg 
-40 mg/kg, 2 mg/kg -50 mg/kg, 5 mg/kg -40 mg/kg, 5 mg/kg -50 mg/kg, 10 mg/kg -40 mg/kg, o 10 mg/kg -50 mg/kg, 5 
por ejemplo, con base en estudios de hámsteres in vivo. 
 
Como otro ejemplo, los anticuerpos de la invención pueden efectuar una cura o tasa de supervivencia de al menos 
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97% o 99%. Como otro ejemplo, los anticuerpos pueden 
lograr una cura o tasa de supervivencia del 100%. En una realización, uno o más anticuerpos anti-toxina A, cuando se 10 
administran a un sujeto, junto con uno o más anticuerpos anti-toxina B, producen una tasa de curación o supervivencia 
del 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 99% o 100%. Como se usa en el presente 
documento, "tasa de curación" se refiere al porcentaje de sujetos que un médico determinaría que ya no tiene la 
infección o enfermedad de una población de sujetos con la infección o enfermedad a los que se les administró uno o 
más anticuerpos, o una o más composiciones de los mismos, de la invención. "Tasa de supervivencia", como se usa 15 
en el presente documento, se refiere al porcentaje de sujetos que sobreviven durante un período de tiempo deseado 
entre una población de sujetos a los que se les administró uno o más anticuerpos, o una o más composiciones de los 
mismos, de la invención. Ejemplos de tales períodos de tiempo deseados se proporcionan en otra parte del presente 
documento. 
 20 
Los anticuerpos anti-toxina A y anti-toxina B proporcionados por la invención pueden permitir la restauración de la flora 
intestinal normal en un sujeto infectado con C. difficile. De esta manera, dichos anticuerpos pueden resolver la 
enfermedad en pacientes sometidos a tratamiento. Los anticuerpos anti-toxina A y anti-toxina B de la invención 
también pueden demostrar una farmacocinética beneficiosa in vivo. Los anticuerpos anti-toxina A y anti-toxina B de la 
invención también pueden proporcionar terapia prolongada o duradera para un sujeto que ha sido infectado con C. 25 
difficile. Como se usa en el presente documento, "de larga duración" se refiere a la terapia que da como resultado una 
ausencia de infección por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile un mes o más después de la interrupción del 
tratamiento. Preferiblemente, la terapia da como resultado una ausencia de infección por C. difficile o enfermedad 
asociada a C. difficile durante dos o más meses. En algunas realizaciones, la terapia con los mAb de la invención da 
como resultado el tratamiento o la depresión de la infección activa por C. difficile y la reducción o disminución de la 30 
robustez de la infección. En otras realizaciones, la terapia proporcionada por la invención da como resultado una 
ausencia de infección por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile en un sujeto durante 1, 2, 3, 4, 5 o 6 meses. 
En otras realizaciones, la terapia proporcionada por la invención da como resultado una ausencia de infección por C. 
difficile o enfermedad asociada a C. difficile en un sujeto durante más de 6 meses. Los anticuerpos anti-toxina A y anti-
toxina B de la invención pueden prevenir la recurrencia de infección por C. difficile y/o enfermedad asociada a C. 35 
difficile. 
 
La naturaleza recurrente de CDAD se ve exacerbada por la aparición de cepas BI/NAP1/027 hipervirulentas que se 
ha encontrado que son resistentes a dos de los antibióticos más nuevos de último recurso, levofloxacina y 
moxifloxacina. Dichas cepas han desencadenado brotes de frecuencia creciente en los Estados Unidos, Canadá y 40 
Europa occidental. Las cepas hipervirulentas comprenden un grupo de aislados estrechamente relacionados 
caracterizados como campo pulsado norteamericano tipo 1 (NAP1), análisis de enzimas de restricción tipo "BI" y 
Ribotipo 027 por PCR conocidos colectivamente como BI/NAP1/027 (5). La hipervirulencia de las cepas BI/NAP1/027 
se ha atribuido al menos en parte al aumento de la producción de toxinas A y B, dos factores virulentos de CDAD (6). 
Los aislados de BI/NAP1/027 producen niveles de toxinas A y B 16-23 veces mayores que otras cepas (6). La aparente 45 
aptitud de estas cepas crea la amenaza de propagación mundial que compromete el potencial del tratamiento con 
antibióticos para otras enfermedades, además de aumentar las tasas de recurrencia y la gravedad de la CDAD. 
Aunque se están desarrollando antibióticos para el tratamiento de la CDAD, tal como la nitazoxanida, la rifaximina, 
ramoplanina y la fidaxomicina, se han informado aislados clínicos de C. difficile que son resistentes a la rifaximina. En 
un ensayo de fase 3 recientemente completado (91), la fidaxomicina redujo significativamente la tasa general de 50 
recurrencia de CDAD en comparación con la vancomicina, pero no para las cepas BI/NAP1/027. Los brotes de cepas 
BI/NAP1/027 hipervirulentas han provocado aumentos en la permanencia en los hospitales, fracasos del tratamiento, 
frecuencias de recaídas y tasas de mortalidad (3). Los nuevos mAb desarrollados y descritos en este documento 
proporcionan nuevas terapias para combatir la creciente incidencia y gravedad de la CDAD. 
 55 
En una realización, los mAb de la invención se emplean en el tratamiento de infección causada por diversas cepas de 
C. difficile. En una realización, las cepas de C. difficile son altamente infecciosas y sus toxinas son neutralizadas por 
los mAb de la invención. En una realización, las toxinas de las cepas hipervirulentas de C. difficile, que incluyen 
BI/NAP1/027, son neutralizadas por los mAb de la invención. En una realización, los mAb de la invención proporcionan 
efectos terapéuticos en la neutralización de toxinas de una amplia gama de aislados clínicos toxigénicos, incluidas 60 
cepas de pacientes externos. Preferiblemente, los mAb neutralizan las toxinas de los aislados hipervirulentos, tales 
como BI/NAP1/027, y al menos el 90% o más de otros aislados clínicamente relevantes de C. difficile. En particular y 
como se ilustra en el Ejemplo 8 de la presente invención, se ha demostrado que los mAb de la invención neutralizan 
significativamente la toxicidad/actividad de diecinueve aislados clínicos diferentes de C. difficile, incluyendo 
BI/NAP1/027 y otras cepas hipervirulentas de C. difficile, por ejemplo, CCL676, HMC553, Pitt45, CD196, Montreal 5 y 65 
Montreal 7.1. De acuerdo con la invención, se proporcionan anticuerpos que neutralizan la toxina A y la toxina B de 
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cepas hipervirulentas de C. difficile, por ejemplo, sin limitación, de acuerdo con lo determinado por un valor de EC50 
que varía de 7,7-12 M hasta 4,8-8 M para los mAb anti-toxina A y un valor de EC50 que varía de 1,1-11 M hasta 6,5-10 M 
para un mAb anti-toxina B. Además, los mAb de la invención se proporcionan para su uso en la neutralización de 
cepas hipervirulentas de C. difficile, incluidos los aislados derivados de hospitales y no hospitalarios, como tratamiento 
para la infección por C. difficile y enfermedades relacionadas con ellas. 5 
 
En otras realizaciones y mediante ejemplos no limitantes, los mAb de la invención exhiben un valor de neutralización 
de EC50 en el intervalo de 93 pM a 30 nM, o una EC50 de 46 pM, para neutralizar la toxina A y un valor de EC50 en el 
intervalo de 4 pM-9,5 pM, o un valor de EC50 de 5 pM, para neutralizar la toxina B dependiendo del ensayo con base 
en células in vitro empleado. Como se describe en el Ejemplo 3 del presente documento, en un ensayo que comprende 10 
células CHO-K1 en las que se usaron 8 µg/mL de toxina A, los mAb anti-toxina A de la invención exhibieron un valor 
de EC50 de 93 pM. En un ensayo que comprende células CHO-K1 en las que se usaron 8 pg/mL de toxina B, el mAb 
anti-toxina B de la invención exhibió un valor de EC50 de 9,2 pM. En un ensayo que comprende células T-84 en las 
que se usaron 240 ng/mL de toxina A, los mAb anti-toxina A de la invención exhibieron valores de EC50 de 146 pM y 
175 pM. En un ensayo basado en células Caco-2, los mAb anti-toxina A de la invención neutralizaron la toxicidad de 15 
la toxina A a niveles de EC50 de 196 pM y 485 pM. En el ensayo de hemaglutinación de glóbulos rojos en el que se 
usaron 8 µg/mL de toxina A, los mAb anti-toxina A de la invención tenían un valor de neutralización de EC50 de 1,8 nM 
y 30 nM para prevenir la hemaglutinación de RBC. 
 
Los anticuerpos de la invención pueden tener cualquiera de, una combinación de, o todas, las características 20 
mencionadas anteriormente. 
 
Como se describe en los Ejemplos de la presente invención, los mAb de la invención demuestran una potencia 
neutralizante de toxinas superior tanto in vitro como in vivo en los mejores modelos preclínicos disponibles de CDAD. 
Además, los mAb de la invención demuestran una neutralización excepcionalmente amplia y potente de toxinas de 25 
numerosas cepas BI/NAP1/027. Además, estos mAb han demostrado una protección completa y duradera contra la 
mortalidad en un modelo de CDAD de hámster altamente estricto. Estos resultados apoyan la capacidad de los mAb 
de la invención para bloquear de manera eficiente y efectiva los efectos patogénicos de las toxinas de C. difficile de 
una manera que permita que el colon sane, la microflora intestinal normal se restablezca y la enfermedad CDAD y/o 
infección por C. difficile se resuelva. 30 
 
En una realización, los anticuerpos contra la toxina A incluyen aquellos que inhiben de forma competitiva, o compiten 
de forma cruzada, por la unión específica a la toxina A de C. difficile de un anticuerpo monoclonal aislado producido 
por la línea celular de hibridoma depositada bajo los números de acceso de la ATCC PTA-9692, PTA-9694 o PTA-
9888. Los anticuerpos preferidos contra la toxina B incluyen aquellos que inhiben de forma competitiva, o compiten de 35 
forma cruzada, por la unión específica a la toxina B de C. difficile de un anticuerpo monoclonal aislado producido por 
la línea celular de hibridoma depositada bajo el número de acceso de la ATCC PTA-9693 o PTA-9692. En algunas 
realizaciones, los anticuerpos incluyen aquellos que inhiben de forma competitiva, o compiten de forma cruzada, por 
la unión específica a la toxina A de C. difficile de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la línea celular de 
hibridoma depositada bajo el número de acceso de la ATCC PTA-9692, PTA-9694, o PTA-9888, e inhiben de forma 40 
competitiva, o compiten de forma cruzada, por la unión específica a la toxina B de C. difficile de un anticuerpo 
monoclonal aislado producido por la línea celular de hibridoma depositada bajo el número de acceso de la ATCC PTA-
9693 o PTA-9692. Todas las realizaciones abarcan además formas humanizadas de los anticuerpos descritos 
anteriormente con los números de acceso de la ATCC PTA-9692, PTA-9694, PTA-9888 o PTA-9693. 
 45 
Para determinar la inhibición competitiva, o la competencia cruzada de unión, se pueden emplear una variedad de 
ensayos conocidos por un experto en la materia. Por ejemplo, los ensayos de competencia cruzada se pueden usar 
para determinar si un anticuerpo inhibe competitivamente la unión a la toxina A y/o la toxina B por otro anticuerpo. 
Dichos métodos pueden ser métodos basados en células que emplean citometría de flujo o análisis de unión en fase 
sólida. También se pueden utilizar otros ensayos que evalúan la capacidad de los anticuerpos para competir de forma 50 
cruzada cruza por la unión a la toxina A y/o la toxina B en fase sólida o en fase de solución. Los ejemplos de anticuerpos 
o fragmentos de unión a antígeno de los mismos incluidos en la invención incluyen aquellos que inhiben 
competitivamente la unión específica en al menos aproximadamente 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90 
%, 95% o 99%. La inhibición se puede evaluar a varias relaciones molares o relaciones de masa; por ejemplo, se 
pueden realizar experimentos de unión competitiva con un exceso molar de 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 7 55 
veces, 10 veces o más del primer anticuerpo sobre el segundo anticuerpo. 
 
Otros anticuerpos abarcados por la invención incluyen aquellos que se unen específicamente a un epítopo en la toxina 
A de C. difficile definida por la unión de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la línea celular de hibridoma 
depositada bajo el número de acceso de la ATCC PTA-9692, PTA-9694 o PTA-9888. Todavía otros anticuerpos o 60 
fragmentos de unión a antígeno abarcados por la invención incluyen aquellos que se unen específicamente a un 
epítopo en la toxina B de C. difficile definido por la unión de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la línea 
celular de hibridoma depositada bajo el número de acceso de la ATCC PTA-9693 o PTA-9692. Aún otros anticuerpos 
o fragmentos de unión a antígeno abarcados por la invención incluyen aquellos que se unen específicamente a un 
epítopo en la toxina A de C. difficile definido por la unión de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la línea 65 
celular de hibridoma depositada bajo el número de acceso de la ATCC PTA-9692, PTA-9694 o PTA-9888 y se unen 
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específicamente a un epítopo en la toxina B de C. difficile definido por la unión de un anticuerpo monoclonal aislado 
producido por la línea celular de hibridoma depositada bajo el número de acceso de la ATCC PTA-9693 o PTA- 9692. 
 
Para determinar un epítopo, se pueden usar métodos de mapeo estándar de epítopos conocidos en la técnica. Por 
ejemplo, los fragmentos (péptidos) de la toxina (preferiblemente péptidos sintéticos) que se unen a un anticuerpo 5 
pueden usarse para determinar si un anticuerpo candidato o un fragmento de unión a antígeno del mismo se une al 
mismo epítopo. Para epítopos lineales, se sintetizan péptidos superpuestos de una longitud definida (por ejemplo, 8 o 
más aminoácidos). Los péptidos preferiblemente se compensan con 1 aminoácido, de modo que se prepara una serie 
de péptidos que cubren cada fragmento de 8 aminoácidos de la secuencia de toxina. Se pueden preparar menos 
péptidos usando compensaciones más grandes, por ejemplo, 2 o 3 aminoácidos. Además, se pueden sintetizar 10 
péptidos más largos (por ejemplo, 9, 10 u 11 mers). La unión de péptidos a anticuerpos se puede determinar usando 
metodologías estándar que incluyen resonancia de plasmón superficial (por ejemplo, Biacore) y ensayos de ELISA. 
Para el examen de epítopos conformacionales, pueden usarse los anticuerpos proporcionados en el presente 
documento, en algunas realizaciones, uniendo fragmentos de péptidos más grandes. Se han descrito y pueden usarse 
otros métodos que usan espectrometría de masas para definir epítopos conformacionales (véase, por ejemplo, 15 
Baerga-Ortiz et al., Protein Science 11: 1300-1308, 2002 y referencias citadas en el mismo). Aún se proporcionan 
otros métodos para la determinación de epítopos en trabajos de referencia de laboratorio estándar, tales como la 
Unidad 6.8 ("Phage Display Selection and Analysis of B-cell Epitopes") y la Unidad 9.8 ("Identification of Antigenic 
Determinants Using Synthetic Peptide Combinatorial Libraries") de Current Protocols in Immunology, Coligan et al., 
eds., John Wiley & Sons. Los epítopos se pueden confirmar introduciendo una o más mutaciones o supresiones 20 
puntuales en un epítopo conocido, y luego probando la unión con uno o más anticuerpos para determinar qué 
mutaciones reducen la unión de los anticuerpos. 
 
Los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno proporcionados por la invención pueden unirse específicamente a 
la toxina A y/o la toxina B con afinidad sub-nanomolar. Los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno pueden 25 
tener afinidades de unión de aproximadamente 1 x 10-9 M o menos, aproximadamente 1 x 10-10 M o menos, o 
aproximadamente 1 x 10-11 M o menos. En una realización particular, la afinidad de unión es inferior a 
aproximadamente 5 x 10-10 M. 
 
Los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno pueden tener una constante de asociación (Kasociación) a la toxina A 30 
o la toxina B de al menos 102 M-1s-1; al menos 103 M-1s-1; al menos 104 M-1s-1; al menos 105 M-1s-1; al menos 106 M-1s-

1; o al menos 107 M-1s-1, medido por resonancia de plasmón superficial. Los anticuerpos o los fragmentos de unión a 
antígeno pueden tener una constante de disociación (Kdisociación) de la toxina A o la toxina B de a lo sumo 10-3 s-1; a lo 
sumo 10-4 s-1; a lo sumo 10-5 s-1; o a lo sumo 10-6 s-1, medido por resonancia de plasmón superficial. Los anticuerpos 
o fragmentos de unión a antígeno pueden tener una constante de disociación (KD) para la toxina A o la toxina B de a 35 
lo sumo 10-7 M; a lo sumo 10-8 M; a lo sumo 10-9 M; a lo sumo 10-10 M; a lo sumo 10-11 M; a lo sumo 10-12 M; o a lo 
sumo 10-13 M. 
 
Como se usa en el presente documento, los términos "anticuerpo" o "inmunoglobulina" incluyen glicoproteínas que 
comprenden al menos dos polipéptidos de cadena pesada (H) y dos polipéptidos de cadena ligera (L) interconectados 40 
por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada está compuesta por una región variable de cadena pesada (abreviada en 
este documento como HCVR o VH) y una región constante de cadena pesada (CH). La región constante de la cadena 
pesada está compuesta por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera se compone de una región variable 
de la cadena ligera (abreviada en el presente documento como LCVR o VL) y una región constante de la cadena ligera 
(CL). La región constante de la cadena ligera se compone de un dominio, CL. Las regiones VH y VL se pueden subdividir 45 
en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas 
con regiones que están más conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL está compuesto por tres 
CDR y cuatro FR, dispuestas desde el terminal amino hasta el terminal carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, 
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Juntas, las regiones variables de los polipéptidos de la cadena pesada y ligera 
contienen o forman un dominio de unión que interactúa con/se une a un antígeno. Las regiones constantes de los 50 
anticuerpos pueden mediar la unión de la inmunoglobulina a los tejidos o factores del huésped, incluidas varias células 
del sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (C1q) del sistema de complemento 
clásico. 
 
La invención proporciona además otras formas de anticuerpos, tales como anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos 55 
producidos de forma recombinante, anticuerpos biespecíficos, heteroespecíficos o multiméricos, diacuerpos, etc., 
como se describe adicionalmente en el presente documento. 
 
El término "fragmento de unión a antígeno" de un anticuerpo como se usa en el presente documento, se refiere a una 
o más porciones de un anticuerpo que retienen la capacidad de unirse específicamente a un antígeno (por ejemplo, 60 
toxina A, toxina B, toxina A y toxina B, etc.) o a regiones epitópicas de un antígeno. Se ha demostrado que la función 
de unión a antígeno de un anticuerpo puede realizarse mediante fragmentos de un anticuerpo de longitud completa. 
En una realización, los fragmentos de anticuerpo monoclonal funcionan de manera similar a los anticuerpos 
monoclonales homólogos intactos. En una realización, los fragmentos de anticuerpo monoclonal reaccionan de forma 
cruzada con los anticuerpos monoclonales homólogos intactos. En una realización, los fragmentos de anticuerpo 65 
monoclonal pueden usarse indistintamente con los anticuerpos monoclonales homólogos intactos. Los ejemplos de 
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fragmentos de unión incluidos en el término "fragmento de unión a antígeno" de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento 
Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1; (ii) un fragmento F(ab’)2, un fragmento 
bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la región bisagra; (iii) un fragmento 
Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un solo brazo 
de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341: 544-546) que consiste en un dominio VH; y 5 
(vi) una región determinante de complementariedad aislada (CDR). Además, aunque los dos dominios del fragmento 
Fv, VL y VH, están codificados por genes separados, pueden unirse, mediante métodos recombinantes, por un conector 
sintético que les permite formarse como una sola cadena de proteína en la que las regiones VL y VH se emparejan 
para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena única (scFv); véanse, por ejemplo, Bird et al., 
(1988) Science 242: 423-426; y Huston et al., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 85: 5879-5883). Dichos 10 
anticuerpos de cadena sencilla también están destinados a estar incluidos en el término "fragmento de unión a 
antígeno" de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo se obtienen utilizando procedimientos convencionales, 
tales como los procedimientos de fragmentación proteolítica, como se describe en J. Goding, Monoclonal Antibodies: 
Principles and Practice, páginas 98-118 (NY Academic Press 1983), así como por otras técnicas conocidas por 
aquellos expertos en la técnica. Los fragmentos se seleccionan en busca de actividad o utilidad de la misma manera 15 
que los anticuerpos intactos. 
 
En una realización, los fragmentos Fab de mAb de la invención se generaron y probaron para determinar su actividad 
de neutralización en ensayos con base en células, como se describe en el Ejemplo 10 de la presente invención. Por 
lo tanto, los fragmentos de anticuerpos, tales como los fragmentos Fab, de los mAb de la invención también se pueden 20 
utilizar para unir y neutralizar la toxina A y/o la toxina B de C. difficile. 
 
Un "anticuerpo aislado", como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo que está sustancialmente 
libre de otros anticuerpos que tienen especificidades antigénicas diferentes (por ejemplo, un anticuerpo aislado que 
se une específicamente a la toxina A está sustancialmente libre de anticuerpos que específicamente se unen a 25 
antígenos distintos de la toxina A). Sin embargo, un anticuerpo aislado que se une específicamente a un epítopo, 
isoforma o variante de la toxina A o la toxina B, generalmente tiene reactividad cruzada con otros antígenos 
relacionados, por ejemplo, de otras cepas de C. difficile. Además, un anticuerpo aislado que se une específicamente 
a un epítopo, isoforma o variante de la toxina A también puede unirse específicamente a la toxina B, y un anticuerpo 
aislado que se une específicamente a un epítopo, isoforma o variante de la toxina B también puede unirse 30 
específicamente a la toxina A. Sin embargo, en algunas realizaciones, el anticuerpo aislado o fragmento de unión a 
antígeno del mismo que se une específicamente a un epítopo, isoforma o variante de la toxina A tampoco se une 
específicamente a la toxina B. En otras realizaciones más, el anticuerpo aislado o fragmento de unión a antígeno del 
mismo que se une específicamente a un epítopo, isoforma o variante de toxina B tampoco se une específicamente a 
la toxina A. Además, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otro material celular y/o productos 35 
químicos. Los anticuerpos que están sustancialmente libres de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades 
antigénicas, u otros materiales y/o productos químicos y/o proteínas pueden ser anticuerpos aislados y/o purificados. 
Los anticuerpos pueden purificarse mediante métodos comúnmente realizados por aquellos expertos en la técnica, 
por ejemplo, cromatografía de afinidad, cromatografía de proteína A y similares. Como se usa en el presente 
documento, "unión específica" se refiere a la unión del anticuerpo a un antígeno predeterminado o afín. Típicamente, 40 
el anticuerpo se une con una afinidad que es al menos dos veces mayor que su afinidad por unirse a un antígeno no 
específico (por ejemplo, BSA, caseína) diferente del antígeno predeterminado o un antígeno estrechamente 
relacionado. En una realización, un anticuerpo de la invención puede unirse a un epítopo lineal del antígeno objetivo, 
por ejemplo, toxina A y/o toxina B. En una realización, un anticuerpo de la invención puede unirse a un epítopo 
conformacional del antígeno objetivo, por ejemplo, toxina A y/o toxina B. 45 
 
Los anticuerpos aislados de la invención abarcan diversos isotipos de cadena pesada y ligera de anticuerpo 
(inmunoglobulina), tales como las clases de cadena pesada o isotipos IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1, IgA2, IgAsec, 
IgD, IgE, y subtipos de los mismos, por ejemplo, IgG2a, IgG2b; y los isotipos de cadena ligera κ y λ, y sus subtipos. 
En una realización, los anticuerpos aislados son del isotipo IgG2a o IgG1 κ. Como se usa en el presente documento, 50 
"isotipo" se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo, IgM o IgG1 o λ1) que está codificada por genes de la región 
constante de cadena pesada y ligera. Los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos pueden ser 
de longitud completa o pueden incluir solo un fragmento de unión a antígeno, tal como el dominio constante y/o variable 
del anticuerpo de IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1, IgA2, IgAsec, IgD, o IgE, o pueden consistir de un fragmento 
Fab, un fragmento F(ab’)2 y un fragmento Fv. 55 
 
Los anticuerpos de la presente invención pueden ser policlonales, monoclonales o una mezcla de anticuerpos 
policlonales y monoclonales. Los anticuerpos se pueden producir mediante una variedad de técnicas bien conocidas 
en el arte. Los procedimientos para generar anticuerpos policlonales son bien conocidos. Como un ejemplo no 
limitante, los anticuerpos policlonales se generan administrando proteína de la toxina A y/o la toxina B por vía 60 
subcutánea a conejos blancos de Nueva Zelanda que primero se han desangrado para obtener suero previamente 
inmune. La toxina A y/o la toxina B pueden inyectarse en un volumen total de 100 µL por sitio en seis sitios diferentes, 
típicamente con uno o más adyuvantes. Los conejos se sangran dos semanas después de la primera inyección y se 
refuerzan periódicamente con el mismo antígeno tres veces cada seis semanas. Se recoge una muestra de suero 10 
días después de cada refuerzo. Los anticuerpos policlonales se recuperan del suero, preferiblemente por 65 
cromatografía de afinidad usando la toxina A y/o la toxina B para capturar el anticuerpo. Este y otros procedimientos 
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para generar anticuerpos policlonales se describen en Harlow, E. y Lane, D., Eds., Antibodies: A Laboratory Manual 
(1988), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY. 
 
La producción de anticuerpos monoclonales se puede efectuar mediante técnicas que también son bien conocidas en 
el arte. El término "anticuerpo monoclonal", como se usa en el presente documento, se refiere a una preparación de 5 
moléculas de anticuerpo de composición molecular única. Un anticuerpo monoclonal muestra una sola especificidad 
y afinidad de unión por un epítopo particular de un antígeno o inmunógeno dado. El proceso de producción de 
anticuerpos monoclonales implica la obtención de células somáticas inmunes con el potencial de producir anticuerpos, 
en particular linfocitos B, que han sido inmunizados previamente con el antígeno de interés, in vivo o in vitro o ambos, 
y que son adecuados para la fusión con una línea de mieloma de células B. Los anticuerpos monoclonales se pueden 10 
producir usando células inmunes y células de mieloma de diferentes especies, tales como células de murino y 
humanas y líneas celulares, o por ejemplo, en cepas de ratones que han sido modificadas genéticamente para albergar 
un sistema inmunitario humano, tal como se describe más adelante. 
 
Aunque los anticuerpos monoclonales dirigidos contra la toxina A y la toxina B se han producido típicamente 15 
inmunizando animales con toxoides (formas inactivas de la toxina A y la toxina B) y/o con fragmentos inactivos de 
estas toxinas, se generaron mAb de la presente invención diseñando y empleando una nueva estrategia de 
inmunización. De acuerdo con la invención, los mAb descritos en el presente documento y depositados se produjeron 
inmunizando animales con toxoide, seguido de refuerzo de los animales con la forma activa (no toxoide) de toxina A 
y/o toxina B (véase el Ejemplo 1 en este documento). El refuerzo con la forma activa de la toxina A o la toxina B sirvió 20 
para identificar aquellos animales inmunizados que habían desarrollado anticuerpos protectores únicos en virtud del 
nuevo esquema de inmunización. Sin desear limitarse a la teoría, el régimen de refuerzo de la toxina A y/o la toxina B 
activas fue más altamente inmunogénico en los animales receptores. Los animales que toleraron el aumento de las 
dosis de refuerzo de la toxina A o la toxina B activas, que generalmente son letales para los animales no modificados, 
produjeron anticuerpos neutralizantes altamente efectivos, que protegieron a estos animales y contribuyeron a su 25 
supervivencia a pesar de haber recibido la toxina activa. La producción de hibridomas de los animales que montaron 
una respuesta inmune efectiva contra la toxina A o la toxina B produjo anticuerpos monoclonales anti-toxina A y anti-
toxina B altamente potentes, que proporcionan un alto nivel de protección tanto in vitro como in vivo. En la producción 
de anticuerpos, incluidos los anticuerpos policlonales y monoclonales, se pueden emplear adyuvantes. Los ejemplos 
no limitantes de adyuvantes que son adecuados para su uso incluyen adyuvante de Freund incompleto, fosfato de 30 
aluminio, hidróxido de aluminio, Ribi (es decir, lípido A monofosforilado, dimicolato de trehalosa, esqueleto de pared 
celular de Mycobacterium y Tween® 80, con 2% de escualeno), saponinas, Quil A, o alumbre. Una respuesta de 
linfocitos T citotóxicos (CTL) puede prepararse mediante la conjugación de toxinas (o fragmentos, derivados inactivos 
o análogos de las mismas) a lípidos, tales como, por ejemplo, tripalmitoil-S-glicerilcisteinil-seril-serina. 
 35 
En otras realizaciones, se pueden utilizar métodos de inmunización adicionales para generar anticuerpos 
monoclonales dirigidos contra la toxina A y/o la toxina B. Por ejemplo, la inmunización in vivo de animales (por ejemplo, 
ratones) se puede llevar a cabo con el tipo y la cantidad deseados de proteína o polipéptido, por ejemplo, toxoide o 
toxina. Dichas inmunizaciones se repiten según sea necesario a intervalos de hasta varias semanas para obtener un 
título suficiente de anticuerpos. Una vez inmunizados, los animales pueden usarse como fuente de linfocitos 40 
productores de anticuerpos. Después del último refuerzo de antígeno, los animales se sacrifican y se extraen las 
células del bazo. Los linfocitos de ratón producen un mayor porcentaje de fusiones estables con las líneas de mieloma 
de ratón descritas en este documento. De estas, la cepa de ratón BALB/c es adecuada. Sin embargo, otras cepas de 
ratón, conejo, hámster, oveja, cabra y rana también pueden usarse como huéspedes para preparar células productoras 
de anticuerpos. Véase, Goding (en Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, segunda edición., Páginas. 60-61, 45 
Orlando, Florida, Academic Press, 1986). En particular, se pueden usar cepas de ratón que tienen genes de 
inmunoglobulina humana insertados en el genoma (y que no pueden producir inmunoglobulinas de ratón). Los 
ejemplos incluyen las cepas de ratón HumAb producidas por Medarex (ahora Bristol Myers Squibb) /GenPharm 
International, y las cepas XenoMouse producidas por Abgenix. Dichos ratones producen moléculas de inmunoglobulina 
totalmente humanas en respuesta a la inmunización. 50 
 
Las células productoras de anticuerpos que se encuentran en la etapa de plasmablastos en división se fusionan 
preferentemente. Las células somáticas se pueden obtener, por ejemplo, de los ganglios linfáticos, bazos y sangre 
periférica de animales cebados con antígeno, y las células linfáticas de elección dependen en gran medida de su 
utilidad empírica en el sistema de fusión particular. Los linfocitos secretores de anticuerpos se fusionan luego con 55 
células de mieloma de células B (de ratón) o células transformadas, que son capaces de replicarse indefinidamente 
en cultivo celular, produciendo así una línea celular inmortal que secreta inmunoglobulinas. Las células fusionadas 
resultantes, o hibridomas, se cultivan, y las colonias resultantes se seleccionan para la producción de los anticuerpos 
monoclonales deseados. Las colonias que producen dichos anticuerpos se clonan, subclonan y crecen in vivo (tales 
como ascitis) o in vitro para producir grandes cantidades de anticuerpos. Se pueden encontrar descripciones de la 60 
metodología y tecnología del hibridoma en Kohler y Milstein, Nature 256: 495 (1975) o Harlow, E. y Lane, D., Eds., 
Antibodies: A Laboratory Manual (1988), Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York. 
 
Como alternativa, las células somáticas humanas capaces de producir anticuerpos, específicamente linfocitos B, son 
adecuadas para la fusión con líneas celulares de mieloma. Si bien se pueden utilizar linfocitos B de bazos obtenidos 65 
a través de una biopsia, amígdalas o ganglios linfáticos de un individuo, se prefieren los linfocitos B de sangre periférica 
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(PBL) más fácilmente accesibles. Además, las células B humanas pueden ser inmortalizadas directamente por el virus 
de Epstein-Barr (Cole et al., 1995, Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., páginas 77-96). 
Aunque se prefieren los procedimientos de hibridación de células somáticas, en principio, se pueden emplear otras 
técnicas para producir anticuerpos monoclonales, tales como la transformación viral u oncogénica de linfocitos B. 
 5 
Las líneas celulares de mieloma adecuadas para su uso en procedimientos de fusión que producen hibridomas 
preferiblemente no producen anticuerpos, tienen una alta eficacia de fusión y deficiencias enzimáticas que los hacen 
incapaces de crecer en ciertos medios selectivos que soportan el crecimiento de los hibridomas deseados. Los 
ejemplos de tales líneas celulares de mieloma que pueden usarse para la producción de líneas celulares fusionadas 
incluyen P3-X63/Ag8, X63-Ag8.653, NS1/1.Ag 4.1, Sp2/0-Ag14, FO, NSO/U, MPC-11, MPC11-X45-GTG 1.7, 10 
S194/5XX0 Bul, derivadas de ratones; R210.RCY3, Y3-Ag 1.2.3, IR983F y 4B210 derivados de ratas; y U-266, 
GM1500-GRG2, LICR-LON-HMy2, UC729-6, derivadas de humanos (Goding, en Monoclonal Antibodies: Principles 
and Practice, 2d ed., páginas 65-66, Orlando, Florida, Academic Press , 1986; Campbell, en Monoclonal Antibody 
Technology, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology Vol. 13, Burden y Von Knippenberg, eds. 
Pp. 75-83, Ámsterdam, Elsevier, 1984). 15 
 
La fusión con células de mieloma de mamífero u otros compañeros de fusión capaces de replicarse indefinidamente 
en cultivo celular se efectúa mediante técnicas estándar y bien conocidas, por ejemplo, usando polietilenglicol ("PEG") 
u otros agentes de fusión (véase Milstein y Kohler, Eur. J. Immunol. 6: 511 (1976)). 
 20 
En otras realizaciones, los anticuerpos pueden ser anticuerpos recombinantes. El término "anticuerpo recombinante", 
como se usa en el presente documento, pretende incluir anticuerpos que se preparan, expresan, crean o aíslan por 
medios recombinantes, tales como anticuerpos aislados de un animal (por ejemplo, un ratón) que es transgénico para 
genes de inmunoglobulina de otras especies, anticuerpos expresados usando un vector de expresión recombinante 
transfectado en una célula huésped, anticuerpos aislados de una biblioteca de anticuerpos recombinante, 25 
combinatoria, o anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que implique el 
empalme de secuencias de genes de inmunoglobulina u otras secuencias de ADN. 
 
En aún otras realizaciones, los anticuerpos pueden ser anticuerpos quiméricos o humanizados. Como se usa en este 
documento, el término "anticuerpo quimérico" se refiere a un anticuerpo que combina regiones variables o 30 
hipervariables de inmunoglobulina (Ig) murina con una región constante de Ig humana o regiones marco constantes y 
variables. En algunas realizaciones, el anticuerpo quimérico comprende la región variable de cualquiera de los 
anticuerpos depositados proporcionados en el presente documento y una región constante humana. En algunas 
realizaciones, la región constante humana es una región constante de IgG humana, tal como una región constante de 
IgG1 humana. Los anticuerpos quiméricos se pueden producir mediante el método proporcionado a continuación en 35 
los Ejemplos o mediante cualquier método conocido por los expertos en la materia. Como se usa en el presente 
documento, el término "anticuerpo humanizado" se refiere a un anticuerpo que retiene sustancialmente solo las CDR 
de unión a antígeno del anticuerpo original, por ejemplo, anticuerpo monoclonal murino, en asociación con regiones 
marco humanas (véase, por ejemplo, Waldmann, 1991, Science 252: 1657). Se espera que tales anticuerpos 
quiméricos o humanizados, que retienen la especificidad de unión del anticuerpo murino, pero que tienen regiones 40 
constantes/marco de Ig humana, tengan inmunogenicidad reducida cuando se administran in vivo. Por lo tanto, los 
anticuerpos quiméricos y humanizados retienen preferiblemente las actividades neutralizantes de toxinas de los 
anticuerpos monoclonales proporcionados y son adecuados para la dosificación repetida (por ejemplo, en humanos). 
Un experto habitual en la técnica puede usar métodos conocidos (por ejemplo, ensayos con base en células in vitro) 
para comparar la actividad de los anticuerpos humanizados con los anticuerpos monoclonales depositados 45 
proporcionados en este documento y para determinar si los anticuerpos humanizados tratan y/o previenen la recaída 
de una infección establecida por C. difficile. Un experto habitual en la técnica también puede usar los métodos descritos 
en este documento, incluido el modelo de hámster de infección por C. difficile que se describe a continuación. 
 
Las secuencias de los mAb humanizados pueden diseñarse mediante el siguiente método ilustrativo, no limitante. 50 
Primero, se identifican los residuos de aminoácidos marco importantes para la estructura de la CDR. Paralelamente, 
las secuencias de VH y VL humanas que tienen una alta homología con las VH y VL murinas, respectivamente, se 
seleccionan entre las secuencias conocidas de inmunoglobulina humana (línea germinal). Las secuencias de CDR del 
mAb murino, junto con los residuos de aminoácidos marco importantes para mantener la estructura de las CDR, se 
injertan en las secuencias marco humanas seleccionadas. Además, los residuos de aminoácidos del marco humano 55 
que se encuentran atípicos en el subgrupo de la región V correspondiente se sustituyen con los residuos típicos para 
reducir la inmunogenicidad potencial del mAb humanizado resultante. Estas regiones VH y VL humanizadas se clonan 
en los vectores de expresión, por ejemplo, pCON Gamma y pCON kappa (Lonza Biologies, Berkshire, Reino Unido), 
respectivamente. Estos vectores codifican la región o regiones constantes de los genes de cadena pesada y ligera de 
inmunoglobulina humana. Las células 293T pueden transfectarse transitoriamente con estos vectores de expresión 60 
usando el sistema Effectene (Qiagen, Valencia, CA). Los sobrenadantes celulares que contienen mAb quimérico 
secretado pueden recogerse después de la transfección, por ejemplo, después de tres días, y purificarse usando 
cromatografía de proteína A. Se pueden usar otros vectores de expresión y células huésped para producir de forma 
recombinante los anticuerpos descritos, tal como lo entienden los expertos en la materia. 
 65 
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Otros métodos para humanizar anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno son bien conocidos en la técnica e 
incluyen los métodos proporcionados en, por ejemplo, las patentes de los Estados Unidos Nos. 5.585.089; 5.693.761; 
5.693.762; y 6.180.370. Los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno humanizados de acuerdo con los métodos 
proporcionados en estas patentes también se proporcionan en el presente documento. 
 5 
En una realización, un mAb humanizado anti-toxina A de C. difficile (hmAb) de la invención abarca una proteína de 
inmunoglobulina, o un fragmento de la misma, que se compone de (i) dos polipéptidos de cadena pesada (H), en 
donde cada cadena H contiene una región VH que comprende la secuencia de aminoácidos como se establece en la 
SEQ ID NO: 1 y una región CH humana, por ejemplo, una región C de IgG1, y (ii) dos polipéptidos de cadena ligera 
(L), en donde cada cadena L contiene una región VL que comprende la secuencia de aminoácidos como se establece 10 
en la SEQ ID NO: 3 y una región CL humana, por ejemplo, una región C de cadena κ. En una realización, un mAb 
humanizado anti-toxina A de C. difficile de la invención abarca una proteína de inmunoglobulina, o un fragmento de la 
misma, que está compuesta por (i) dos polipéptidos de cadena pesada (H), en donde cada cadena H contiene una 
región VH que comprende la secuencia de aminoácidos como se establece en la SEQ ID NO: 2 y una región CH 
humana, por ejemplo, una región C, de IgG1 y (ii) dos polipéptidos de cadena ligera (L), en donde cada cadena L 15 
contiene una región VL que comprende la secuencia de aminoácidos como se establece en la SEQ ID NO: 3 y una 
región CL humana, por ejemplo, una región C de cadena κ. En una realización, un mAb humanizado anti-toxina A de 
C. difficile de la invención abarca una proteína de inmunoglobulina que está compuesta de (i) dos polipéptidos de 
cadena pesada (H), en donde cada cadena H contiene una región VH que comprende la secuencia de aminoácidos 
como se establece en la SEQ ID NO: 1 y un región CH humana, por ejemplo, una región C de IgG1, y (ii) dos 20 
polipéptidos de cadena ligera (L), en donde cada cadena L contiene una región VL que comprende la secuencia de 
aminoácidos como se establece en la SEQ ID NO: 4 y una región CL humana, por ejemplo, una región C de cadena 
κ. En una realización, un mAb humanizado anti-toxina A de C. difficile de la invención abarca una proteína de 
inmunoglobulina que está compuesta de (i) dos polipéptidos de cadena pesada (H), en donde cada cadena H contiene 
una región VH que comprende la secuencia de aminoácidos como se establece en la SEQ ID NO: 2 y un región CH 25 
humana, por ejemplo, una región C de IgG1, y (ii) dos polipéptidos de cadena ligera (L), en donde cada cadena L 
contiene una región VL que comprende la secuencia de aminoácidos como se establece en la SEQ ID NO: 4 y una 
región CL humana, por ejemplo, una región C de cadena κ. Tales mAb humanizados anti-toxina A de C. difficile 
abarcan un mAb hPA-39 de la invención. 
 30 
En una realización, un mAb humanizado anti-toxina A de C. difficile de la invención abarca una proteína de 
inmunoglobulina que está compuesta de (i) dos polipéptidos de cadena pesada (H), en donde cada cadena H contiene 
una región VH que comprende la secuencia de aminoácidos como se establece en la SEQ ID NO: 5 y un región CH 
humana, por ejemplo, una región C de IgG1, y (ii) dos polipéptidos de cadena ligera (L), en donde cada cadena L 
contiene una región VL que comprende la secuencia de aminoácidos como se establece en la SEQ ID NO: 7 y una 35 
región CL humana , por ejemplo, una región C de cadena κ. En una realización, un mAb humanizado anti-toxina A de 
C. difficile de la invención abarca una proteína de inmunoglobulina que está compuesta de (i) dos polipéptidos de 
cadena pesada (H), en donde cada cadena H contiene una región VH que comprende la secuencia de aminoácidos 
como se establece en la SEQ ID NO: 6 y un región CH humana, por ejemplo, una región C de IgG1, y (ii) dos 
polipéptidos de cadena ligera (L), en donde cada cadena L contiene una región VL que comprende la secuencia de 40 
aminoácidos como se establece en la SEQ ID NO: 7 y una región CL humana , por ejemplo, una región C de cadena 
κ. Tales mAb humanizados anti-toxina A de C. difficile abarcan un mAb hPA-50 de la invención. 
 
En una realización, un mAb humanizados anti-toxina B de C. difficile de la invención abarca una proteína de 
inmunoglobulina que está compuesta de (i) dos polipéptidos de cadena pesada (H), en donde cada cadena H contiene 45 
una región VH que comprende la secuencia de aminoácidos como se establece en la SEQ ID NO: 8 y una región CH 
humana, por ejemplo, una región C de IgG1, y (ii) dos polipéptidos de cadena ligera (L), en donde cada cadena L 
contiene una región VL que comprende la secuencia de aminoácidos como se establece en la SEQ ID NO: 10 y una 
región CL humana , por ejemplo, una región C de cadena κ. En una realización, un mAb humanizado anti-toxina B de 
C. difficile de la invención abarca una proteína de inmunoglobulina que está compuesta de (i) dos polipéptidos de 50 
cadena pesada (H), en donde cada cadena H contiene una región VH que comprende la secuencia de aminoácidos 
como se establece en la SEQ ID NO: 9 y un región CH humana, por ejemplo, una región C de IgG1, y (ii) dos 
polipéptidos de cadena ligera (L), en donde cada cadena L contiene una región VL que comprende la secuencia de 
aminoácidos como se establece en SEQ ID NO: 10 y una región CL humana , por ejemplo, una región C de cadena κ. 
Tales mAb humanizados anti-toxina B de C. difficile  abarcan un mAb hPA-41 de la invención. 55 
 
Las regiones C de cadena L y de cadena H de los anticuerpos humanizados de la invención descritos anteriormente 
pueden comprender la región C de la cadena L κ humana (CL) y la región C de cadena H de IgG1 humana (CH) que 
tienen secuencias contenidas en el GenBank acceso No NW_001838785 y en el GenBank acceso No. 
MW_001838121, respectivamente. En otras realizaciones, los anticuerpos humanizados comprenden una región C de 60 
cadena H humana seleccionada de los isotipos IgG2a, IgG2b, IgG3 o IgG4. 
 
En una realización ilustrativa, la invención abarca un anticuerpo monoclonal, o un fragmento del mismo, generado 
contra la toxina A de C. difficile, en el que el anticuerpo está compuesto por dos polipéptidos de cadena pesada, cada 
cadena pesada que contiene una región VH y una región CH humana y dos polipéptidos de cadena ligera, cada cadena 65 
ligera contiene una región VL y una región CL humana. La secuencia de ácido nucleico (o ADNc) que codifica la 
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secuencia de aminoácidos consecutiva del polipéptido de cadena pesada de la SEQ ID NO: 14 se establece en la 
SEQ ID NO: 15, (Figura 38B); la secuencia de ácido nucleico (o ADNc) que codifica la secuencia de aminoácidos 
consecutiva del polipéptido de cadena ligera de la SEQ ID NO: 16 se establece en la SEQ ID NO: 17 (Figura 38A). 
 
En una realización ilustrativa, la invención abarca un anticuerpo monoclonal, o un fragmento del mismo, generado 5 
contra la toxina A de C. difficile, en el que el anticuerpo está compuesto por dos polipéptidos de cadena pesada, cada 
cadena pesada que contiene una región VH y una región CH humana y dos polipéptidos de cadena ligera, cada cadena 
ligera contiene una región VL y una región CL humana. La secuencia de ácido nucleico (o ADNc) que codifica la 
secuencia de aminoácidos consecutiva del polipéptido de cadena pesada de la SEQ ID NO: 18 se establece en la 
SEQ ID NO: 19, (Figura 39B); la secuencia de ácido nucleico (o ADNc) que codifica la secuencia de aminoácidos 10 
consecutiva del polipéptido de cadena ligera de la SEQ ID NO: 20 se establece en la SEQ ID NO: 21 (Figura 39A). 
 
En una realización ilustrativa, la invención abarca un anticuerpo monoclonal, o un fragmento del mismo, generado 
contra la toxina B de C. difficile, en el que el anticuerpo está compuesto por dos polipéptidos de cadena pesada, cada 
cadena pesada que contiene una región VH y una región CH humana y dos polipéptidos de cadena ligera, cada cadena 15 
ligera contiene una región VL y una región CL humana. La secuencia de ácido nucleico (o ADNc) que codifica la 
secuencia de aminoácidos consecutiva del polipéptido de cadena pesada de la SEQ ID NO: 22 se establece en la 
SEQ ID NO: 23 (Figura 40B); la secuencia de ácido nucleico (o ADNc) que codifica la secuencia de aminoácidos 
consecutiva del polipéptido de cadena ligera de la SEQ ID NO: 24 se establece en la SEQ ID NO: 25 (Figura 40A). 
 20 
La invención también abarca porciones o fragmentos de los anticuerpos humanizados anti-toxina A y anti-toxina B de 
C difficile anteriormente descritos. Dichas porciones o fragmentos incluyen las regiones determinantes de 
complementariedad (CDR) de las regiones V de los polipéptidos de la cadena H y L, como pueden determinar 
convencionalmente los expertos en la materia; fragmentos F(ab), fragmentos F(ab’), fragmentos F(ab’)2, fragmentos 
Fc, fragmentos Fd y similares. En una realización, porciones o fragmentos de los anticuerpos humanizados que 25 
contienen regiones V, o porciones funcionales de los mismos, se unirán óptimamente a la toxina respectiva y 
neutralizarán la actividad de la toxina. En una realización, tales porciones funcionales o fragmentos de los anticuerpos 
humanizados neutralizan óptimamente la actividad de la toxina a un nivel similar, si no mejor, que el del anticuerpo 
humanizado completo. 
 30 
De acuerdo con la invención, se proporcionan mAb humanizados molecularmente clonados dirigidos contra las toxinas 
A o B de C. difficile. Tales mAb humanizados se aislaron y caracterizaron como se describe en el Ejemplo 9, secciones 
D y E a continuación. En una realización, la región constante de cadena ligera (CL) de cada uno de los anticuerpos 
humanizados es de la clase kappa (κ). En una realización, la región constante de cadena pesada (CH) de cada uno 
de los anticuerpos humanizados es del isotipo IgG1. En otras realizaciones, la región CH de los anticuerpos 35 
humanizados es del isotipo IgG2a, IgG2b, IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgA o IgM. Se encontró que los mAb humanizados 
que contienen regiones variables (V) únicas se unen y neutralizan la actividad de la toxina A o la toxina B de C. difficile. 
Las regiones VL y VH de los mAb humanizados pueden formar parte de una inmunoglobulina completa (Ig) o molécula 
de anticuerpo, o pueden usarse como porciones o fragmentos del anticuerpo, en particular, porciones o fragmentos 
que tienen actividad de unión y/o neutralización. Los ejemplos no limitantes de fragmentos de anticuerpos incluyen 40 
fragmentos Fab, F(ab)2 y F(ab’) o F(ab’)2. Las realizaciones de la invención están dirigidas a mAb humanizados anti-
toxina A de C. difficile, o fragmentos de los mismos, que tienen actividad contra la toxina A de C. difficile, en donde la 
región V de la cadena L se selecciona de uno o más de la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4 y la SEQ ID NO: 7. En una 
realización, la invención se dirige a las CDR, a saber, CDR1, CDR2 y/o CDR3, en las regiones VH y VL de los 
anticuerpos descritos. Las realizaciones de la invención están dirigidas a mAb humanizado anti-toxina B de C. difficile, 45 
o fragmentos de los mismos, que tienen actividad contra la toxina B de C. difficile, en donde la región V de la cadena 
L se establece en la SEQ ID NO: 10. Las realizaciones de la invención están dirigidas a los mAb humanizados anti-
toxina A de C. difficile, o fragmentos de los mismos, que tienen actividad contra la toxina A de C. difficile, en donde la 
región V de la cadena H se selecciona de uno o más de la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2, la SEQ ID NO: 5 y la SEQ 
ID NO: 6. Las realizaciones de la invención están dirigidas a mAb humanizados anti-toxina B de C. difficile, o 50 
fragmentos de los mismos, que tienen actividad contra la toxina B de C. difficile, en donde la región V de la cadena H 
se selecciona de uno o más de la SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9. En una realización, la invención se dirige a las CDR, 
a saber, CDR1, CDR2 y/o CDR3, en las regiones VH y VL de los anticuerpos descritos. 
 
En otras realizaciones, la invención abarca ácidos nucleicos que codifican porciones de unión a antígeno, CDR o 55 
regiones variables (V) de los anticuerpos anti-toxina A y/o anti-toxina B de C. difficile de la invención. En diversas 
realizaciones, las porciones, CDR o regiones V se derivan de PA-38, PA-39, PA-41 o PA-50, o versiones humanizadas 
de las mismas, como se describe en el presente documento. En realizaciones adicionales, la invención abarca las 
secuencias de aminoácidos de las porciones de unión a antígeno, CDR o regiones V que están codificadas por los 
ácidos nucleicos respectivos. 60 
 
De acuerdo con otra realización, los anticuerpos monoclonales de la presente invención se pueden modificar para que 
tengan la forma de un anticuerpo biespecífico, un anticuerpo bifuncional, un anticuerpo multiespecífico o un anticuerpo 
heterofuncional. Se pueden encontrar ejemplos no limitantes de anticuerpos biespecíficos y heteroespecíficos y 
procedimientos para fabricar tales anticuerpos en varias publicaciones ilustrativas, por ejemplo, los documentos 65 
UA20090060910, WO2009/058383, WO2009/030734, WO2007/093630, USP 6.071.517, WO2008/024188, 
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UA20070071675, USP 7.442.778, USP 7.235.641, USP 5.932.448 y USP 5.292.668. El término "anticuerpo 
biespecífico" pretende incluir cualquier agente, por ejemplo, una proteína, péptido o complejo de proteína o péptido, 
que tiene dos especificidades de unión diferentes y que se une o interactúa con (a) la toxina A de C. difficile y ( b) la 
toxina B de C. difficile. En una realización, el anticuerpo biespecífico comprende PA-39 o PA-50 o un fragmento de 
unión a antígeno de los mismos y PA-41, o un fragmento de unión a antígeno del mismo. En una realización, el 5 
anticuerpo biespecífico comprende una forma quimérica o humanizada de PA-39 o PA-50, o un fragmento de unión a 
antígeno de los mismos y PA-41, o un fragmento de unión a antígeno del mismo. Por consiguiente, un anticuerpo 
biespecífico que comprende PA-39 y PA-41, o formas quiméricas o humanizadas de los mismos, o un fragmento de 
unión a antígeno de los mismos, se uniría a la toxina A y a la toxina B de C. difficile. De manera similar, un anticuerpo 
biespecífico que comprende PA-50 y PA-41, o formas quiméricas o humanizadas de los mismos, o un fragmento de 10 
unión a antígeno de los mismos, se unirían tanto a la toxina A como a la toxina B de C. difficile. El término "anticuerpo 
multiespecífico" pretende incluir cualquier agente, por ejemplo, una proteína, péptido o complejo de proteína o péptido, 
que tenga más de dos especificidades de unión diferentes y que se una o interactúe con (a) la toxina A de C. difficile, 
(b) la toxina B de C. difficile, y (c) al menos otro componente. Por consiguiente, la invención incluye, pero no se limita 
a, anticuerpos biespecíficos, triespecíficos, tetraespecíficos y otros anticuerpos multiespecíficos. En una realización, 15 
los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los anticuerpos biespecíficos o multiespecíficos se humanizan. 
 
El término "anticuerpos biespecíficos" incluye además diacuerpos. Los diacuerpos proporcionan anticuerpos 
terapéuticos que tienen doble especificidad y que son capaces de atacar múltiples epítopos diferentes con una sola 
molécula. Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes biespecíficos en los que los dominios VH y VL se expresan en 20 
una sola cadena de polipéptidos, pero usan un conector que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre 
los dos dominios en la misma cadena, lo que obliga a los dominios a emparejarse con dominios complementarios de 
otra cadena y creando dos sitios de unión a antígeno (véase, por ejemplo, Holliger, P., et al., (1993) Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 90: 6444-6448; Poijak, RJ, et al., (1994)) Structure 2: 1121-1123). Las dos regiones de unión a antígeno del 
anticuerpo biespecífico están químicamente unidas o son expresadas por una célula modificada genéticamente para 25 
producir el anticuerpo biespecífico. (Véase en general, Fanger et al., 1995 Drug News & Perspec. 8 (3): 133-137). En 
una realización, se puede administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo biespecífico a un sujeto con infección por 
C. difficile y/o una enfermedad asociada a C. difficile, y el anticuerpo biespecífico neutraliza la toxicidad de la toxina A 
y la toxina B en el sujeto. 
 30 
En ciertas realizaciones, los anticuerpos pueden ser anticuerpos humanos. El término "anticuerpo humano", como se 
usa en el presente documento, pretende incluir anticuerpos que tienen regiones de Ig variables y constantes derivadas 
de secuencias de inmunoglobulina de línea germinal humana. Los anticuerpos humanos pueden incluir residuos de 
aminoácidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de la línea germinal humana (por ejemplo, mutaciones 
introducidas por mutagénesis aleatoria o específica del sitio in vitro o por mutación somática in vivo). Sin embargo, el 35 
término "anticuerpo humano", como se usa en el presente documento, no pretende incluir anticuerpos en los que las 
secuencias de CDR derivadas de la línea germinal de otra especie de mamífero, tal como un ratón, se hayan injertado 
en secuencias marco humanas (denominado en el presente documento " anticuerpos humanizados"). Los anticuerpos 
humanos dirigidos contra la toxina A y/o la toxina B pueden generarse usando ratones transgénicos genéticamente 
modificados y criados para expresar componentes del sistema inmune humano en lugar del sistema del ratón. 40 
 
Los anticuerpos monoclonales completamente humanos también pueden prepararse inmunizando ratones 
transgénicos para grandes porciones de loci de cadena pesada y ligera de inmunoglobulina humana. Véanse, por 
ejemplo, las patentes estadounidenses Nos. 5.591.669, 5.598.369, 5.545.806, 5.545.807, 6.150.584, y las referencias 
citadas allí. Estos animales han sido modificados genéticamente de modo que exista una supresión funcional en la 45 
producción de anticuerpos endógenos (por ejemplo, murinos). Los animales se modifican aún más para contener todo 
o una parte del locus del gen de inmunoglobulina de línea germinal humana de tal manera que la inmunización de 
estos animales da como resultado la producción de anticuerpos completamente humanos contra el antígeno de interés. 
Después de la inmunización de estos ratones (por ejemplo, ratones XenoMouse (Abgenix), HumAb 
(Medarex/GenPharm)), los anticuerpos monoclonales se preparan de acuerdo con la tecnología estándar de 50 
hibridoma. Estos anticuerpos monoclonales tienen secuencias de aminoácidos de inmunoglobulina humana y, por lo 
tanto, no provocarán respuestas de anticuerpos humanos anti-ratón (HAMA) cuando se administran a humanos. 
 
Los expertos en la materia apreciarán que en este documento también se proporcionan los ácidos nucleicos y 
polinucleótidos que codifican los anticuerpos descritos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos. También se 55 
apreciará que en el presente documento se proporcionan ácidos nucleicos y polinucleótidos que comprenden una 
secuencia que codifica los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos. Por lo tanto, la invención 
proporciona vectores y plásmidos modificados para contener y/o expresar ácidos nucleicos y polinucleótidos que 
codifican anticuerpos. Como se usa en el presente documento, una "región de codificación" se refiere a una región de 
una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia de polipéptidos; la región de codificación puede incluir una 60 
región que codifica una porción de una proteína que luego se escinde, tal como un péptido señal. En algunos casos, 
las secuencias de nucleótidos y aminoácidos pueden incluir secuencias que codifican o que son péptidos señal. La 
invención abarca cada una de estas secuencias con, o sin, la porción de la secuencia que codifica o es un péptido 
señal. 
 65 
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Los anticuerpos proporcionados en el presente documento pueden clonarse usando el siguiente método, así como 
otros métodos conocidos por los expertos en la técnica. Como ejemplo no limitativo, el ARN total se genera a partir de 
células de hibridoma, y el ADNc se transcribe inversamente usando un cebador oligo-dT. La RNasa H puede usarse 
para eliminar el ARN para producir ADNc monocatenario. La purificación de la columna de centrifugación se puede 
usar para eliminar nucleótidos libres. Luego, se puede agregar una cola de poli-dG en 3' con transferasa terminal. La 5 
amplificación por PCR se puede realizar usando un cebador oligo-dC más un cebador degenerado a la región 
constante. Aproximadamente, se pueden realizar 40 ciclos para una amplificación robusta de la cadena pesada. Se 
puede realizar entonces la secuenciación directa de los productos de PCR. 
 
En ciertas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo está codificado por una molécula 10 
de ácido nucleico que es altamente homóloga a las moléculas de ácido nucleico anteriores. La molécula de ácido 
nucleico homóloga puede comprender una secuencia de nucleótidos que es al menos aproximadamente 90% idéntica 
a la secuencia de nucleótidos proporcionada en este documento. La molécula de ácido nucleico homóloga puede 
comprender una secuencia de nucleótidos que es al menos aproximadamente 95% idéntica, al menos 
aproximadamente 97% idéntica, al menos aproximadamente 98% idéntica o al menos aproximadamente 99% idéntica 15 
a la secuencia de nucleótidos proporcionada en este documento. La homología se puede calcular utilizando varias 
herramientas de software disponibles públicamente, bien conocidas por un experto en la materia. Los ejemplos de 
herramientas incluyen el sistema BLAST disponible en el sitio web del Centro Nacional de Información Biotecnológica 
(NCBI) en los Institutos Nacionales de Salud. 
 20 
Un método para identificar secuencias de nucleótidos altamente homólogas es mediante hibridación de ácido nucleico. 
También se proporcionan en el presente documento anticuerpos que tienen las propiedades de unión a toxina A y/o 
toxina B y otras propiedades funcionales descritas en este documento, que están codificadas por moléculas de ácido 
nucleico que se hibridan en condiciones de alta rigurosidad con las moléculas de ácido nucleico que codifican los 
anticuerpos de la invención. La identificación de secuencias relacionadas también se puede lograr usando la reacción 25 
en cadena de la polimerasa (PCR) y otras técnicas de amplificación adecuadas para la clonación de secuencias de 
ácido nucleico relacionadas. Para tales técnicas, los cebadores de PCR se seleccionan típicamente para amplificar 
porciones de una secuencia de ácido nucleico de interés, tal como una CDR. 
 
El término "condiciones de alta rigurosidad" como se usa en el presente documento se refiere a parámetros con los 30 
que la técnica está familiarizada. Los parámetros de hibridación de ácido nucleico se pueden encontrar en referencias 
que compilan dichos métodos, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook, et al., Eds., 
segunda edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989, o Current Protocols in 
Molecular Biology, F.M. Ausubel, et al., Eds., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. Un ejemplo no limitante de 
condiciones de alta rigurosidad es la hibridación a 65 °C en tampón de hibridación (3,5X SSC, Ficoll al 0,02%, 35 
polivinilpirrolidona al 0,02%, Albúmina sérica bovina al 0,02%, NaH2PO4 2,5 mM (pH 7), SDS al 0,5%, EDTA 2 mM) 
SSC es cloruro de sodio 0,15 M/citrato de sodio 0,015 M, pH 7; SDS es dodecil sulfato de sodio; y EDTA es ácido 
etilendiaminotetraacético. Después de la hibridación, se lava una membrana sobre la cual se transfiere el ácido 
nucleico, por ejemplo, en 2X SSC a temperatura ambiente y luego a 0,1 - 0,5X SSC/0,1X SDS a temperaturas de 
hasta 68 °C. 40 
 
En el presente documento se proporcionan vectores (por ejemplo, vectores de expresión) o plásmidos que 
comprenden las moléculas de ácido nucleico descritas, además de otras secuencias de ácido nucleico, por ejemplo, 
ORI, promotor, potenciador, secuencias de terminación, requeridas para la expresión de proteínas, polipéptidos o 
péptidos. Los vectores se pueden usar para transformar o transfectar células huésped para producir los anticuerpos o 45 
fragmentos de unión a antígeno de los mismos con la especificidad de unión y/o características de los anticuerpos o 
fragmentos de unión a antígeno descritos en el presente documento. En una realización, los vectores pueden 
comprender una molécula de ácido nucleico aislada que codifica la cadena pesada o una porción de la misma de los 
anticuerpos y fragmentos de unión a antígeno proporcionados. En otra realización, los vectores pueden comprender 
las secuencias de ácido nucleico que codifican la cadena ligera o una porción de la misma. En una realización 50 
adicional, los vectores de la invención pueden comprender una secuencia para una cadena pesada o una porción de 
la misma y una secuencia de una cadena ligera o una porción de la misma. En una realización adicional, se 
proporcionan plásmidos que producen los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno descritos en este documento. 
 
Se proporcionan también versiones modificadas de los anticuerpos de la invención. Las modificaciones a un anticuerpo 55 
o fragmento de unión a antígeno del mismo se realizan típicamente en el ácido nucleico que codifica el anticuerpo o 
fragmento de unión a antígeno del mismo, y pueden incluir supresiones, mutaciones puntuales, truncamientos, 
sustituciones de aminoácidos y adiciones de aminoácidos o fracciones que no son aminoácidos. Alternativamente, se 
pueden hacer modificaciones directamente al polipéptido, tal como por escisión, adición de una molécula enlazadora, 
adición de una fracción detectable, tal como biotina, adición de un ácido graso y similares. Las modificaciones también 60 
abarcan proteínas de fusión que comprenden todo o parte del anticuerpo o la secuencia de aminoácidos del fragmento 
de unión al antígeno. Las modificaciones incluyen además el acoplamiento o la unión del anticuerpo a otro agente, tal 
como un agente citotóxico, fármaco o terapéutico. 
 
Los polipéptidos modificados incluyen polipéptidos que se modifican específicamente para alterar una característica 65 
del polipéptido no relacionada con su actividad fisiológica. Por ejemplo, los residuos de cisteína pueden sustituirse o 
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eliminarse para evitar enlaces disulfuro no deseados. De manera similar, ciertos aminoácidos se pueden cambiar para 
mejorar la expresión de un polipéptido eliminando la proteólisis por proteasas en un sistema de expresión (por ejemplo, 
residuos de aminoácidos dibásicos en sistemas de expresión de levadura en los que está presente la actividad de la 
proteasa KEX2). Además, se pueden cambiar uno o más aminoácidos, particularmente en la región constante de Ig, 
para evitar la degradación proteolítica del anticuerpo por enzimas que siguen ciertas vías de administración, por 5 
ejemplo, administración oral, como se describe, por ejemplo, en el documento WO2006/071877, publicado el 6 de julio 
de 2006. 
 
Las modificaciones se preparan convenientemente alterando una molécula de ácido nucleico que codifica el 
polipéptido. Las mutaciones de un ácido nucleico que codifica un polipéptido conservan preferiblemente el marco de 10 
lectura de aminoácidos de la secuencia de codificación, y preferiblemente no crean regiones en el ácido nucleico que 
puedan hibridarse para formar estructuras secundarias, tales como horquillas o bucles, que pueden ser perjudiciales 
para la expresión del polipéptido modificado. 
 
Se pueden realizar modificaciones en cualquiera de los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos 15 
seleccionando una sustitución de aminoácidos, o mediante mutagénesis aleatoria de un sitio seleccionado en un ácido 
nucleico que codifica el polipéptido. Los polipéptidos modificados pueden entonces expresarse y probarse para una o 
más actividades para determinar qué mutación proporciona un polipéptido modificado con las propiedades deseadas. 
Se pueden realizar mutaciones adicionales en polipéptidos modificados (o en polipéptidos no modificados) que no 
mencionan la secuencia de aminoácidos del polipéptido, pero que proporcionan codones preferidos para la traducción 20 
en un huésped particular. Los codones preferidos para la traducción de un ácido nucleico en, por ejemplo, E. coli, son 
bien conocidos por los expertos en la materia. Todavía se pueden hacer otras mutaciones en las secuencias no 
codificantes de una secuencia o clon de ADNc para mejorar la expresión del polipéptido. La actividad de los 
polipéptidos modificados se puede probar clonando el gen que codifica el polipéptido modificado en un vector de 
expresión, introduciendo el vector en una célula huésped apropiada, expresando el polipéptido modificado y probando 25 
la capacidad funcional de los polipéptidos como se describe en este documento. Los procedimientos anteriores son 
bien conocidos por un experto en la materia. 
 
El experto en la materia también se dará cuenta de que se pueden hacer sustituciones conservadoras de aminoácidos 
en polipéptidos para proporcionar polipéptidos funcionalmente equivalentes. Como se usa en el presente documento, 30 
una "sustitución conservadora de aminoácidos" se refiere a una sustitución de aminoácidos que no altera la carga 
relativa o las características de tamaño de la proteína en la que se realiza la sustitución de aminoácidos. Los 
polipéptidos modificados se pueden preparar de acuerdo con métodos para alterar una secuencia de polipéptidos 
como es conocido por un experto en la técnica, tal como se puede encontrar en referencias que compilan dichos 
métodos, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook, et al., Eds., Segunda edición, Cold 35 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989, o Current Protocols in Molecular Biology, F.M. 
Ausubel, et al., Eds., John Wiley & Sons, Inc., Nueva York. Las sustituciones conservadoras de aminoácidos incluyen 
sustituciones hechas entre aminoácidos dentro de los siguientes ejemplos de grupos: (a) M, I, L, V; (b) F, Y, W; (c) K, 
R, H; (d) A, G; (e) S, T; (f) Q, N; y (g) E, D. 
 40 
Las sustituciones conservadoras de aminoácidos en polipéptidos típicamente se realizan mediante la alteración de un 
ácido nucleico que codifica un polipéptido. Dichas sustituciones pueden realizarse mediante una variedad de métodos 
conocidos por un experto en la materia. Por ejemplo, las sustituciones de aminoácidos se pueden realizar por mutación 
dirigida por PCR, mutagénesis dirigida al sitio o por síntesis química de un gen que codifica un polipéptido. Cuando 
las sustituciones de aminoácidos se realizan a un pequeño fragmento de un polipéptido, las sustituciones se pueden 45 
realizar sintetizando directamente el péptido. La actividad de fragmentos funcionalmente equivalentes de polipéptidos 
se puede probar clonando el gen que codifica el polipéptido alterado en un vector de expresión bacteriano o de 
mamífero, introduciendo el vector en una célula huésped apropiada, expresando el polipéptido alterado y probando la 
capacidad funcional de los polipéptidos tal como se describe en este documento. 
 50 
Un anticuerpo anti-toxina, o una porción de unión a antígeno del mismo, de la invención puede derivarse o unirse a 
otra molécula funcional, por ejemplo, otro péptido o proteína. Además, un anticuerpo o una porción de anticuerpo se 
puede unir funcionalmente, por ejemplo, mediante acoplamiento químico, fusión genética, asociación no covalente, 
etc., a una o más entidades moleculares, tales como otro anticuerpo, un agente detectable, un agente citotóxico, un 
agente terapéutico, un agente farmacéutico y/o una proteína o péptido que puede mediar la asociación con otra 55 
molécula, por ejemplo, una región central de estreptavidina o una etiqueta de polihistidina. 
 
Una proteína o anticuerpo derivado se puede producir mediante entrecruzamiento o el acoplamiento de dos o más 
proteínas o anticuerpos del mismo tipo o diferentes. Los agentes de entrecruzamiento o de acoplamiento adecuados 
incluyen aquellos que son heterobifuncionales, que tienen dos grupos reactivos distintos separados por un espaciador 60 
apropiado (por ejemplo, éster de m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida) u homobifuncional (por ejemplo, suberato 
de disuccinimidilo), y disponibles comercialmente (Pierce Chemical Company, Rockford, IL). Un anticuerpo anti-toxina 
o fragmento de unión a antígeno del mismo de la invención puede conjugarse con otra entidad molecular, tal como un 
marcador. Los agentes o marcadores detectables con los que una proteína puede derivarse o marcarse incluyen 
compuestos fluorescentes, enzimas, grupos prostéticos (por ejemplo, estreptavidina/biotina y avidina/biotina), 65 
materiales quimioluminiscentes, materiales bioluminiscentes, entidades químicas y materiales radiactivos. Los 
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ejemplos de compuestos fluorescentes detectables incluyen fluoresceína, isotiocianato de fluoresceína (FITC), 
rodamina y ficoeritrina. Una proteína o anticuerpo también puede derivarse con enzimas detectables, tales como 
fosfatasa alcalina (AP), peroxidasa de rábano picante, beta-galactosidasa, acetilcolinesterasa, glucosa oxidasa, etc. 
Tales proteínas o anticuerpos derivados enzimáticamente se vuelven detectables tras la adición de un sustrato 
específico de la enzima para producir un producto de reacción detectable. Las proteínas derivadas con un grupo 5 
prostético, como la biotina, se pueden detectar por medición indirecta de la unión de avidina o estreptavidina. 
 
Las proteínas y anticuerpos marcados pueden usarse como agentes o reactivos de diagnóstico y/o experimentales 
para aislar un antígeno conocido o predeterminado mediante técnicas estándar, tales como cromatografía de afinidad 
o inmunoprecipitación, o para detectar un antígeno conocido o predeterminado para determinar niveles de proteína en 10 
el tejido como parte de un procedimiento de prueba clínica, por ejemplo, para controlar la eficacia de un régimen de 
tratamiento dado. En una realización, el antígeno a detectar puede ser una toxina en un lisado celular o en una muestra 
de paciente. 
 
En una realización particular, los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de la invención se usan en 15 
combinación, por ejemplo, como una composición farmacéutica que comprende dos o más anticuerpos diferentes o 
fragmentos de unión a antígeno de los mismos (por ejemplo, uno o más dirigidos contra la toxina A y uno o más 
dirigidos contra la toxina B, dos o más dirigidos contra la toxina A, o dos o más dirigidos contra la toxina B, etc.). Las 
combinaciones de anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos pueden combinarse en una terapia 
única (es decir, administrarse simultáneamente) para lograr un efecto terapéutico deseado. Alternativamente, los 20 
anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos pueden administrarse por separado (es decir, en 
diferentes momentos). Se deduce, por lo tanto, que los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos 
pueden almacenarse juntos o por separado. Los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos pueden 
almacenarse en un medio acuoso o como una forma liofilizada, que puede reconstituirse antes de su uso. 
 25 
En otra realización, se proporcionan composiciones que comprenden uno o más anticuerpos aislados o un fragmento 
de unión a antígeno de los mismos. También se proporcionan composiciones que comprenden una combinación de 
uno o más de los anticuerpos mencionados anteriormente o fragmentos de unión a antígeno de los mismos. También 
se proporcionan composiciones, cada una de las cuales contiene uno o más de los anticuerpos mencionados 
anteriormente o fragmentos de unión a antígeno de los mismos, cuyas composiciones están destinadas a usarse en 30 
combinación. Dichas composiciones pueden incluir un portador, excipiente, vehículo o diluyente fisiológica o 
farmacéuticamente aceptable. El portador, excipiente, vehículo o diluyente fisiológica o farmacéuticamente aceptable 
se puede mezclar con el anticuerpo aislado o fragmento de unión a antígeno del mismo. En una realización, las 
composiciones incluyen una combinación de múltiples (por ejemplo, dos o más) anticuerpos aislados o fragmentos de 
unión a antígeno de los mismos. En una realización, uno o más de sus anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno 35 
de la composición se unen específicamente a la toxina A de C. difficile y neutralizan sus efectos tóxicos, mientras que 
uno o más de los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos se unen específicamente a la toxina B 
de C. difficile y neutralizan sus efectos tóxicos. En una realización, se humanizan uno o más de los anticuerpos o 
fragmentos de unión a antígeno de los mismos que se unen específicamente a la toxina A de C. difficile y neutralizan 
sus efectos tóxicos y uno o más que se unen específicamente a la toxina B de C. difficile y neutralizan sus efectos 40 
tóxicos. 
 
En una realización particular, la composición comprende una combinación de un anticuerpo anti-toxina A o un 
fragmento de unión a antígeno del mismo como se describe en el presente documento y un anticuerpo anti-toxina B o 
fragmento de unión a antígeno del mismo como se describe en el presente documento. En dicha composición, el 45 
anticuerpo anti-toxina A y el anticuerpo anti-toxina B pueden estar presentes en cantidades o proporciones iguales, 
por ejemplo, 1:1. Alternativamente, en dicha composición, el anticuerpo anti-toxina A y el anticuerpo anti-toxina B 
pueden estar presentes en diferentes cantidades o proporciones, tales como 1/2:1; 2:1; 3:1; 4:1, etc. En una 
realización, los anticuerpos de la composición se humanizan. En una realización, la composición comprende una 
combinación de mAb PTA-9888, un fragmento de unión a antígeno del mismo, o una forma humanizada del mismo, y 50 
mAb 9693, un fragmento de unión a antígeno del mismo, o una forma humanizada del mismo. En una realización, la 
composición comprende una combinación de mAb PTA-9694, un fragmento de unión a antígeno del mismo, o una 
forma humanizada del mismo, y mAb 9693, un fragmento de unión a antígeno del mismo, o una forma humanizada 
del mismo. En una realización, la composición comprende una combinación de cualquiera de los siguientes: mAb PTA-
9692, un fragmento de unión a antígeno del mismo, o una forma humanizada del mismo y mAb 9693, un fragmento 55 
de unión a antígeno del mismo, o una forma humanizada del mismo; o mAb PTA-9888, un fragmento de unión a 
antígeno del mismo, o una forma humanizada del mismo y mAb 9692, un fragmento de unión a antígeno del mismo, 
o una forma humanizada del mismo; o mAb PTA-9694, un fragmento de unión a antígeno del mismo, o una forma 
humanizada del mismo y mAb 9692, un fragmento de unión a antígeno del mismo, o una forma humanizada del mismo. 
 60 
Las composiciones farmacéuticas también pueden administrarse en terapia de combinación, es decir, combinadas 
con otros agentes terapéuticos. Por ejemplo, la terapia de combinación puede incluir una composición que comprende 
uno o más anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos como se proporciona en el presente 
documento con al menos otra terapia convencional. Dichos agentes terapéuticos adicionales incluyen la terapéutica 
antibiótica y la terapéutica no antibiótica. Los agentes terapéuticos adicionales incluyen la vacuna contra el toxoide de 65 
C. difficile, ampicilina/amoxicilina, vancomicina, metronidazol, fidaxomicina, linezolida, nitazoxanida, rifaximina, 
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ramoplanina, difimicina (también llamada PAR-101 u OPT-80), clindamicina, cefalosporinas (tales como cefalosporinas 
de segunda y tercera generación), fluoroquinolonas (tales como gatifloxacina o moxifloxacina), macrólidos (por 
ejemplo, eritromicina, claritromicina, azitromicina), penicilinas, aminoglicósidos, trimetoprim-sulfametoxazol, 
cloranfenicol, tetraciclina, imipenem, y meropenem. Los agentes terapéuticos adicionales también incluyen 
antibióticos, agentes antibacterianos, bactericidas o bacteriostáticos. En una realización, el agente terapéutico 5 
adicional puede ser una molécula pequeña o un compuesto químico de bajo peso molecular, que se dirige a C. difficile 
y/o sus toxinas. En una realización, el agente terapéutico adicional es OPT-80. Los agentes terapéuticos no antibióticos 
incluyen tolevamer, un polímero aniónico de alto peso molecular que se une a las toxinas A y B a través de mecanismos 
de carga no específicos. 
 10 
Como alternativa, se prevé que los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos de la invención se 
puedan usar en combinación con otros anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos. Otros agentes 
terapéuticos adicionales incluyen inmunoglobulina agrupada normal, inmunoglobulina intravenosa o inmunoglobulinas 
policlonales anti-toxina A y anti-toxina B en sueros. Otros anticuerpos incluyen mAb humanos dirigidos contra la toxina 
A o la toxina B de C. difficile, como se describe y se informa en la literatura publicada (por ejemplo, los documentos 15 
WO/2006/121422; US2005/0287150). 
 
También se incluye en el presente documento, un método que implica el uso de los anticuerpos o fragmentos de unión 
a antígeno de los mismos de la invención para el tratamiento o la profilaxis, es decir, para tratar, resolver, mejorar, 
erradicar, prevenir o retrasar la infección por C. difficile o una enfermedad asociada con C. difficile, patología, o 20 
desarrollo o progresión de la misma. La CDAD generalmente se precipita por la alteración de la flora del colon a través 
del uso de antibióticos como clindamicina, cefalosporinas y fluoroquinolonas. Esta perturbación en el microambiente 
del colon, junto con la exposición a las esporas de C. difficile, conduce a la colonización en individuos afectados. 
Aproximadamente un tercio de todos los pacientes que se colonizan desarrollan CDAD, lo que puede provocar diarrea 
severa, perforación del colon, colectomía y muerte. Por lo tanto, se proporcionan métodos mediante los cuales a un 25 
sujeto se le administran uno o más anticuerpos de la invención, o una composición como se describe en el presente 
documento para tratar la infección por C. difficile o CDAD. 
 
Como se usa en el presente documento, "tratar" se refiere a cualquier beneficio para un sujeto con infección por C. 
difficile o enfermedad asociada a C. difficile conferida mediante la administración de los anticuerpos o una composición 30 
o combinación de composiciones proporcionadas en el presente documento. Por ejemplo y sin limitación, tal beneficio 
puede ser la eliminación de uno o más síntomas o efectos adversos, o una reducción o mejora de la gravedad de uno 
o más síntomas o efectos adversos que resultan de la infección o enfermedad; un retraso, detención o reversión en la 
progresión de la infección o enfermedad; una recolonización, resurgimiento o repoblación de la microflora normal y 
natural del tracto gastrointestinal, colon, intestino, etc., o la cura de la infección o enfermedad (es decir, un médico 35 
evaluaría al sujeto y determinaría que el sujeto ya no tiene la infección o enfermedad). Los síntomas o efectos adversos 
asociados con la infección por C. difficile incluyen deshidratación, diarrea, calambres, insuficiencia renal, perforación 
intestinal, megacolon tóxico, que puede provocar la ruptura del colon y la muerte. Las composiciones proporcionadas 
pueden usarse para reducir, disminuir, mejorar o eliminar cualquiera o todos los síntomas o efectos adversos 
proporcionados en el presente documento. 40 
 
Como se usa en el presente documento, una "infección por C. difficile" se refiere a una infección que resulta de la 
presencia de C. difficile en la flora intestinal donde no estaba previamente presente o un cambio en la presencia de C. 
difficile en la flora intestinal (por ejemplo, un aumento en la cantidad total de C. difficile en relación con una o más 
bacterias, etc.), lo que da lugar o puede dar lugar a efectos adversos y/o un aumento en el nivel de toxinas A y/o B en 45 
el intestino u otros órganos y tejidos que comprenden el tracto gastrointestinal. Típicamente, CDAD resulta de la 
adquisición y proliferación de C. difficile en el intestino. In vivo, las toxinas A y B demuestran diferentes perfiles 
patológicos con sinergia potencial para causar la enfermedad. En conejos y ratones, por ejemplo, la toxina A es una 
enterotoxina que induce diarrea, mientras que la toxina B no provoca una respuesta fluida en esta especie. Sin 
embargo, la toxina B es citotóxica en forma más potente in vitro. Se han reportado cada vez más cepas negativas para 50 
la toxina A, y positivas para la toxina B (A- B+) de C. difficile. Las cepas A-/B+ no producen la toxina A debido a la 
eliminación del dominio repetitivo del gen tcdA, pero aún son capaces de causar enfermedad clínica. Por el contrario, 
hasta la fecha no hay informes de cepas positivas para toxina A, negativas para toxina B (A+/B-) en humanos. 
 
La infección por C. difficile se manifiesta comúnmente como diarrea leve a moderada, ocasionalmente con calambres 55 
abdominales. En ocasiones se observan pseudomembranas, que son placas adherentes de color blanco amarillento 
en la mucosa intestinal. En casos raros, los pacientes con infección por C. difficile pueden presentar un abdomen 
agudo y una colitis fulminante potencialmente mortal, que resulta de una interrupción de la flora bacteriana normal del 
colon, la colonización con C. difficile y la liberación de toxinas que causan inflamación y daño de la mucosa. La terapia 
con antibióticos es el factor clave que altera la flora del colon. Mientras que la flora intestinal normal resiste la 60 
colonización y el crecimiento excesivo de C. difficile, el uso de antibióticos, que suprime la flora normal, permite que 
proliferen las bacterias C. difficile. C. difficile está presente en el 2-3% de los adultos sanos y en el 70% de los bebés 
sanos. En uno de sus aspectos, los mAb de la presente invención se utilizan para el tratamiento de sujetos que son 
asintomáticos, pero que son susceptibles o están en riesgo de contraer la infección por C. difficile y ser afectados por 
sus enfermedades asociadas. Dichos sujetos pueden ser hospitalizados o pueden estar fuera de un entorno 65 
hospitalario. 
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El principal factor de riesgo para la enfermedad relacionada con C. difficile es la exposición previa a antibióticos. Los 
antibióticos más comunes implicados en la colitis por C. difficile incluyen cefalosporinas (especialmente de segunda y 
tercera generación), ampicilina/amoxicilina y clindamicina. Los antibióticos menos comúnmente implicados son los 
macrólidos (es decir, eritromicina, claritromicina, azitromicina) y otras penicilinas. Los compuestos u otros agentes que 5 
ocasionalmente se informa que causan la enfermedad incluyen aminoglicósidos, fluoroquinolonas, trimetoprim-
sulfametoxazol, metronidazol, cloranfenicol, tetraciclina, imipenem y meropenem. Incluso una breve exposición a 
cualquier antibiótico puede causar colitis por C. difficile, particularmente si la flora intestinal normal se ve afectada 
negativamente o muere. Un curso prolongado de antibióticos, o el uso de dos o más antibióticos, aumenta el riesgo 
de enfermedad. Se ha demostrado que los antibióticos utilizados tradicionalmente para tratar la colitis por C. difficile 10 
causan enfermedades. Otros factores de riesgo asociados con la infección por C. difficile incluyen edad avanzada (> 
65 años); sistema inmunitario debilitado; hospitalización reciente (particularmente compartir una habitación de hospital 
con un paciente infectado, estadías en unidades de cuidados intensivos y estadías prolongadas en el hospital); vivir 
en un hogar de ancianos, hospicio u otro centro de atención a largo plazo; cirugía abdominal; enfermedad de colon 
crónica (por ejemplo, enfermedad inflamatoria del intestino (IBD) o cáncer colorrectal); tomar antiácidos recetados o 15 
de venta libre que pueden reducir el ácido del estómago y permitir que C. difficile pase más fácilmente al intestino; y 
una infección previa por C. difficile. Otros factores asociados con la enfermedad de C. difficile incluyen agentes 
antineoplásicos, principalmente metotrexato, síndrome hemolítico-urémico, neoplasias, isquemia intestinal, 
insuficiencia renal, enterocolitis necrotizante, enfermedad de Hirschsprung, IBD y procedimientos gastrointestinales 
no quirúrgicos, incluidos los tubos nasogástricos. Los sujetos a los que se pueden administrar las composiciones 20 
proporcionadas en el presente documento incluyen cualquiera de los sujetos descritos que están en riesgo de infección 
por C. difficile. 
 
Mientras que la mayoría de los pacientes con colitis por C. difficile se recuperan sin terapia específica, los síntomas 
pueden ser prolongados y debilitantes. La diarrea asociada a C. difficile puede ser una afección grave con una tasa 25 
de mortalidad de hasta el 25% en pacientes ancianos que son frágiles. Los informes que se centran en pacientes con 
enfermedades más graves indican tasas de mortalidad del 10-30%. La infección por C. difficile es más común en 
personas de edad avanzada, y la vejez puede promover la susceptibilidad a la colonización y la enfermedad. Mientras 
que los bebés y los niños pequeños con frecuencia albergan C. difficile y sus toxinas, la infección clínica es poco 
común. La infección cruzada por C. difficile es común en las unidades neonatales, pero los recién nacidos no parecen 30 
desarrollar diarrea asociada a C. difficile. 
 
En el presente documento se proporcionan varios métodos que usan los anticuerpos humanizados de la invención y/o 
las composiciones proporcionadas en el presente documento. Por ejemplo, un método para tratar a un sujeto que tiene 
infección o enfermedad por C. difficile, exhibe cualquiera de los síntomas o los efectos adversos proporcionados en el 35 
presente documento, o tiene alguna de las enfermedades provistas en el presente documento. En una realización, el 
método reduce, disminuye o mejora la gravedad de la enfermedad asociada con la infección por C. difficile o la 
enfermedad asociada con C. difficile en un sujeto. Como otro ejemplo, se proporciona un método para tratar a un 
sujeto que padece diarrea asociada a C. difficile. 
 40 
También se proporciona un método para neutralizar la toxina A y/o la toxina B de C. difficile en un sujeto. Como 
ejemplo, se proporciona un método para neutralizar la toxina A y la toxina B sistémica combinada de C. difficile. En 
una realización, la toxina A y la toxina B sistémica combinada de C. difficile se neutralizan administrando tanto un 
anticuerpo anti-toxina A humanizado o un fragmento de unión a antígeno del mismo como un anticuerpo anti-toxina B 
humanizado o un fragmento de unión a antígeno del mismo, o una composición que comprende estos anticuerpos. En 45 
otro aspecto, la toxina A y la toxina B sistémicas combinadas de C. difficile se neutralizan mediante la administración 
de un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo que se une específicamente a la toxina A y la toxina B, 
o una composición que comprende el anticuerpo (por ejemplo, en forma humanizada). En algunas realizaciones, los 
anticuerpos o composiciones humanizados se administran junto con otro agente terapéutico que se dirige a C. difficile. 
 50 
Como otra realización, también se proporciona un método para restaurar la flora gastrointestinal normal en un sujeto 
infectado con C. difficile, para tratar eficazmente la infección causada por C. difficile y/o sus toxinas. Como otra 
realización más, también se proporciona un método para reducir la susceptibilidad de un sujeto a infección por C. 
difficile o enfermedad asociada a C. difficile. Como otra realización, se proporciona un método para prevenir la infección 
por C. difficile o la enfermedad asociada a C. difficile en un sujeto. 55 
 
En los métodos mencionados anteriormente, al sujeto se le administra uno o más de los anticuerpos o las 
composiciones proporcionadas en el presente documento (por ejemplo, una composición que comprende un 
anticuerpo monoclonal o un fragmento de unión a antígeno del mismo dirigido contra la toxina A de C. difficile y una 
composición que comprende un anticuerpo monoclonal o fragmento de unión a antígeno dirigido contra la toxina B de 60 
C. difficile). Las composiciones pueden administrarse al sujeto al mismo tiempo o en momentos diferentes. Las 
composiciones pueden administrarse al sujeto como una mezcla en una composición que comprende un portador, 
vehículo o excipiente farmacéuticamente aceptable, y opcionalmente otro antibiótico, no antibiótico, fármaco o agente 
terapéutico eficaz contra C. difficile y/o sus enterotoxinas. 
 65 
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Un anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina A o fragmento de unión a antígeno del mismo y/o un anticuerpo 
monoclonal anti-toxina B humanizado o fragmento de unión a antígeno del mismo, o una composición 
farmacéuticamente aceptable que comprende los anticuerpos humanizados o fragmentos de unión a antígeno del 
mismo, por separado o juntos, se pueden usar en cualquiera de los métodos descritos de acuerdo con la invención. 
 5 
Como se usa en el presente documento, "portador farmacéuticamente aceptable" o "portador fisiológicamente 
aceptable" incluye todas y cada una de las sales, disolventes, medios de dispersión, recubrimientos, agentes 
antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos y de retardo de absorción, y similares que son fisiológicamente 
compatibles. Preferiblemente, el portador es adecuado para administración oral, intravenosa, intraperitoneal, 
intramuscular, subcutánea, parenteral, espinal o epidérmica (por ejemplo, por inyección o infusión). Dependiendo de 10 
la ruta de administración, el compuesto activo, es decir, el anticuerpo, puede recubrirse con un material para proteger 
el compuesto de la acción de los ácidos y otras condiciones naturales que pueden inactivar el compuesto. 
 
Cuando se administran, las preparaciones farmacéuticas de la invención se aplican en cantidades farmacéuticamente 
aceptables y en composiciones farmacéuticamente aceptables. El término "farmacéuticamente aceptable" significa un 15 
material no tóxico, fisiológicamente aceptable que no interfiere con la efectividad de la actividad biológica de los 
ingredientes activos. Dichas preparaciones pueden contener habitualmente sales, agentes tamponantes, 
conservantes, vehículos compatibles y, opcionalmente, otros agentes terapéuticos, tales como agentes potenciadores 
inmunes suplementarios, que incluyen adyuvantes, quimioquinas y citoquinas. Cuando se usa en medicina, las sales 
deben ser farmacéuticamente aceptables, pero las sales no farmacéuticamente aceptables pueden usarse 20 
convenientemente para preparar sales farmacéuticamente aceptables de las mismas y no están excluidas del alcance 
de la invención. 
 
Una sal retiene la actividad biológica deseada del compuesto original y no imparte ningún efecto toxicológico no 
deseado (véase, por ejemplo, Berge, S.M., et al., (1977) J. Pharm. Sci. 66: 1-19). Los ejemplos de tales sales incluyen 25 
sales de adición de ácido y sales de adición de base. Las sales de adición de ácido incluyen aquellas derivadas de 
ácidos inorgánicos no tóxicos, tales como clorhídrico, nítrico, fosfórico, sulfúrico, bromhídrico, yodhídrico, fosforoso y 
similares, así como de ácidos orgánicos no tóxicos tales como ácidos mono y dicarboxílicos alifáticos, ácidos 
alcanoicos sustituidos con fenilo, ácidos hidroxialcanoicos, ácidos aromáticos, ácidos sulfónicos alifáticos y aromáticos 
y similares. Las sales de adición de bases incluyen las derivadas de metales alcalinotérreos, tales como sodio, potasio, 30 
magnesio, calcio y similares, así como de aminas orgánicas no tóxicas, tales como N,N'-dibenciletilendiamina, N-
metilglucamina, cloroprocaína, colina, dietanolamina, etilendiamina, acetato de etilendiamina (EDTA), con o sin un 
contraión, tal como sodio o calcio, procaína y similares. 
 
Cualquiera de las composiciones de la invención puede combinarse, si se desea, con un vehículo farmacéuticamente 35 
aceptable. El término "vehículo farmacéuticamente aceptable" como se usa en el presente documento significa uno o 
más rellenos, diluyentes o sustancias encapsulantes sólidos o líquidos compatibles que son adecuados para la 
administración en un ser humano. El término "vehículo" denota un ingrediente orgánico o inorgánico, natural o sintético, 
con el que se combina el ingrediente activo para facilitar la aplicación. Los componentes de las composiciones 
farmacéuticas también pueden mezclarse con las moléculas de las composiciones proporcionadas, y entre sí, de tal 40 
manera que no haya interacción que perjudique sustancialmente la eficacia farmacéutica deseada. 
 
Las composiciones farmacéuticas pueden contener agentes tamponantes adecuados, que incluyen: ácido acético en 
una sal; ácido cítrico en una sal; ácido bórico en una sal; y ácido fosfórico en una sal. 
 45 
Las composiciones farmacéuticas también pueden contener, opcionalmente, conservantes adecuados, tales como: 
cloruro de benzalconio; clorobutanol; y parabenos. 
 
Las composiciones farmacéuticas pueden presentarse convenientemente en forma de dosificación unitaria y pueden 
prepararse por cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Todos los métodos incluyen la 50 
etapa de asociar el agente activo con un vehículo que constituye uno o más ingredientes accesorios. En general, las 
composiciones se preparan asociando de manera uniforme e íntima el compuesto activo con un vehículo líquido, un 
vehículo sólido finamente dividido, o ambos, y luego, si es necesario, dando forma al producto. 
 
Los anticuerpos anti-toxina A y anti-toxina B de la invención, o porciones de los mismos, pueden proporcionarse de 55 
acuerdo con regímenes de dosificación que pueden ajustarse para proporcionar la respuesta óptima deseada, tal como 
una respuesta terapéutica o profiláctica, en un individuo particular. Ilustrativamente, se puede administrar un único 
bolo, se pueden administrar varias dosis divididas con el tiempo, o la dosis se puede reducir o aumentar 
proporcionalmente, como puede estar indicado por una situación terapéutica particular. Las composiciones 
parenterales pueden envasarse o prepararse en forma de dosificación unitaria para facilitar la administración y la 60 
uniformidad de la dosificación. La forma de dosificación unitaria se refiere a unidades físicamente discretas 
proporcionadas como dosificaciones unitarias para los sujetos a tratar, en donde cada unidad contiene una cantidad 
predeterminada de compuesto activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociación con el 
portador, vehículo, excipiente o diluyente farmacéutico requerido. La especificación para las formas de dosificación 
unitarias de la invención está dictada por y depende directamente de (a) las características únicas del compuesto 65 
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activo y el efecto terapéutico particular que se va a lograr, y (b) las limitaciones inherentes en la técnica de combinar 
tal compuesto activo para el tratamiento de la sensibilidad en individuos. 
 
Las composiciones adecuadas para administración parenteral comprenden convenientemente una preparación 
acuosa o no acuosa estéril, que es preferiblemente isotónica con la sangre del receptor. Esta preparación puede 5 
formularse de acuerdo con métodos conocidos usando agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspensión 
adecuados. La preparación inyectable estéril también puede ser una solución o suspensión inyectable estéril en un 
diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no tóxico, por ejemplo, como una solución en 1,3-butanodiol. Entre 
los vehículos y solventes aceptables que pueden emplearse están el agua, la solución de Ringer y la solución isotónica 
de cloruro de sodio. Además, los aceites fijos estériles se emplean convencionalmente como solvente o medio de 10 
suspensión. Para este propósito, se puede emplear cualquier aceite fijo suave, incluyendo mono o diglicéridos 
sintéticos. Además, los ácidos grasos como el ácido oleico pueden usarse en la preparación de inyectables. Las 
formulaciones de portador adecuadas para administración oral, subcutánea, intraperitoneal, intravenosa, 
intramuscular, etc. se pueden encontrar en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA. 
 15 
Los componentes activos pueden prepararse con vehículos que protegerán los componentes contra la liberación 
rápida, tales como una formulación de liberación controlada, que incluye implantes y sistemas de administración 
microencapsulados. Se pueden usar polímeros biodegradables y biocompatibles, tales como acetato de etileno y vinilo, 
polianhídridos, ácido poliglicólico, colágeno, poliortoésteres y ácido poliláctico. Muchos métodos para la preparación 
de tales formulaciones están patentados o son generalmente conocidos por los expertos en la materia. Véase, por 20 
ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva 
York, 1978. 
 
El anticuerpo y las composiciones de la invención como agentes terapéuticos pueden administrarse por cualquier vía 
convencional, incluyendo inyección o por infusión gradual a lo largo del tiempo. La ruta de administración puede, como 25 
ejemplos no limitantes, ser oral, intravenosa, subcutánea, intraperitoneal, intramuscular, intratecal, intracavitaria, 
retroorbital, vaginal, rectal, por inhalación, aspiración, dérmica, vía supositorio o transdérmica. 
 
Los anticuerpos y las composiciones de la invención se administran en cantidades o dosis efectivas. Una "cantidad 
efectiva" es la cantidad de un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo o composición o composiciones 30 
como se proporciona en el presente documento que solo, o junto con dosis adicionales, u otro agente o agentes 
terapéuticos, producen la respuesta deseada, por ejemplo, trata, mejora, erradica, resuelve o previene la infección por 
C. difficile, diarrea o una enfermedad asociada a C. difficile en un sujeto. Esto puede implicar solo retrasar la progresión 
de la infección, diarrea o enfermedad durante un período sostenido, por ejemplo, más de una semana, dos semanas, 
tres semanas, un mes, dos meses, tres meses o más de tres meses. Sin embargo, tales cantidades efectivas tratan o 35 
detienen de manera óptima la progresión de la infección, diarrea o enfermedad de forma permanente. Esto puede ser 
monitoreado por métodos rutinarios. La respuesta deseada al tratamiento de la enfermedad o afección también puede 
retrasar el inicio o incluso prevenir el inicio de la infección o enfermedad. 
 
Las cantidades efectivas dependerán, por supuesto, de la infección o enfermedad particular que se esté tratando, la 40 
gravedad de la infección o enfermedad, los parámetros individuales del paciente que incluyen edad, estado físico, 
tamaño y peso, la duración del tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si la hay), la ruta específica de 
administración y factores similares dentro del conocimiento y la experiencia del profesional de la salud. Estos factores 
son bien conocidos por los expertos en la materia y pueden abordarse con nada más que pruebas de rutina o 
experimentación. Generalmente se prefiere que se use una dosis máxima de los componentes individuales o 45 
combinaciones de los mismos, es decir, la dosis más alta segura de acuerdo con un criterio médico sólido. Sin 
embargo, los expertos en la materia entenderán que un paciente puede insistir en una dosis más baja o una dosis 
tolerable por razones médicas, psicológicas o prácticamente por cualquier otra razón. 
 
Las composiciones farmacéuticas usadas en los métodos anteriores son preferiblemente estériles y contienen una 50 
cantidad eficaz de uno o más anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno proporcionados en el presente documento 
para producir la respuesta deseada en una unidad de peso o volumen adecuada para la administración a un paciente. 
La respuesta puede, por ejemplo, medirse determinando los efectos fisiológicos de la composición, tal como la 
disminución de los síntomas de la enfermedad. Los expertos en la técnica conocerán otros ensayos y pueden 
emplearse para medir el nivel de la respuesta. 55 
 
Las dosis o cantidades de las composiciones administradas a un sujeto pueden elegirse de acuerdo con diferentes 
parámetros, en particular de acuerdo con el modo de administración utilizado y el estado del sujeto. Otros factores 
incluyen el período deseado de tratamiento. En el caso de que una respuesta en un sujeto sea insuficiente a las dosis 
iniciales aplicadas, se pueden emplear dosis más altas (o efectivamente dosis más altas por una ruta de administración 60 
diferente y más localizada) en la medida en que la tolerancia del paciente lo permita. 
 
En general, las dosis o cantidades pueden variar de aproximadamente 1 µg/kg a aproximadamente 100.000 µg/kg. 
Los ejemplos no limitantes de intervalos de dosis que constituyen una cantidad terapéutica o profilácticamente efectiva 
de un anticuerpo, porción de anticuerpo o composición de la invención incluyen 0,1 mg/kg-100 mg/kg; 0,1 mg/kg-60 65 
mg/kg; de 0,5 mg/kg-75 mg/kg; 0,5 mg/kg-25 mg/kg; 0,75 mg/kg-40 mg/kg; 1 mg/kg-50 mg/kg; o 1 mg/kg-5 mg/kg. Se 
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apreciará que para cualquier individuo, paciente o sujeto en particular, las dosis específicas y los regímenes de 
dosificación deben ajustarse con el tiempo de acuerdo con las necesidades individuales y el juicio del profesional 
calificado que administra o supervisa la administración de los anticuerpos y/o composiciones. Dichos intervalos de 
dosis son solo ejemplos y no pretenden limitar el alcance o la práctica de la invención. Según la composición, la dosis 
puede administrarse de forma continua, tal como mediante una bomba continua, o a intervalos periódicos. Los 5 
intervalos de tiempo deseados de múltiples dosis de una composición particular se pueden determinar sin una 
experimentación excesiva por parte de un experto en la materia. Los expertos en la técnica conocerán otros protocolos 
para la administración de las composiciones, en los que la cantidad de dosis, el programa de administración, los sitios 
de administración, el modo de administración y similares varían de lo anterior. 
 10 
La administración de las composiciones a mamíferos que no sean humanos, por ejemplo, con fines de prueba o con 
fines terapéuticos veterinarios, se lleva a cabo sustancialmente en las mismas condiciones descritas anteriormente. 
 
También se proporcionan en el presente documento kits que comprenden anticuerpos de la invención o composiciones 
que comprenden anticuerpos de la invención, e instrucciones de uso. Los kits pueden contener además al menos un 15 
reactivo adicional, tal como un agente terapéutico adicional, o uno o más anticuerpos adicionales o fragmentos de 
unión a antígeno como se proporciona en el presente documento (por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de unión a 
antígeno del mismo a la toxina A cuando el primer anticuerpo o un fragmento de unión a antígeno del mismo en el kit 
es un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo contra la toxina B, y viceversa). 
 20 
Los componentes de los kits pueden envasarse en medio acuoso o en forma liofilizada. Cuando los anticuerpos o 
fragmentos de unión a antígeno de los mismos se usan en los kits en forma de conjugados (por ejemplo, un conjugado 
de anticuerpos biespecíficos), los componentes de dichos conjugados pueden suministrarse en forma totalmente 
conjugada, en forma de compuestos intermedios o como fracciones separadas para ser conjugados por el usuario o 
el kit de acuerdo con las instrucciones de uso proporcionadas. 25 
 
Un kit puede comprender un portador que está compartimentado para recibir en confinamiento cercano uno o más 
medios de contenedor, o una serie de medios de contenedor, tales como tubos de ensayo, viales, matraces, botellas, 
jeringas o similares. Un primer medio contenedor o serie de medios contenedores puede contener uno o más 
anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos. Un segundo medio contenedor o serie de medios 30 
contenedores puede contener uno o más anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos, en donde los 
anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos son diferentes de aquellos en el primer medio contenedor, 
o algún otro agente terapéutico adicional. Los kits proporcionados en el presente documento pueden incluir además 
un tercer contenedor que contiene una molécula para unir los anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno contenidos 
en el primer y segundo contenedor. 35 
 
Como se usa en este documento con respecto a polipéptidos, proteínas o fragmentos de los mismos, "aislado" significa 
separado de su entorno nativo y presente en cantidad suficiente para permitir su identificación o uso. Aislado, cuando 
se refiere a una proteína o polipéptido, significa, por ejemplo: (i) producido selectivamente por clonación de expresión 
o (ii) purificado tal como mediante cromatografía o electroforesis. Las proteínas o polipéptidos aislados pueden ser, 40 
pero no necesariamente, sustancialmente puros. El término "sustancialmente puro" significa que las proteínas o 
polipéptidos están esencialmente libres de otras sustancias con las que se pueden encontrar en la naturaleza, o de 
sistemas in vivo en un grado práctico y apropiado para su uso previsto. Los polipéptidos sustancialmente puros se 
pueden producir mediante técnicas bien conocidas en la materia. Debido a que una proteína aislada puede mezclarse 
con un vehículo farmacéuticamente aceptable en una preparación farmacéutica, la proteína puede comprender solo 45 
un pequeño porcentaje en peso de la preparación. No obstante, la proteína está aislada porque se ha separado de las 
sustancias con las que puede estar asociada de forma natural en los sistemas vivos, es decir, aislada de otras 
proteínas de origen natural. 
 
También se proporcionan métodos para evaluar la eficacia de un agente candidato para el tratamiento de infección 50 
por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile. Dichos métodos pueden comprender las etapas de tratar a un 
sujeto con un agente que aumenta el riesgo de infección por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile en el 
sujeto, inocular al sujeto con C. difficile, tratar al sujeto con el agente candidato, y evaluar la eficacia del tratamiento 
con el agente candidato. Como se usa en el presente documento, un "agente que aumenta el riesgo de infección por 
C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile" es cualquier agente que se cree que promueve la aparición o progresión 55 
de la infección por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile. Tal agente puede ser un agente antibiótico o no 
antibiótico. Por ejemplo, el agente puede ser cualquiera de los antibióticos descritos en el presente documento. 
Ilustrativamente, dicho antibiótico puede ser clindamicina, metronidazol, vancomicina, fidaxomicina, nitazoxanida, 
rifaximina, ramoplanina o una combinación de los mismos. 
 60 
En estos métodos, el agente candidato puede administrarse al sujeto antes o después de la inoculación con C. difficile. 
El agente candidato puede ser cualquier agente que se cree que tiene el potencial para tratar o prevenir la infección 
por C. difficile o la enfermedad asociada a C. difficile. Los agentes candidatos, que pueden ser un antibiótico o no 
antibiótico, incluyen anticuerpos o fragmentos de unión a antígeno de los mismos que se unen específicamente a la 
toxina A y/o la toxina B de C. difficile. Estos métodos incluyen cualquiera de los métodos in vitro e in vivo descritos en 65 
los ejemplos a continuación. 
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El objetivo final del tratamiento de CDAD es descontinuar todos los antibióticos y permitir la restauración de la 
microflora intestinal normal. De acuerdo con la invención, los mAb anti-toxina A y B descritos en el presente documento 
pueden proporcionar terapias no antibióticas diseñadas para bloquear los efectos patogénicos de las toxinas de C. 
difficile, permitir la interrupción de los antibióticos y, por lo tanto, proporcionar tiempo para que el colon sane y la 5 
microflora intestinal normal se restablezca. Los antibióticos monoclonales de la invención han demostrado una 
protección completa y duradera (> 37 días) en un modelo estricto de hámster de CDAD. Basado en sus características 
y propiedades excepcionales, los mAb anti-toxina A y toxina B  de C. difficile de la invención proporcionan nuevas 
opciones de tratamiento y medicamentos para pacientes mal atendidos por las terapias existentes, incluidos aquellos 
individuos afectados por los casos más graves de enfermedad. 10 
 
La presente invención abarca además una vacuna o inmunógeno que comprende porciones, fragmentos o péptidos 
de toxina A y/o toxina B de C. difficile que contiene las regiones epitópicas reconocidas y/o unidas por uno o más de 
los anticuerpos monoclonales PA-39 (Número de acceso de la ATCC PTA-9692), una forma humanizada de PA-39, 
anticuerpo monoclonal PA-50 (Número de acceso de la ATCC PTA-9694), una forma humanizada de PA-50, 15 
anticuerpo monoclonal PA-41 (Número de acceso de la ATCC PTA-9693), una forma humanizada de PA-41, un 
anticuerpo que compite por la unión de la toxina A con el anticuerpo monoclonal PA-39 o una forma humanizada del 
mismo, un anticuerpo que compite por la unión de la toxina A con el anticuerpo monoclonal PA-50 o una forma 
humanizada del mismo, o un anticuerpo que compite por la unión de la toxina B con el anticuerpo monoclonal PA-41 
o una forma humanizada del mismo. En una realización, la vacuna o inmunógeno comprende porciones, fragmentos 20 
o péptidos de la toxina A y la toxina B de C. difficile que contienen las regiones epitópicas reconocidas y/o unidas por 
uno o más de los anticuerpos monoclonales PA-39 (Número de acceso de la ATCC PTA -9692), una forma humanizada 
de PA-39, o un anticuerpo que compite por la unión de la toxina A y la toxina B con el anticuerpo monoclonal PA-39 o 
una forma humanizada de la misma. En una realización, las porciones, fragmentos o péptidos que contienen epítopos 
de la toxina A y/o la toxina B de la vacuna o inmunógeno se derivan de la proteína de la toxina A o de la toxina B 25 
mediante escisión proteolítica. En una realización, los fragmentos, porciones o péptidos de la toxina A de la vacuna o 
inmunógeno se producen por escisión proteolítica por enteroquinasa. En una realización, los fragmentos, porciones o 
péptidos de toxina B de la vacuna o inmunógeno se producen mediante escisión proteolítica por caspasa (caspasa 1). 
En una realización, las porciones o fragmentos de la vacuna o inmunógeno que contienen epítopos son péptidos 
sintetizados química o de forma recombinante de la proteína de la toxina A o de la toxina B. En una realización, los 30 
fragmentos, porciones o péptidos de la vacuna o inmunógeno que contienen una o más regiones epitópicas de toxina 
A y/o toxina B que son reconocidas y unidas por el anticuerpo se derivan de uno o más del terminal amino de la toxina 
A; el terminal amino de la toxina B; el terminal carboxilo de la toxina A; el terminal carboxilo de la toxina B; el dominio 
de unión al receptor de la toxina A; una región fuera del dominio de unión al receptor de la toxina A; la región enzimática 
del terminal N de la toxina B; el dominio glucosiltransferasa de la toxina A; el dominio glucosiltransferasa de la toxina 35 
B; el dominio proteolítico de la toxina A; el dominio proteolítico de la toxina B; el dominio hidrofóbico, formador de poros 
de la toxina A; o el dominio hidrofóbico, formador de poros de la toxina B. 
 
En algunas realizaciones, los fragmentos que contienen una o más regiones epitópicas reconocidas y unidas por los 
anticuerpos se derivan del extremo terminal amino de la toxina A o la toxina B. En algunas realizaciones, los 40 
fragmentos que contienen una o más regiones epitópicas reconocidas y unidas por los anticuerpos se derivan del 
terminal carboxilo de la toxina A o la toxina B. En algunas realizaciones, los fragmentos que contienen una o más 
regiones epitópicas reconocidas y unidas por los anticuerpos se derivan del dominio glucosiltransferasa de la toxina A 
o la toxina B. En algunas realizaciones, los fragmentos que contienen una o más regiones epitópicas reconocidas y 
unidas por los anticuerpos se derivan del dominio proteolítico de la toxina A o la toxina B. En algunas realizaciones, 45 
los fragmentos que contienen una o más regiones epitópicas reconocidas y unidas por los anticuerpos se derivan de 
los compuestos hidrófobos, dominio formador de poros de la toxina A o la toxina B. En algunas realizaciones, los 
fragmentos que contienen una o más regiones epitópicas reconocidas y unidas por los anticuerpos se derivan del 
dominio de unión al receptor de la toxina A. En algunas realizaciones, los fragmentos que contienen una o más 
regiones epitópicas reconocidas y unidas por los anticuerpos se derivan del dominio de unión al receptor de la toxina 50 
B. En algunas realizaciones, los fragmentos que contienen una o más regiones epitópicas reconocidas y unidas por 
los anticuerpos se derivan de una región fuera del dominio de unión al receptor de la toxina A. En algunas 
realizaciones, los fragmentos que contienen una o más regiones epitópicas reconocidas y unidas por los anticuerpos 
se derivan de la región enzimática del terminal N de la toxina B. En una realización, los fragmentos o porciones de la 
toxina A y/o la toxina B que contienen epítopos tienen un tamaño < 300 kDa. En otras realizaciones, los fragmentos o 55 
porciones que contienen epítopos de la toxina A y/o la toxina B son ∼158-160 kDa, ∼100-105 kDa, por ejemplo, 103 
kDa, ∼90-95 kDa, por ejemplo, 91 kDa, y/o ∼63-68 kDa, por ejemplo, 63 kDa o 68 kDa de tamaño. En otras 
realizaciones, los fragmentos o porciones de toxina A que contienen epítopos son ∼158-160 kDa; ∼90-95 kDa, por 
ejemplo, 91 kDa, y/o ∼63-68 kDa, por ejemplo, 68 kDa de tamaño. En otras realizaciones, los fragmentos o porciones 
de toxina B que contienen epítopos son de ~ 100-105 kDa, por ejemplo, 103 kDa, y/o de ~ 63-68 kDa, por ejemplo, 63 60 
kDa de tamaño. 
 
Tales porciones, fragmentos o péptidos de las toxinas, cuando se administran en forma de una vacuna o inmunógeno 
a un sujeto infectado con C. difficile o afectado con una enfermedad asociada a C. difficile, pueden provocar una 
respuesta humoral en el sujeto, es decir, anticuerpos que tienen especificidades para la toxina A y/o la toxina B, lo que 65 
permite al sujeto generar una respuesta inmune contra las toxinas y neutralizar, bloquear, reducir, mejorar, curar o 
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tratar la enfermedad, infección asociada a C. difficile, o CDAD en el sujeto. En consecuencia, otra realización 
proporciona un método para neutralizar, bloquear, reducir, mejorar, curar o tratar la infección por C. difficile o una 
enfermedad asociada a C. difficile en un sujeto que lo necesite, que comprende administrar al sujeto una cantidad 
eficaz de la vacuna o inmunógeno descritos anteriormente. En una realización, el sujeto provoca una respuesta 
humoral a la toxina A y/o la toxina B de C. difficile, por lo tanto, neutralizando, bloqueando, reduciendo, mejorando, 5 
curando o tratando la enfermedad, infección asociada a C. difficile o CDAD en el sujeto. En otra realización, el sujeto 
provoca una respuesta inmune celular a la toxina A y/o la toxina B de C. difficile. En otra realización, el sujeto provoca 
una respuesta inmune humoral y celular a la toxina A y/o la toxina B de C. difficile. 
 
En otra realización, la invención abarca un método para neutralizar, inhibir o bloquear la actividad de la toxina A y/o la 10 
toxina B en o contra una célula susceptible a la infección por C. difficile, que comprende poner en contacto la célula 
con un anticuerpo o fragmento de unión antígeno del mismo, de acuerdo con la presente invención, en donde el 
anticuerpo, o fragmento de unión al antígeno del mismo, neutraliza, inhibe o bloquea la actividad de la toxina A y/o la 
toxina B en o contra la célula mediante un mecanismo competitivo o un mecanismo competitivo mixto de acción. En 
una realización, el anticuerpo es uno o más de un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo 15 
quimérico. En una realización, la célula está en un sujeto y el anticuerpo, o fragmento de unión a antígeno del mismo, 
se administra en una cantidad eficaz al sujeto. En una realización, la célula está dentro del tracto gastrointestinal, por 
ejemplo, una célula epitelial intestinal del sujeto. En una realización, la toxina es la toxina A. En una realización, la 
toxina es la toxina B. En una realización, la toxina es la toxina A y el mecanismo de acción del anticuerpo es un 
mecanismo de acción de inhibición competitiva. En una realización, la toxina es la toxina A y el anticuerpo, o fragmento 20 
de unión a antígeno de la misma, es PA-50 (número de acceso de la ATCC PTA-9694), una forma humanizada del 
mismo, o un anticuerpo, o fragmento del mismo, que compite con PA-50 para neutralizar la actividad de la toxina A. 
En una realización, la toxina es la toxina A y el mecanismo de acción del anticuerpo es un mecanismo de acción de 
inhibición competitiva mixta. En una realización, la toxina es la toxina A y el anticuerpo, o su fragmento de unión al 
antígeno, es PA-39 (número de acceso de la ATCC PTA-9692), una forma humanizada del mismo, o un anticuerpo, o 25 
fragmento del mismo, que compite con PA-39 para neutralizar la actividad de la toxina A. En una realización, la toxina 
es la toxina B y el mecanismo de acción del anticuerpo es un mecanismo de acción de inhibición competitiva mixta. 
En una realización, la toxina es la toxina B y el anticuerpo, o fragmento de unión a antígeno del mismo, es PA-41 
(número de acceso de la ATCC PTA-9693), una forma humanizada de la misma, o un anticuerpo, o fragmento de la 
misma, que compite con PA-41 para neutralizar la actividad de la toxina B. 30 
 
Como se usa en el presente documento, el término "inhibidor competitivo" de la toxina se refiere a un inhibidor de 
neutralización de la toxina, por ejemplo, un anticuerpo, agente o molécula pequeña o entidad química, que muestra 
un cambio de EC50 hacia la derecha en la curva de neutralización, sin un cambio en el porcentaje máximo de 
neutralización a medida que aumenta la concentración de toxina en el cultivo. Por lo tanto, un inhibidor competitivo es 35 
capaz típicamente de superar el efecto citotóxico de la toxina mediante la adición de más inhibidor. El término "inhibidor 
no competitivo" de una toxina se refiere a un inhibidor de neutralización de la toxina que muestra una disminución en 
el porcentaje máximo de neutralización sin un cambio en la concentración, produciendo una respuesta semi-máxima 
(EC50) a medida que aumenta la concentración de toxina en el cultivo. Por lo tanto, un inhibidor no competitivo es 
típicamente incapaz de superar por completo el efecto citotóxico de la toxina mediante la adición de más inhibidor. El 40 
término "inhibidor mixto competitivo" de la toxina se refiere a un inhibidor de neutralización de toxina que muestra 
cierto grado de inhibición competitiva y no competitiva a medida que aumenta la concentración de toxina en el cultivo. 
Por ejemplo, un inhibidor de toxina competitivo mixto puede unirse a la toxina y ejercer su efecto bloqueando la unión 
de la toxina a una célula, así como bloqueando otros efectos citotóxicos de la toxina; ejerciendo así un mecanismo de 
acción mixto competitivo. 45 
 
Ejemplos 
 
Ejemplo 1 
 50 
Generación de anticuerpos monoclonales neutralizantes contra la toxina A y/o la toxina B de C. difficile 
 
A. preparación de inmunógenos 
 
Los anticuerpos monoclonales neutralizantes dirigidos contra la toxina A y/o la toxina B de C. difficile se generaron 55 
inmunizando ratones con el toxoide de la toxina A de C. difficile (forma inactiva de la toxina) y con formas activas de 
la toxina A y/o la toxina B. Los mAb murinos (PA-38: mAb anti-toxina A, ATCC # PTA-9888; PA-39: mAb anti-toxina A 
y B, ATCC # PTA-9692; PA-41: mAb anti-toxina B ATCC # PTA -9693; y PA-50: mAb anti-toxina A, ATCC # PTA-9694) 
se generaron inmunizando animales con toxoide A seguido de inmunizaciones con la forma activa de la toxina A y/o 
la toxina B. El toxoide de la toxina A, la toxina A , la toxina B (List Biological Laboratories Inc., Campbell, CA) y la toxina 60 
A (TechLab Inc., Blacksburg, VA) se almacenaron a 4 °C hasta su uso. Las toxinas y el toxoide se derivaron de la 
cepa VPI 10463, una cepa de referencia comúnmente utilizada de C. difficile. Se añadió el adyuvante Quil A (Accurate 
Chemical, Westbury, NY) al volumen requerido de toxoide o toxina y se mezcló. La mezcla se preparó dentro de los 
60 minutos de las inmunizaciones y se almacenó en hielo hasta que estuvo lista para la inmunización. Para el refuerzo 
final antes de la fusión, la toxina requerida se diluyó en PBS y se almacenó en hielo hasta que se usó para la 65 
inmunización. 
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B. Inmunización y fusión 
 
Treinta ratones BALB/c hembra (Charles River Labs, Wilmington, MA) recibieron dos dosis inmunizantes (para PA-50) 
o tres dosis inmunizantes (para PA-38, PA-39 y PA-41) de toxoide de la toxina A (10 µg) por vía subcutánea a intervalos 5 
de tres semanas antes de recibir inmunizaciones de refuerzo con dosis crecientes de toxina A activa o toxina B activa, 
también a intervalos de tres semanas. Para PA-38, un ratón recibió una inmunización de refuerzo cada tres semanas 
para un total de tres refuerzos con toxina A (List Biological Laboratories Inc.), cada refuerzo aumentando la dosis de 
500 ng a 2 µg, y un refuerzo final de toxina A (8 µg) tres días antes de la esplenectomía. Para PA-39 y PA-41, dos 
ratones recibieron tres o cinco inmunizaciones de refuerzo, respectivamente, cada tres semanas con toxina B, cada 10 
refuerzo aumentando la dosis de 2 µg a 12,5 µ g, y un refuerzo final de toxina B (20 µg) tres días antes de la 
esplenectomía. Para PA-50, un ratón recibió una inmunización de refuerzo cada tres semanas para un total de cuatro 
refuerzos con toxina A (TechLab Inc.), cada refuerzo aumentando la dosis de 20 ng a 2,5 µg, y un refuerzo final de 
toxina A (10 µg) tres días antes de la esplenectomía. Las dosis de inmunización y refuerzo de toxoide y toxina, 
respectivamente, se administraron junto con adyuvante, por ejemplo, Quil A (10 µg). El refuerzo con la forma activa 15 
de la toxina A o la toxina B sirvió para identificar animales que pueden haber desarrollado anticuerpos protectores. 
Los sueros de los animales inmunizados se diluyeron en serie y se analizaron para neutralizar el efecto citotóxico de 
la toxina A en las células CHO-K1 como se describe a continuación. Los animales con el título más alto de anticuerpos 
neutralizantes fueron elegidos para fusiones y aumentados con toxina sin adyuvante. 
 20 
Después del refuerzo, los animales se sacrificaron, y los esplenocitos aislados se fusionaron con la línea celular Sp2/0, 
usando métodos estándar. Los hibridomas se suspendieron en medio de selección, RPMI-1640, FBS al 10%, BM 
Condimed-H1 al 10% (Roche Applied Science, Indianápolis, IN) y beta mercaptoetanol (para PA-38 y PA-39) o 
Hybridoma-SFM y FBS al 10% (para PA-41 y PA-50) que contenía hipoxantina 100 µM, 1 µg/mL de azaserina y timidina 
16 µM para presión selectiva. Los hibridomas se sembraron en placas de cultivo de tejido de fondo plano de 96 pozos 25 
(BD Biosciences, San Jose, CA). Las placas se incubaron a 37 °C durante 3 días, seguido de la adición de medio de 
crecimiento HT (el medio de selección sin azaserina). La incubación continuó durante 4-7 días adicionales antes de 
seleccionar los sobrenadantes de hibridoma para la actividad neutralizante. 
 
En la selección primaria para PA-38, se evaluaron 608 sobrenadantes de hibridoma por la capacidad para neutralizar 30 
el efecto citotóxico de la toxina A (List Laboratories) en células CHO-K1 (ATCC # CCL-61, Manassas, VA). En la 
selección primaria para PA-39 y PA-41, se evaluaron 2416 sobrenadantes de hibridoma por la capacidad para 
neutralizar el efecto citotóxico de la toxina B (List Laboratories) en células CHO-K1. En la selección primaria para PA-
50, se evaluaron 1440 sobrenadantes de hibridoma por la capacidad de neutralizar el efecto citotóxico de la toxina A 
(TechLab Inc.) en células T-84. Un segundo ensayo examinó la inhibición de la aglutinación mediada por toxinas de 35 
eritrocitos de conejo. A partir del procedimiento de selección, se aislaron cuatro mAb, que se designaron PA-38 
(antitoxina A), PA-39 (antitoxina A/B), PA-50 (antitoxina A) y PA-41 (antitoxina B) y que efectivamente inhibieron o 
neutralizaron las toxinas de C. difficile en los ensayos de selección. Las líneas celulares de hibridoma que produjeron 
estos mAb se clonaron dos veces limitando la dilución para generar líneas celulares clonales. Se determinó que los 
mAb PA-38, PA-39, PA-41 y PA-50 eran los isotipo IgG2a,K, IgG1,κ, IgG1,κ e IgGI,K, respectivamente, usando el kit 40 
de isotipado de anticuerpos monoclonales de ratón IsoStrip (Roche Applied Science, Indianapolis, IN). Las líneas 
celulares de hibridoma que producen mAb se designan con el mismo nombre que los mAb que ellas producen. 
 
C. Selección: neutralización del efecto citotóxico de la toxina A o B sobre las células. 
 45 
Los sobrenadantes de hibridoma se seleccionaron para determinar la capacidad de neutralizar el efecto citotóxico de 
la toxina A o la toxina B en las células. Se desarrolló un método de alto rendimiento para procesar miles de 
sobrenadantes de hibridoma al mismo tiempo. El ensayo de citoxicidad utilizó células CHO-K1 (para PA-38, PA-39 y 
PA-41) o células T-84 (para PA-50). Las células se agregaron a placas de ensayo (placas de 96 pozos, pared opaca 
blanca, fondo plano transparente; Perkin Elmer, Waltham, MA) usando el sistema robótico Biomek FX (Beckman 50 
Coulter, Brea, CA). Las placas de ensayo se incubaron durante 4 horas a 37 °C para permitir que las células se unieran 
a los pozos. Para el ensayo conT-84, la toxina A se diluyó hasta 240 ng/mL. Para el ensayo con CHO-K1, la toxina A 
se diluyó hasta 2 µg/mL o la toxina B se diluyó hasta 6 ng/mL. Se agregó toxina diluida a las placas de dilución de 
reactivo (placas de fondo redondo de 96 pozos; BD, Franklin Lakes, NJ) manualmente en una cabina de bioseguridad 
(BSC). Los sobrenadantes de hibridoma se recolectaron manualmente y se agregaron a los pozos de las placas de 55 
dilución de reactivo usando el sistema Biomek FX. La mezcla de sobrenadante y toxina se incubó a 37 °C durante 1 
hora y se añadió a las placas de ensayo que contenían las células usando el sistema Biomek FX. Después de incubar 
a 37 °C durante 72 horas, se añadieron 20 µL/pozo de CellTiter-Blue (Promega, Madison, WI) a cada pozo. Las placas 
se incubaron durante 4 horas adicionales y luego se leyeron en un lector de placas SpectraMax M5 (Molecular Devices, 
Sunnyvale, CA) usando una longitud de onda de excitación de 560 nm y una longitud de onda de emisión de 590 nm. 60 
La supervivencia celular se comparó en cultivos no tratados y tratados con toxinas. El porcentaje de supervivencia 
celular se graficó contra la concentración. 
 
D. Producción de mAb murinos de la invención. 
 65 
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Se usaron métodos de producción in vivo e in vitro para obtener mAb aislados y/o purificados de la invención. Para la 
producción in vivo de mAb murinos, se preparó un fluido ascítico inyectando la línea celular de hibridoma apropiada 
en la cavidad peritoneal de ratones BALB/c cebados con pristano. El mAb se purificó hasta >95% de homogeneidad 
por precipitación con sulfato de amonio seguido por cromatografía de proteína A. Los anticuerpos purificados se 
resuspendieron en solución salina tamponada con fosfato (PBS). 5 
 
Para la producción in vitro a pequeña escala (<100 mg), los mAb murinos se purificaron a partir de sobrenadantes de 
hibridoma que crecieron en cultivo. Los hibridomas se cultivaron en Hybridoma-SFM (Invitrogen) y FBS al 10%. Las 
líneas celulares se pasaron y expandieron en matraces T-150 tres veces por semana para asegurar que la 
concentración celular no excediera de 2 x 106 células/mL. Los sobrenadantes que contenían PA-39 (IgG1,κ), PA-41 10 
(IgG1,κ) y PA-50 (IgG1,κ) se clarificaron por centrifugación a 2000 rpm durante 10 minutos y se filtraron. El material 
clarificado se diluyó en una concentración final de tampón de procesamiento (glicina 60 mM/NaCl 3 M, pH 8,5) y se 
cargó en una columna de proteína A equilibrada con tampón de procesamiento. Después de lavar la columna, los mAb 
PA-39 o PA-41 se eluyeron con acetato de sodio 0,1 M, pH 5,5 y se neutralizaron a pH 7,0. Los sobrenadantes que 
contenían PA-38 (IgG2a,K) se clarificaron por centrifugación a 2000 rpm durante 10 minutos y se filtraron. El material 15 
clarificado se ajustó a una concentración final de tampón de fosfato de sodio 25 mM/NaCl 100 mM, pH 7,0 y se cargó 
en una columna de proteína A equilibrada con tampón de fosfato de sodio 50 mM/NaCl 0,5 M. La columna fue lavada; 
el mAb PA-38 se eluyó con acetato de sodio 0,1 M, pH 3,0, y el anticuerpo eluido se neutralizó a pH 7,0. 
 
Para la producción in vitro de grandes cantidades de mAb (>100 mg), los hibridomas se inocularon en un Biorreactor 20 
WAVE (GE Healthcare, Piscataway, NJ) con una densidad inicial de 2 x 105 células/mL de Hibridoma-SFM con FBS 
al 5% ultrabajo en IgG. El recuento celular y la viabilidad se monitorizaron diariamente. Alrededor de los días 6 o 7, 
cuando la producción de anticuerpos se había estabilizado, el cultivo se terminó. El cultivo se clarificó y luego se 
concentró 10-20 veces por filtración de flujo tangencial. El anticuerpo se cargó en una columna de proteína A 
equilibrada con glicina 60 mM, NaCl 3 M a pH 8,5. La columna se lavó con el mismo tampón y el anticuerpo se eluyó 25 
con acetato 50 mM, pH 3,5. El anticuerpo agrupado se neutralizó a pH 7,4 con Tris 1 M, se concentró a 10 mg/mL y 
se diafiltró en PBS. Los mAb purificados se filtraron en forma estéril y almacenaron a -80 °C. 
 
Ejemplo 2 
 30 
Especificidad y afinidad de los mAb anti-toxina A y/o toxina B de C. difficile de la invención para la toxina A y/o la toxina 
B 
 
A. ELISA para determinar la especificidad de mAb para la toxina A y/o la toxina B 
 35 
Las placas de ELISA (BD Biosciences) se recubrieron con 50 ng/pozo de toxina A (List Laboratories) o 25 ng/pozo de 
toxina B (List Laboratories) durante la noche a 4 °C. Después de lavar las placas con PBS (PBS sin calcio o magnesio, 
Tween 20 al 0,05%), los pozos se bloquearon con 200 µL de tampón de bloqueo (PBS sin calcio o magnesio, Tween 
20 al 0,1%, leche descremada al 2,5%) durante una hora a 37 °C. Se repitió la etapa de lavado y se añadieron 
sobrenadantes de hibridoma o mAb purificado durante una hora a 37 °C. La placa se lavó y se incubó durante una 40 
hora a 37 °C con IgG-Fc anti-ratón de cabra, conjugado con peroxidasa de rábano picante (HRP) (Jackson 
Immunoresearch, West Grove, PA). La placa se desarrolló con el sistema de sustrato de peroxidasa ABTS (KPL, 
Gaithersburg, MD), con solución de parada de peroxidasa ABTS (KPL), y se leyó en un lector de placas SpectraMax 
(Molecular Devices) a 405 nm. 
 45 
Los datos de titulación se muestran en las Figuras 1A-C. La Figura 1A demuestra que PA-38 se une a la toxina A y no 
a la toxina B. La Figura 1B demuestra que PA-39 puede unirse tanto a la toxina A como a la toxina B. La Figura 1C 
demuestra que PA-41 se une a la toxina B y no a la toxina A. 
 
B. Reactividad de los mAb a las toxinas A y B en Biacore 50 
 
Se usó un instrumento Biacore 3000 (GE Healthcare) para determinar la especificidad de unión de los mAb de la 
invención a la toxina A y/o la toxina B. Los mAb se inmovilizaron a aproximadamente 10.000 unidades de resonancia 
(RU) en chips sensores CM5 (GE Healthcare) de acuerdo con las instrucciones del fabricante para el acoplamiento de 
aminas. Se utilizó como control una superficie de referencia de anticuerpo que coincide con el isotipo de especificidad 55 
irrelevante (Southern Biotech). Los experimentos de unión se realizaron a 25 °C en tampón HPS-EP con base en 
HEPES (GE Healthcare). La toxina A o la toxina B purificada (30 nM; List Biological Laboratories) se pasaron sobre 
las celdas de control y flujo de prueba a una velocidad de 5 µL/min. Cuando se indicó, se hizo pasar mAb adicional 
(100 nM) sobre la celda de flujo a 5 µL/min para examinar la unión multivalente o competitiva. 
 60 
Como se muestra en las Figuras 2A-D, mAb PA-38 (Figura 2A) y mAb PA-50 (Figura 2C) se unen específicamente a 
la toxina A; mAb PA-41 (Figura 2D) se une específicamente a la toxina B; y el mAb PA-39 (Figura 2B) se une 
preferencialmente a la toxina A, pero también se demostró la unión a la toxina B. Los resultados de estos datos son 
consistentes con los datos de ELISA (Figuras 1A-C) y demuestran las especificidades de unión de los mAb de la 
invención a la toxina A y/o la toxina B. 65 
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C. Afinidad de unión 
 
El análisis de Biacore también se usó para determinar la avidez de unión de los mAb de la invención a sus toxinas 
respectivas. El mAb se capturó utilizando un chip sensor CM5 preparado con el kit de captura de anticuerpos de ratón 
de Biacore. Luego se pasó la toxina a través de las celdas de flujo a concentraciones variables (0,4 - 100 nM, 5 
escalamiento doble). Todas las concentraciones de toxina se probaron por duplicado y la superficie del chip se 
regeneró después de cada proceso utilizando las condiciones especificadas en los kits. Los cambios en RU se 
registraron y analizaron utilizando el modelo de unión 1:1 mediante el software Bia Evaluation (Langmuir) que calculó 
la KD del mAb para la toxina. Los datos de asociación y disociación y el ajuste se ilustran en las Figuras 3A-E. 
 10 
El análisis de Biacore determinó que la KD de los mAb para la toxina A era 1,0 nM para PA-38, 0,16 nM para PA-39 y 
0,16 nM para PA-50. Se determinó que la KD de los mAb para la toxina B era 2,4 nM para PA-39 y 0,59 nM para PA-
41. Estos resultados demostraron que los mAb de la invención se unieron a la toxina A y/o la toxina B con afinidades 
nanomolares y subnanomolares. 
 15 
Ejemplo 3 
 
Ensayos de neutralización in vitro basados en células 
 
Los ensayos de citotoxicidad basados en células que emplean células CHO-K1 o células T-84 se usaron para evaluar 20 
las actividades de neutralización de los mAb anti-toxina A y anti-toxina B descritos. 
 
A. Neutralización del efecto citotóxico de la toxina A en las células CHO-K1 
 
Se sembraron células CHO-K1 (2.000 células en 50 µL/pozo) en placas de ensayo (palcas de 96 pozos, pared opaca 25 
blanca, de fondo plano transparentes (Perkin Elmer)). Se permitió que las células se unieran durante 4 horas antes 
del tratamiento. Se mezclaron volúmenes iguales (35 µL) de 2 µg/mL de toxina A (List Biological Laboratories) y mAb 
diluidos en serie en placas de dilución de reactivo (placas de fondo redondo de 96 pozos (Falcon)) durante 1 hora a 
37 °C, y luego se añadieron 50 µL de la mezcla a cada pozo de las placas. Después de incubar durante 72 horas, se 
añadieron 20 µL/pozo de CellTiter-Blue (Promega) a cada pozo. Las placas se incubaron durante 4 horas adicionales, 30 
luego se leyeron en un lector de placas SpectraMax M5 (Molecular Devices) utilizando una longitud de onda de 
excitación de 560 nm y una longitud de onda de emisión de 590 nm. La supervivencia celular se comparó en cultivos 
no tratados y tratados con toxinas. El porcentaje de supervivencia celular se graficó contra la concentración de mAb. 
Los datos de inhibición se ajustaron a la regresión no lineal, la curva dosis-respuesta sigmoidea utilizando el software 
GraphPad Prism, y se calculó la concentración de mAb requerida para la neutralización del 50% de la citotoxicidad 35 
(EC50). Como se muestra en la Figura 4, el mAb PA-39 neutralizó completamente la actividad de la toxina A en células 
CHO-K1 con una EC50 de 93 pM. 
 
B. Neutralización del efecto citotóxico de la toxina B en células CHO-K1 
 40 
Se usó un ensayo de citotoxicidad con CHO-K1 para evaluar la actividad de neutralización de mAb específicos 
antitoxina B. Similar a la evaluación de los mAb anti-toxina A, la toxina B (8 pg/mL, TechLab) se incubó durante 1 hora 
a 37 °C con mAb diluidos en serie antes de la adición a CHO-K1 (2.000 células/pozo) en una placa de 96 pozos. 
Después de 72 horas, se añadieron 20 µL/pozo de CellTiter-Blue (Promega) a cada pozo. Las placas se incubaron 
durante 4 horas adicionales y luego se leyeron en un lector de placas SpectraMax M5 (Molecular Devices) utilizando 45 
una longitud de onda de excitación de 560 nm y una longitud de onda de emisión de 590 nm. La viabilidad celular se 
determinó usando CellTiter-Blue; la supervivencia celular se comparó entre cultivos tratados y no tratados. Los datos 
de inhibición se ajustaron a la regresión no lineal, la curva dosis-respuesta sigmoidea utilizando el software GraphPad 
Prism, y se calculó la concentración de mAb requerida para la neutralización del 50% de la citotoxicidad (EC50). Como 
se muestra en la Figura 5, PA-41 demostró un alto grado de actividad (una EC50 de 9,2 pM) en la neutralización de la 50 
citotoxicidad de la toxina B en células CHO-K1. 
 
Aunque el mAb PA-39 demostró la unión a la toxina B con base en los análisis de ELISA y Biacore, este mAb no tenía 
actividad in vitro contra la toxina B en CHO-K1 y otros ensayos basados en células. Se han reportado anticuerpos que 
se unen tanto a la toxina A como a la toxina B pero que no tienen actividad funcional en la neutralización de la toxina 55 
A o la toxina B en ensayos in vitro basados en células (46, 92 y 93). La presente invención abarca un mAb novedoso 
que tiene la doble capacidad de unirse tanto a la toxina A como a la toxina B y también neutralizar la citotoxicidad de 
una toxina de C. difficile, es decir, la toxina A. 
 
C. Neutralización del efecto citotóxico de la toxina A en células T-84 60 
 
Se usó un ensayo de citotoxicidad con T-84 para evaluar la actividad de neutralización de los mAb anti-toxina A 
descritos. Se sembraron células T-84 (15.000 células en 50 µL/pozo) en placas de ensayo (placas de 96 pozos, pared 
opaca blanca, de fondo plano transparente (Perkin Elmer)). Se permitió que las células se unieran durante 4 horas 
antes del tratamiento. Se mezclaron volúmenes iguales (35 µL) de 240 ng/mL de toxina A (TechLab) y se mezclaron 65 
en serie mAb diluidos en placas de dilución de reactivo (placas de fondo redondo de 96 pozos (Falcon)) durante 1 hora 
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a 37 °C, y luego se añadieron 50 µL de la mezcla a cada pozo de las placas de ensayo. Después de incubar durante 
72 horas, se añadieron 20 µL/pozo de CellTiter-Blue (Promega) a cada pozo. Las placas se incubaron durante 4 horas 
adicionales, luego se leyeron en un lector de placas SpectraMax M5 (Molecular Devices) utilizando una longitud de 
onda de excitación de 560 nm y una longitud de onda de emisión de 590 nm. La supervivencia celular se comparó en 
cultivos no tratados y tratados con toxinas. Los datos de inhibición se ajustaron a la regresión no lineal, la curva dosis-5 
respuesta sigmoidea utilizando el software GraphPad Prism, y se calculó la concentración de mAb requerida para la 
neutralización del 50% de la citotoxicidad (EC50). Como se muestra en la Figura 6, los mAb PA-38 y PA-50 neutralizan 
completamente la actividad de la toxina A en las células T-84 con una EC50 de 175 pM y 146 pM, respectivamente. En 
el ensayo de células T-84, el mAb PA-39 demostró una actividad mínima contra la toxina A y PA-41 no estaba activo. 
 10 
D. Hemaglutinación de glóbulos rojos (RBC) de conejo 
 
La capacidad de los mAb de la invención para bloquear la unión de la toxina A a los receptores celulares se evaluó 
usando un ensayo de hemaglutinación. Para este ensayo, se mezclaron volúmenes iguales (30 µL/pozo) de toxina A 
(8 µg/mL; TechLab) y mAb diluidos en serie en placas de dilución de reactivo (placas de fondo redondo de 96 pozos 15 
(Falcon)) durante 1 hora a 4 °C. Los glóbulos rojos (RBC) de conejo, (Colorado Serum Co., Denver, CO) se lavaron 
con PBS tres veces y se resuspendieron en PBS. Se añadieron 60 µL de una suspensión de RBC al 1% a los pozos 
de las placas de 96 pozos que contenían la mezcla de toxina A-mAb, y las placas se incubaron a 4 °C durante 4 horas. 
La toxina libre A causa la hemaglutinación de RBC. Por consiguiente, se espera que la adición de mAb anti-toxina A 
que se une a la toxina A evite la hemaglutinación. La extensión de la hemaglutinación se determinó usando un 20 
instrumento ImageQuant 400; la hemaglutinación completa produjo una señal más fuerte en comparación con RBC 
en suspensión. Los valores de EC50 se calcularon a partir de los datos de inhibición usando la regresión no lineal 
GraphPad Prism, ajuste de la curva dosis-respuesta sigmoidal. Como se muestra en la Figura 7, el mAb PA-38 
(cuadrados rellenos) y el mAb PA-50 (triángulos rellenos) neutralizaron completamente la actividad de la toxina A en 
los RBC con una EC50 de 30 nM y 1,8 nM, respectivamente. PA-38 y PA-50 parecen neutralizar la toxina A al bloquear 25 
la unión de la toxina A a su receptor. Se descubrió que los mAb, PA-39 y PA-41 estaban inactivos en el ensayo. 
 
E. Ensayo de monocapa de Caco-2 
 
Se sembraron células Caco-2 (25.000 células en 75 µL/pozo) en la cámara superior de placas de Caco-2 Multiscreen 30 
de 96 pozos (Millipore Billerica, MA) con 250 µL de medio agregado a la cámara inferior. Se permitió que las células 
crecieran durante 10 días con cambios regulares de medio cada 3-4 días. Después de una incubación de 10-14 días, 
se confirmó la formación de una monocapa apretada midiendo la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) utilizando 
un voltímetro epitelial (modelo: EVOMX, World Precision Instruments, Sarasota, FL). Después de establecer y 
determinar la integridad de la monocapa, se mezclaron volúmenes iguales (60 µL) de toxina A (a 50 ng/mL) y mAb 35 
diluido en serie durante 1 hora a 37 °C y luego se agregaron a la cámara superior de la placa de ensayo. Las placas 
se incubaron durante 18-24 horas, y luego se midió el valor de TEER usando el voltímetro. La integridad de la 
monocapa se comparó en pozos no tratados y tratados con toxinas. Como se muestra en la Figura 8, los datos de 
inhibición se ajustaron a una regresión no lineal, curva dosis-respuesta sigmoidea usando el software GraphPad Prism 
para determinar la concentración de mAb requerida para la neutralización del 50% (EC50). Los mAb PA-38 y PA-50 40 
neutralizaron la interrupción de monocapas de Caco-2 por la toxina A con una EC50 de 485 pM y 196 pM, 
respectivamente. Se encontró que los otros mAb estaban inactivos en este ensayo. 
 
Sin querer limitarse a la teoría, los resultados in vitro basados en células demuestran que PA-38 y PA-50 parecen 
representar una clase de mAb anti-toxina A, mientras que PA-39 representa otra clase de mAb anti-toxina A. Los mAb 45 
PA-38 y PA-50 parecen unirse a un epítopo de toxina A importante para la unión del receptor; el mAb PA-39 parece 
unirse a la toxina de una manera que bloquea más directamente los efectos citotóxicos de la toxina A in vitro. 
 
Ejemplo 4 
 50 
Evaluación de la eficacia in vivo de mAb anti-toxina A y toxina B de C. difficile de la invención en ratones 
 
Se usó un modelo de ratón in vivo para medir la capacidad de los mAb descritos en el presente documento para 
neutralizar las toxinas circulantes de C. difficile en un animal. Las actividades neutralizantes in vivo de los mAb PA-38, 
PA-39, PA-41 o PA-50, administrados solos o en combinación, se probaron contra los efectos de la toxina A y la toxina 55 
B sistémicas combinadas de C. difficile (TechLab) en animales de prueba. 
 
Se usaron en los experimentos 4-6 ratones hembras Swiss Webster/grupo (edad: ∼6-8 semanas al comienzo del 
estudio; Charles River Laboratories). Los ratones se aclimataron en las instalaciones durante un mínimo de 4 días, y 
se verificó la salud de los animales antes de su uso. Los experimentos con animales se realizaron bajo el protocolo 60 
aprobado por IACUC. 
 
Se realizaron experimentos iniciales para determinar la toxicidad de la toxina A y la toxina B en ratones. Los animales 
se dosificaron a 0, 20, 100, 500, 2500 ng de toxina/animal por vía intraperitoneal (ip) y se seleccionó una dosis que 
era letal para los animales para su uso en experimentos posteriores de neutralización de anticuerpos. Los ratones de 65 
control inyectados con PBS no se vieron afectados. Se seleccionó una dosis de 100 ng de toxina A (TechLab) para 
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los experimentos de neutralización, ya que era el nivel de dosis más bajo que resultaba letal para el 100% de los 
ratones dentro de las 24 horas posteriores a la inyección. Del mismo modo, se seleccionó una dosis de 100 ng de 
toxina B (TechLab) para los experimentos de neutralización, ya que era el nivel de dosis más bajo que resultaba letal 
para el 100% de los ratones dentro de las 24 horas posteriores a la inyección. 
 5 
Para evaluar la actividad de neutralización de los mAb anti-toxina, se administró una sola inyección de cada mAb a 
diferentes niveles de dosis ip a los ratones (5 por grupo) en el día 0, seguido de administración ip de 100 ng/200 µL 
de toxina A o toxina B en el día 1. Se observó a los animales diariamente durante tres días y luego semanalmente 
durante hasta 21 días después de la administración de la toxina. La supervivencia de los animales fue el punto final 
primario del estudio. 10 
 
Para los experimentos de neutralización, todas las dosis de anticuerpo se formularon en PBS sin calcio ni magnesio 
(PBS, Invitrogen, Carlsbad, CA). Se administró una sola inyección de mAb PA-38, PA-39, PA-41 o PA-50 a diferentes 
niveles de dosis ip (200 µL/dosis/animal) a ratones en el día 0, seguido de inyección de toxina (ip en un sitio diferente 
del sitio de inyección de anticuerpos) en el día 1. El estado de salud de los animales se controló diariamente durante 15 
los primeros 3-4 días y luego dos veces por semana hasta 21 días después de la administración de la toxina. Se 
registraron las observaciones de los animales al lado de la jaula (por ejemplo, postura encorvada, pelaje mate, 
inactividad), así como la supervivencia. 
 
Se evaluaron diferentes niveles de dosis de PA-38 (0,2 µg a 250 µg por animal) y PA-50 (0,2 µg a 100 µg por animal). 20 
En este modelo, se encontró que PA-38 y PA-50 neutralizaban una dosis de 100 ng de toxina A y permitían una 
supervivencia del 100% a niveles de dosis tan bajos como 2 µg de mAb por animal como se muestra en las Figuras 
9A y B. Por el contrario, un anticuerpo monoclonal humano anti-toxina A comparador (documentos WO/2006/121422 
y US2005/0287150), denominado en el presente documento como mAb comparador CDA-1, a razón de 5 µg por 
animal, no protegió a los animales de la muerte relacionada con la toxina como lo hicieron los mAb de la invención 25 
(Figura 9C). Se evaluaron dosis de PA-41 que oscilaban entre 0,5 µg y 250 µg, y se encontró que una dosis única de 
5 µg de mAb por animal neutralizaba completamente una dosis de 100 ng de toxicidad de toxina B en animales como 
se muestra en la Figura 10. El mAb PA-39 (100 µg por animal) no se observó que proporcionara un retraso de la 
muerte de los ratones relacionada con la toxina para la toxina A o B. 
 30 
Después de que se demostró claramente in vivo la actividad de neutralización de anticuerpos individuales contra la 
toxina A (PA-38, PA-50) o contra la toxina B (PA-41), se realizó un experimento para probar la combinación de los 
mAb (PA-38 + PA-41) a niveles de dosis de 5 y 50 µg de cada mAb contra una dosis letal combinada de toxinas (100 
ng de toxina A y 100 ng de toxina B) en el mismo modelo de ratón in vivo. Además, los anticuerpos monoclonales 
individuales se incluyeron como controles. Como se muestra en la Figura 11, una combinación de los mAb PA-38 y 35 
PA-41 mostró protección contra la combinación de toxinas tanto en 50 µg/animal (4 de 5 sobrevivieron) como en 5 
µg/animal (1 de 5 sobrevivió) en comparación con la actividad de cada mAb solo (todos los animales murieron dentro 
de las 24 horas de la administración de la toxina). 
 
Ejemplo 5 40 
 
Evaluación de los mAb anti-toxina A y toxina B de C. difficile de la invención en el modelo de diarrea asociada a C. 
difficile (CDAD) en hámsteres sirios dorados 
 
El modelo de CDAD en hámsteres reproduce los aspectos clave de la enfermedad de CDAD en humanos. Tras el 45 
tratamiento con antibióticos, se erradica la flora colónica normal y los hámsteres se vuelven fácilmente susceptibles a 
la infección por C. difficile. La infección produce diarrea severa, colitis pseudomembranosa y muerte. El modelo CDAD 
de hámster se utilizó para evaluar la eficacia potencial de los mAb de la invención para prevenir la enfermedad y la 
muerte asociadas con la exposición de animales a bacterias vivas de C. difficile. Estos experimentos se realizaron 
bajo protocolos aprobados por IACUC. 50 
 
A. Análisis farmacocinético. 
 
Antes de realizar el estudio de eficacia en el modelo de hámster utilizando hámsteres infectados con microorganismos 
vivos de C. difficile, se realizó un estudio farmacocinético en hámsteres normales no infectados. Los hámsteres sirios 55 
dorados (Harlan) fueron inyectados intraperitonealmente con 0,2 mg/animal, o 1 mg/animal de mAb purificado PA-38 
o mAb PA-41. Se recogieron muestras de sangre mediante técnicas de hemorragia retroorbital o de punción cardíaca 
(terminal) a los 0,125, 0,25, 1, 2, 4, 7, 10, 14 y 21 días. Las muestras de sangre se centrifugaron a 8000 rpm durante 
10 minutos para obtener sueros. 
 60 
La concentración de mAb en los sueros se determinó mediante ELISA. Se recubrieron placas de ELISA de noventa y 
seis pozos (BD Biosciences) durante la noche con toxina A (TechLab) o toxina B (TechLab) a razón de 250 ng/pozo a 
4 °C. Las placas se lavaron tres veces con PBS/Tween-20® al 0,05% (PBS-T) y se bloquearon con 200 µL de tampón 
de bloqueo (PBS sin calcio o magnesio, Tween 20® al 0,1%, leche descremada al 2,5%) durante una hora a 
temperatura ambiente. El estándar de referencia de anticuerpos (mAb purificado PA-38 o mAb PA-41) se diluyó en 65 
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suero de hámster no modificado agrupado al 1% para generar una curva estándar en un intervalo de 0,3-1000 ng/mL. 
Las muestras de prueba diluidas y los patrones se incubaron durante una hora a temperatura ambiente. 
 
Las placas se lavaron (como anteriormente) y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con IgG anti-
ratón de cabra conjugado con HRP, específica de Fcγ (Jackson Immunoresearch). Las placas se desarrollaron con el 5 
sistema de sustrato de peroxidasa ABTS (KPL), se detuvieron con solución de parada de peroxidasa ABTS (KPL) y 
se leyeron en un lector de placas SpectraMax (Molecular Devices) a 405 nm. La concentración de mAb en cada 
hámster en diferentes puntos de tiempo se calculó utilizando las curvas estándar. Aproximadamente el 10% de las 
muestras no tenían título de anticuerpos, probablemente debido a la falta de inyección o la falta de absorción; estas 
muestras no se incluyeron en el cálculo del parámetro PK. El análisis farmacocinético no comparativo se realizó con 10 
WinNonLin, versión 4.0 (Pharsight Corp., Mountain View, CA) y los datos se ilustran en la Tabla 1 y en las Figuras 12A 
y B. Como se indicó, la Cmáx y el área bajo la curva (AUC) fueron dependientes de la dosis. Cada uno de los 
anticuerpos demostró una vida media terminal de más de 6 días, lo que aseguró la retención de anticuerpos en los 
estudios de eficacia descritos a continuación. 
 15 

Tabla 1. Parámetros PK de los mAb en hámsteres 

mAb  
AUCINF_obs 

 (día∗ mg/mL) 
Tmáx  
(día)  

Cmáx  
(mg/mL)  

Semividaλ 
(día)  Rsq  

PA-38 2 mg/kg  303,8  2,00  25,2  7,4  0,999  
PA-38 10 mg/kg  1522,6  0,25  128,0  10,6  0,988  
PA-41 2 mg/kg  202,2  0,25  20,5  6,2  1,000  

PA-41 10 mg/kg  696,7  1,00  78,1  6,8  1,000  
 

B. Evaluación de los mAb anti-toxina A y toxina B de C. difficile de la invención, en combinación, en el modelo de 
diarrea asociada a C. difficile (CDAD) en hámsteres sirios dorados 
 20 
Se realizó un experimento de eficacia para evaluar los mAb murinos anti-toxina A y anti-toxina B de la invención por 
su capacidad para afectar la supervivencia de animales infectados en un modelo in vivo de diarrea asociada a C. 
difficile en hámsteres. Los hámsteres machos sirios dorados (∼90 g) (Crl: LVG(SYR)), (Charles River Laboratories, 
Inc., Kingston, NY) se trataron previamente con una dosis subcutánea única de clindamicina (Sigma, St. Louis, 
formulada en PBS a razón de 5 mg/mL) a razón de 50 mg/kg para alterar la flora colónica normal. Al día siguiente, los 25 
hámsteres en los grupos de prueba relevantes recibieron una dosis oral (1 x 107 CFU en 0,5 mL) de una suspensión 
de C. difficile (cepa ATCC 43596). La cepa 43596 se ha utilizado previamente en modelos de hámster para evaluar 
anticuerpos neutralizantes. Los animales se pesaron semanalmente y se monitorizaron diariamente para determinar 
su estado de salud y supervivencia. 
 30 
Los anticuerpos de prueba comprendían combinaciones de los mAb murinos de la invención, es decir, una 
combinación de los mAb PA-38 y PA-41 o una combinación de los mAb PA-39 y PA-41. Los anticuerpos policlonales 
anti-toxina A y toxina B de C. difficile de cabra (TechLab) se incluyeron como control positivo. Los mAb y los reactivos 
de control se administraron como se describe en la Tabla 2. 
 35 

Tabla 2. Grupos de tratamiento en el estudio de eficacia de hámster. 
Grupo Tratamiento Dosis (mg/kg)  Ruta  Cronograma  No. de hámsteres  

1  No infectado  NA*  NA  NA  4  
2  No infectado +clindamicina  NA  NA  NA  4  
3  Control infectado NA  NA  NA  8  
4  Vancomicina 20  PO  Dos veces al día X 5 días 8  
5  Ab policlonales de cabra  1 mL/hámster  IP  Cada dos días X 4  8  
6  PA-38 + PA-41  50, 50  IP  Cada dos días X 4 8  
7  PA-39 + PA-41  50, 40  IP  Cada dos días X 4 8  

*No aplicable  
 

Los hámsteres en el Grupo 1 no recibieron tratamiento durante todo el estudio. Los hámsteres en los Grupos 2-7 
fueron tratados previamente con una dosis subcutánea única de fosfato de clindamicina a razón de 50 mg/kg (Día -1). 
Los hámsteres en los Grupos 5-7 se dosificaron con los anticuerpos policlonales de cabra (Grupo 5) o con las 40 
combinaciones de mAb (Grupos 6 y 7) como se indica en la Tabla 2 mediante administración ip inmediatamente 
después del tratamiento con clindamicina. Después de 24 horas, cada hámster en los Grupos 3-7 se inoculó con 0,5 
mL de la suspensión apropiada de C. difficile ATCC 43596 (106 - 107 CFU/mL) mediante sonda oral (día 0). Después 
del tratamiento inicial con anticuerpos en el Día -1, los tres tratamientos posteriores para estos grupos se administraron 
en días alternos, una vez al día, en los días 1, 3 y 5. La vancomicina (20 mg/kg dos veces al día) se administró por 45 
sonda oral a los animales en el Grupo 4 dos veces al día, aproximadamente con 6 horas de diferencia en los días 1-
5. La administración de vancomicina (animales del Grupo 4) comenzó aproximadamente 20-24 horas después de que 
los animales habían sido inoculados con C. difficile. 
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Los resultados de supervivencia para los grupos tratados con mAb y control se ilustran en la Figura 13. En la Tabla 3 
se presenta un resumen de la mortalidad de hámsteres para todos los grupos. Todos los hámsteres infectados con C. 
difficile sin ningún tratamiento (control infectado, Grupo 3) fueron encontrados muertos el día 2 o el día 3 del estudio. 
En el grupo tratado con vancomicina (Grupo 4), siete de ocho hámsteres fueron encontrados muertos entre los días 5 
15 y 19. Como se observa típicamente en este modelo, la mayoría (88%) de los hámsteres tratados con vancomicina 
recayeron y murieron por infección con C. difficile dentro de las dos semanas posteriores a la interrupción de la terapia. 
Por el contrario, todos los hámsteres tratados con la combinación de mAb PA-39 + PA-41 (Grupo 7), y 7 de los 8 
hámsteres tratados con la combinación de mAb PA-38 + PA-41 (Grupo 6), sobrevivieron al final del estudio (37 días 
después de la infección). Además, al final del estudio, todos los animales del grupo tratado con anticuerpos policlonales 10 
de cabra (Grupo 5) estaban vivos. Todos los hámsteres sobrevivientes tenían tractos gastrointestinales normales en 
la necropsia postmortem (véanse las Figuras 15A, C y D). 
 

Tabla 3. Tasa de mortalidad y día de la muerte del hámster en cada grupo 

Grupo Tratamiento No. de 
animales 

% de 
mortalidad 

Días de estudio 
2 3 5 7 15 18 19 37 

1  No infectado 4  0          

2  No infectado + clindamicina 4  50    1  1      

3  Control infectado 8  100  5  3        

4  Vancomicina  8  88      1  5  1   

5  Ab policlonales de cabra 8  0          

6  PA-38 + PA-41  8  13   1        

7  PA-39 + PA-41  8  0          

 15 
Estos resultados indican que la combinación de los mAb PA-39 y PA-41 y la combinación de los mAb PA-38 y PA-41 
protegieron eficaz y duraderamente a los hámsteres de enfermedades graves, tanto inicialmente como de una recaída 
posterior de la enfermedad. La duración del beneficio del tratamiento con mAb (37 días) excedió significativamente la 
ventana (dos semanas) para establecer la infección por C. difficile después del tratamiento con clindamicina en el 
modelo de hámster. 20 
 
Los pesos corporales de los animales en los grupos tratados con policlonales y mAb y en los grupos de control se 
ilustran en la Figura 14. Los hámsteres en el grupo de control no infectado (Grupo 1) aumentaron de peso de manera 
constante, oscilando entre 13 y 29 g en transcurso del estudio. Todos los animales de control infectados murieron 
antes de la primera medición de peso posterior a la inoculación. Los pesos corporales medios de los animales tratados 25 
con vancomicina, anticuerpos policlonales de cabra, la combinación de mAb PA-38 + PA-41 y la combinación de mAb 
PA-39 + PA-41 disminuyeron significativamente durante la primera semana después de la infección. A partir de 
entonces, los pesos corporales medios en los grupos tratados con mAb, así como en el grupo tratado con anticuerpos 
policlonales, aumentaron constantemente y fueron similares a los del control no infectado al final del estudio, lo que 
indica que no hubo toxicidad manifiesta. 30 
 
En general, en este estudio con hámsteres, se demostró que las combinaciones de mAb de la invención protegían 
eficaz y duraderamente a los hámsteres de la mortalidad en un modelo de hámster relevante y estricto de infección 
por C. difficile. Estos hallazgos respaldan un mecanismo mediante el cual las combinaciones de mAb protegieron a 
los animales de la enfermedad de C. difficile durante un tiempo lo suficientemente largo como para permitir el 35 
crecimiento y la repoblación de la flora intestinal normal en los animales tratados con mAb en comparación con los 
animales no infectados (Figura 15A-D). Por lo tanto, los mAb de la invención proporcionaron protección terapéutica a 
los animales infectados y resolvieron la enfermedad asociada a C. difficile, restablecieron la salud gastrointestinal y la 
supervivencia. 
 40 
C. Evaluación de mAb individuales anti-toxina A y/o toxina B de C. difficile de la invención en el modelo de diarrea 
asociada a C. difficile (CDAD) en hámsteres sirios dorados 
 
Se realizó un estudio adicional en hámsteres para evaluar la eficacia de los mAb murinos individuales de la invención 
administrados a animales infectados en comparación con la de los mAb administrados en combinación. Los grupos 45 
de tratamiento para este estudio se presentan en la Tabla 4. 
 

Tabla 4. Estudio de eficacia en hámsteres de mAb individuales en comparación con una combinación de mAb 
Grupo  Tratamiento  Dosis (mg/kg)  Ruta  Cronograma  No. de hámsteres  

1  control infectado NA1  NA  NA  7  
2  Vancomicina  20  PO  dos veces al día X 5 días  7  
3  PA-39 + PA-41  50, 50  IP  Cada 2 días X 4  7  
4  PA-41  50  IP  Cada 2 días X 4 7  
5  PA-38  50  IP  Cada 2 días X 4 7  
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6  PA-39  50  IP  Cada 2 días X 4 7  
7  PA-50  50  IP  Cada 2 días X 4 7  

1 No aplicable 
 

En este estudio, los hámsteres en los Grupos 1-7 fueron tratados previamente con una dosis subcutánea única de 
fosfato de clindamicina a razón de 50 mg/kg (día -1). Los animales en los Grupos 3-7 fueron dosificados con mAb por 
administración ip inmediatamente después del tratamiento con clindamicina. Después de 24 horas, cada hámster en 
los Grupos 1-7 se inoculó con 0,5 mL de la suspensión de C. difficile por sonda oral (día 0), como se describe en la 5 
sección B, más arriba. Los tratamientos de mAb de prueba se administraron a los animales en los Grupos 3-7 en una 
dosis única en los días 1, 3 y 5. La vancomicina se administró a los animales dos veces al día en los días 1-5 (Grupo 
2). Los hámsteres fueron observados dos veces al día para determinar su viabilidad. Los pesos corporales se 
registraron una vez por semana. Se realizó una necropsia en animales que fueron encontrados muertos o que fueron 
sacrificados durante el estudio. Al final del estudio (40 días después de la inoculación), se realizó una necropsia 10 
terminal en todos los hámsteres restantes. 
 
La supervivencia de los grupos de animales tratados con mAb y de control se representa en la Figura 16A, y el día de 
la muerte de los hámsteres en todos los grupos se resume en la Tabla 5. 
 15 

Tabla 5. Datos de mortalidad y día de la muerte. 

Grupo  Tratamiento No. de 
hámsteres  % de mortalidad  

Días de estudio  
2  3  4  8  11  12  14  15  18  19  40  

1 Control infectado 7 100 7           
2  Vancomicina  7  100       1  2  1  1  2   

3  PA-39 + PA-41  7  14       1       

4  PA-41  7  100  6  1           

5  PA-38  7  100  5  2           

6  PA-39  7  100  1  1  1  2  1  1       

7  PA-50  7  100  3  4           

 
En el grupo de control infectado (Grupo 1), los siete hámsteres fueron encontrados muertos en el día 2. Todos estos 
hámsteres tenían los tractos gastrointestinales inflamados en el examen post mortem. En el grupo tratado con 
vancomicina (Grupo 2), los siete hámsteres murieron entre los días 12 y 19 del estudio. El momento de estas muertes 20 
fue similar al tiempo que se observó anteriormente con el tratamiento con vancomicina en este modelo. El examen 
post mortem indicó que todos los hámsteres tenían los tractos gastrointestinales inflamados indicativos de infección 
por C. difficile. 
 
El tratamiento combinado de mAb PA-39 + PA-41 (Grupo 3) fue muy eficaz en la protección de los hámsteres 25 
infectados en este estudio. Seis de los siete hámsteres en el Grupo 3 sobrevivieron hasta el final del estudio. Un 
hámster fue encontrado muerto el día 12 del estudio. El examen post mortem indicó que este hámster tenía un tracto 
gastrointestinal inflamado típico de la infección por C. difficile. 
 
Entre los tratamientos con anticuerpos individuales (Grupos 4-7), el mAb PA-39 solo (Grupo 6) exhibió cierta actividad 30 
protectora en animales tratados. Los hámsteres en este grupo fueron encontrados muertos en los días 2 a 12. En los 
grupos tratados con los mAb individuales, PA-41 (Grupo 4), PA-38 (Grupo 5) o PA-50 (Grupo 7), los hámsteres fueron 
encontrado muertos en los días 2 y 3. En la necropsia terminal, todos los hámsteres en estos grupos tenían los tractos 
gastrointestinales inflamados, lo que es indicativo de infección por C. difficile. Por el contrario, todos los hámsteres 
tratados que sobrevivieron tenían tractos gastrointestinales normales. Los resultados de este estudio indican que el 35 
tratamiento con la combinación de mAb de PA-39 + PA-41 protegió con éxito a los hámsteres del desarrollo de la 
enfermedad durante más de un mes después de la interrupción del tratamiento, y son los mismos que los obtenidos 
en el estudio descrito anteriormente del Ejemplo 5B en el que ocho de los ocho hámsteres tratados con la combinación 
de PA-39 + PA-41 sobrevivieron a la infección por C. difficile. En este estudio, el mAb PA-39 como un único tratamiento 
con mAb mostró cierta actividad en la protección de los hámsteres infectados con C. difficile de la enfermedad por C. 40 
difficile. 
 
D. Determinación de concentraciones de anticuerpo de sangre de animales terminales y evaluación de la existencia 
de C. difficile en muestras de porciones de ciego de hámsteres terminales 
 45 
Se recogió sangre de animales que se encontraron moribundos durante el estudio. Al final del estudio, también se 
recolectó sangre de todos los animales que permanecieron vivos. Las muestras de sangre se procesaron para recoger 
suero, a menos que se indique lo contrario a continuación. Las muestras procesadas se congelaron a < -70 °C para 
un posible análisis adicional. 
 50 
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Después de los estudios de eficacia de hámsteres in vivo descritos anteriormente, se examinó la presencia de los mAb 
en sangrados de animales terminales tomadas en los estudios. Para el estudio de la combinación de mAb descrito en 
el Ejemplo 5B, ocho de los animales del Grupo 7, que habían recibido una dosis (cada 2 días x 4) de una combinación 
de mAb PA-39 (50 mg/kg) + mAb PA-41 (40 mg/kg) se sangraron terminalmente el día 37 del estudio. En el suero 
recogido de este sangrado terminal, se detectó PA-39 a un nivel de 3,3 ± 3,4 µg/mL, y se detectó PA-41 a un nivel de 5 
2,4 ± 1,7 µg/mL. Para el estudio individual de mAb descrito en el Ejemplo 5C, seis de los animales del Grupo 3, que 
habían recibido una dosis (cada 2 días x 4) de una combinación de mAb PA-39 (50 mg/kg) + mAb PA-41 (50 mg/kg) 
se sangraron terminalmente el día 40 del estudio y la muestra de sangre se procesó para obtener el plasma. En el 
plasma recogido de este sangrado terminal, se detectó PA-39 a un nivel de 1,8 ± 1,4 µg/mL, y se detectó PA-41 a un 
nivel de 3,4 ± 3,2 µg/mL. El límite de detección de anticuerpos en estos análisis fue de 1,6 ng/mL. Por lo tanto, los 10 
niveles detectables de los mAb se midieron en los animales durante varias semanas. Esto apoya un modo de acción 
en el que estos mAb proporcionan un beneficio terapéutico en el transcurso de un régimen de tratamiento y después 
de que se administran las últimas dosis de los mAb. 
 
En la necropsia terminal del Grupo 3 en el Ejemplo 5C, se expuso el ciego de cada hámster y cada uno parecía normal. 15 
No se observó inflamación ni enrojecimiento y los contenidos de los ciegos fueron relativamente firmes en consistencia. 
La pared de cada ciego se abrió con un bisturí estéril y desechable. Se usó un bisturí nuevo para cada hámster para 
evitar la contaminación cruzada. Se extrajo una pequeña cantidad de heces del ciego con un hisopo estéril y se colocó 
en un tubo de ensayo estéril. Se usó un asa de inoculación de 10 µL para recolectar una muestra de las heces del 
tubo y para pasar la muestra a través de una placa de agar que contenía CCFA con medio de sangre de caballo 20 
(Remel, Lote 735065), que es selectivo para C. difficile. Las placas se colocaron en una caja anaeróbica y se incubaron 
durante 48 horas a 37 °C. Una placa se rayó con C. difficile ATCC 43596 del cultivo patrón y se incubó junto con las 
rayas fecales para la comparación de colonias. Se observaron colonias similares a C. difficile en las placas de los seis 
hámsteres. Los resultados de estos experimentos indican que si bien los animales supervivientes tratados con mAb 
de la invención todavía albergaban C. difficile, su flora normal se había repoblado para restablecer el equilibrio 25 
microbiano intestinal normal, lo que contribuyó a su supervivencia general. 
 
E. Evaluación de mAb humanizados anti-toxina A y/o toxina B de C. difficile de la invención y mAb comparadores anti-
toxina A y anti-toxina B en el modelo de diarrea asociada a C. difficile (CDAD) en hámsteres sirios dorados 
 30 
Se realizó un estudio adicional en hámsteres para evaluar la eficacia in vivo de una combinación de los mAb 
humanizados anti-toxina A y anti-toxina B de la invención en comparación con el de una combinación de mAb 
comparador humano anti-toxina A, CDA-1, y mAb comparador humano anti-toxina B humana, CDB-1, cuando las 
combinaciones de anticuerpos respectivas se administraron a animales infectados con C. difficile. Los grupos de 
tratamiento para este estudio se presentan en la Tabla 5A. 35 
 

Tabla 5A. Grupos de tratamiento en el estudio de eficacia comparativa de hámster. 
Grupo  Tratamiento  Dosis (mg/kg)  Ruta  Cronograma  No. de hámsteres  

1  Control no infectado NA1  NA  NA  4  
2  Control infectado NA  NA  NA  8  
3  Vancomicina 20  dos veces al día  dos veces al día X 5 días  8  
4  hPA-41 + hPA-50  50, 50  IP  Cada 2 días X 4  10  
5  hPA-41 + hPA-50  20, 20  IP  Cada 2 días X 4 10  
6  CDA-1 + CDB-1  50, 50  IP  Cada 2 días X 4 10  
7  CDA-1 + CDB-1  20, 20  IP  Cada 2 días X 4 10  

1No aplicable 

 
Los anticuerpos de prueba comprendieron combinaciones de los mAb humanizados de la invención, es decir, una 
combinación de mAb humanizado anti-toxina A PA-50 y mAb humanizado anti-toxina B PA-41 (hPA-41 + hPA-50), o 40 
una combinación de mAb comparador humano anti-toxina A denominado como mAb comparador CDA-1 y mAb 
comparador humano anti-toxina B denominado como mAb comparador CDB-1 (CDA-1 + CDB-1) en las cantidades 
indicadas en la Tabla 5A. Los mAb comparadores se sintetizaron (DNA2.0) con base en las regiones de cadena pesada 
y ligera publicadas de 3D8 y 124 (documentos WO2006/121422 y US2005/0287150), se clonaron en vectores de 
expresión de IgG1 de longitud completa (pCON-gamma y pCON-kappa), se expresaron en células CHO-KSV1 y se 45 
purificaron utilizando los métodos descritos en este documento. Las combinaciones de mAb y los tratamientos de 
control se administraron como se describe en la Tabla 5A. 
 
Los métodos de tratamiento fueron esencialmente los descritos para la Parte B de este Ejemplo, véase más arriba. En 
resumen, se utilizaron hámsteres sirios dorados (Charles River Laboratories, Stone Ridge, NY, de 50 días de edad) 50 
en este estudio del Ejemplo 5E. Los hámsteres en el grupo de control 1 no estaban infectados (y no tratados). Los 
animales en los Grupos 2-7 fueron tratados previamente con una dosis subcutánea única de fosfato de clindamicina a 
razón de 50 mg/kg para alterar la flora colónica normal (Día -1). Los animales de los Grupos 4-7 fueron dosificados 
por administración ip inmediatamente después del tratamiento con clindamicina. Después de 24 horas, cada animal 
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en los Grupos 2-7 se inoculó con 0,5 mL de suspensión de C. difficile (ATCC 43596, cepa 545) mediante sonda oral 
(Día 0), (es decir, dosis oral). Se proporcionaron administraciones adicionales de los tratamientos de prueba a los 
animales en los Grupos 4-7 en una dosis única en los Días 1, 3 y 5. Se administró vancomicina a los animales del 
Grupo 3 dos veces al día, aproximadamente con 6 horas de diferencia, en los Días 1-5. Los animales fueron pesados 
semanalmente y monitoreados diariamente para determinar su estado de salud y supervivencia durante 39 días. La 5 
necropsia se realizó al finalizar, y se determinaron los títulos cecales de microorganismos de C. difficile después del 
cultivo anaeróbico a 37 °C durante 48 horas en medio selectivo. El límite de detección fue de 20 CFU/g de contenido 
del ciego. Este estudio y los estudios de hámster descritos anteriormente se llevaron a cabo en Ricerca Biosciences 
(Concord, OH) de acuerdo con las directrices del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales. 
 10 
Los resultados de supervivencia para los grupos tratados con mAb y control se ilustran en la Figura 16B-1. Los datos 
de mortalidad para el estudio se presentan en la Tabla 5B a continuación. Un resumen de la supervivencia de 
hámsteres se presenta en la Tabla 5C a continuación. 
 

Tabla 5B. Datos de mortalidad y día de la muerte del hámster en cada grupo 15 

Grupo Tratamiento  No de 
animales  

% de 
mortalidad  

Día del estudio 

2  3  5  8  11 a 
14  

18 a 
20  22  ... 30  

1  Control no infectado 4  0          

2  Control infectado 8  100  7  1        

3  Vancomicina  8  100      1  5  2   

4  hPA-50 + hPA-41 50, 50 mg/kg  10  10     1      

5  hPA-50 + hPA-41 20, 20 mg/kg  10  0          

6  Comparador CDA-1 + CDB-1 50, 50 mg/kg  10  100    1   8    1  
7  Comparador CDA-1 + CDB-1 20, 20 mg/kg  10  100    2   8     

  
Como se observa en la Tabla 5B, los 4 hámsteres de control no infectados (Grupo 1) sobrevivieron hasta el final del 
estudio. Todos los animales de control infectados (Grupo 2) murieron los días 2 y 3. En el grupo tratado con 
vancomicina (Grupo 3), todos los animales del estudio murieron entre los días 13 y 22. Para el Grupo 4 con hPA-50 + 
hPA-41 (50, 50 mg/kg), nueve de diez animales sobrevivieron hasta el final del estudio. Un hámster de este grupo fue 20 
encontrado moribundo el día 8, con decoloración roja del tracto gastrointestinal, mientras que los nueve animales 
restantes en este grupo tenían tractos gastrointestinales normales. Los diez hámsteres en el Grupo 5 sobrevivieron 
hasta el final del estudio con tractos gastrointestinales normales. En los grupos comparativos de mAb, nueve de cada 
diez animales que recibieron 50 mg/kg (Grupo 6) murieron entre los días 5 y 14; un animal murió el día 28 del estudio. 
Los diez hámsteres tratados con 20 mg/kg de la combinación de mAb comparador (Grupo 7) murieron entre los días 25 
5 y 14 del estudio. 
 

Tabla 5C. Supervivencia media y general de los animales tratados con mAb humanizados de la invención y mAb 
comparadores 

Grupo/Tratamiento  Dosis (mg/kg)  Supervivencia media (Día) Supervivencia el día 40 (%)  
Grupo 1 no infectado NA*  40  100  

Grupo 2 infectado NA*  2  0  
Grupo 3 con vancomicina 20  20  0  
Grupo 4 hPA-50 + hPA-41  50, 50  NA  90  
Grupo 5 hPA-50 + hPA-41  20, 20  NA  100  
Grupo 6 CDA-1 + CDB-1  50, 50  14  0  
Grupo 7 CDA-1 + CDB-1  20, 20  11  0  

* No Aplica  
 30 

Como se observa en la Tabla 5C, los cuatro animales del Grupo 1 de control no infectados sobrevivieron hasta el final 
del estudio (40 días). Todos los hámsteres infectados con C. difficile sin ningún tratamiento (control infectado, Grupo 
2) tuvieron una supervivencia media de 2 días; ningún animal en este grupo sobrevivió al final del estudio. En el grupo 
tratado con vancomicina (Grupo 3), la supervivencia media fue de 20 días, sin animales sobrevivientes en el día 40. 
Los dos tratamientos combinados de mAb hPA-50 + hPA-41 fueron efectivos para proteger a los animales infectados 35 
en este estudio (Grupos 4 y 5). Todos (100%) de los hámsteres tratados con la combinación de los mAb humanizados 
PA-50 + PA-41 (20 mg/kg cada uno; Grupo 5), y el 90% de los hámsteres tratados con la combinación de los mAb 
humanizados PA-50 + PA-41 (50 mg/kg cada uno; Grupo 4), sobrevivió hasta el final del estudio (40 días después de 
la infección). Todos los hámsteres sobrevivientes tenían tractos gastrointestinales esencialmente normales en la 
necropsia postmortem. Por el contrario, la supervivencia media de los animales que recibieron una combinación de 40 
los mAb comparadores anti-toxina A y anti-toxina B fue similar para ambas dosis de los mAb comparadores; todos los 
animales murieron en los dos grupos tratados con las combinaciones de mAb comparador. Específicamente, para los 
animales que recibieron la combinación CDA-1 + CDB-1 (50 mg/kg cada uno; Grupo 6), la supervivencia media fue de 
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14 días, mientras que para los animales que recibieron la combinación CDA-1 + CDB-1 (20 mg/kg cada uno; Grupo 
7), la supervivencia media fue de 11 días. 
 
Evaluaciones adicionales en el estudio incluyeron mediciones de peso corporal, necropsia macroscópica y título cecal 
de microorganismos de C. difficile al final del estudio. El peso corporal medio de los animales tratados con vancomicina 5 
o la combinación de PA-50/PA-41 disminuyó durante la primera semana después de la infección y luego se recuperó 
(Figura 16B-2). Para el día 39, el peso corporal medio de los animales tratados con la combinación de PA-50/PA-41 
fue similar al de los animales sanos, no infectados que se alojaron en paralelo (P >0,05). El peso corporal medio de 
los animales tratados con la combinación de la combinación de anticuerpos comparadores CDA1/CDB1 disminuyó 
constantemente durante el estudio. 10 
 
En el día 39, los tractos gastrointestinales de los 19 animales supervivientes tratados con la combinación PA-50/PA-
41 parecían similares a los de los animales no infectados; y los títulos cecales de C. difficile eran indetectables (<1,3 
log10 CFU, n = 11) o bajos (4,15 ± 0,76 log10 CFU, n = 8). Por el contrario, se observaron tractos gastrointestinales 
inflamados en algunos o todos los animales en los otros grupos de tratamiento al momento de la muerte. Se detectó 15 
C. difficile en 4 de 4 animales no tratados (CFU media = 8,96 ± 0,59 log10, P< 0,0001 en relación con PA-50/PA-41) y 
4 de 4 animales tratados con vancomicina (CFU media = 6,01 ± 0,93 log10, P<0,017 en relación con PA-50/PA-41) 
para el cual se realizaron análisis cecales. La mayoría de los hámsteres tratados con la combinación de anticuerpos 
comparadores CDA1/CDB1 tenían poco o ningún contenido en el ciego, lo que impedía el análisis cuantitativo de los 
títulos de C. difficile. 20 
 
Para el análisis estadístico en este estudio y los estudios anteriores, los datos de neutralización se ajustaron a una 
ecuación logística de cuatro parámetros usando GraphPad Prism (Software GraphPad, v. 4.0 San Diego, CA). Se 
utilizaron pruebas t de dos lados o pruebas de log-rank para la comparación de medias o datos de supervivencia, 
respectivamente. 25 
 
Los resultados del estudio indican que el tratamiento de animales infectados con C. difficile con la combinación de los 
mAb humanizados PA-50 y PA-41 a ambos niveles de dosis protegió de manera efectiva y duradera a los hámsteres 
de enfermedades graves, tanto inicialmente como posterior a la recaída de la enfermedad. La duración del beneficio 
del tratamiento de combinación de mAb humanizado (40 días) mejoró significativamente la supervivencia a largo plazo 30 
de los animales en comparación con el tratamiento con vancomicina o los mAb comparadores anti-toxina A y anti-
toxina B como controles. 
 
Como se evidencia por los estudios en animales in vivo, el tratamiento combinado con una combinación de mAb 
humanizados PA-50/PA-41 fue altamente eficaz contra la infección por C. difficile en el modelo bien establecido de 35 
hámster sirio dorado para CDI y terapia. Un curso corto de tratamiento con PA-50/PA-41 resultó en una supervivencia 
del 95% a los 39 días posteriores a la infección, en comparación con una supervivencia del 0% para los animales que 
no habían recibido tratamiento, terapia antibiótica estándar o los mAb comparadores. A los 39 días después de la 
infección, los animales tratados con PA-50/PA-41 tenían pesos normales y no tenían lesiones gastrointestinales 
obvias. C. difficile no pudo recuperarse de la mayoría de los animales, lo que refleja una eliminación > 7-log10 en 40 
relación con los animales no tratados. Una explicación probable para estos hallazgos es que la neutralización de 
toxinas mediada por mAb en ausencia de antibióticos permitió que se restableciera una flora microbiana protectora en 
los tractos gastrointestinales de los animales. 
 
Se ha reportado que la toxina A o la toxina B solas pueden causar una enfermedad mortal en el modelo de hámster 45 
de CDI, y los mAb para ambas toxinas generalmente se requieren para la máxima eficacia del tratamiento. En los 
estudios descritos anteriormente, los mAb murinos PA-50 y PA-41 no mostraron beneficios de supervivencia cuando 
se usaron individualmente a dosis de 50 mg/kg en el modelo de hámster, lo que subraya el requisito de tratamiento 
combinado. 
 50 
En general, en este estudio con hámsteres, similar a los hallazgos descritos anteriormente utilizando combinaciones 
de mAb murino, se demostró que las combinaciones de mAb humanizados de la invención protegían eficaz y 
duraderamente a los hámsteres de la mortalidad en el modelo riguroso de hámster de infección por C. difficile. Sin 
desear limitarse a la teoría, estos hallazgos respaldan un mecanismo de acción mediante el cual las combinaciones 
de mAb humanizadas protegieron a los animales de la enfermedad de C. difficile, y/o permitieron a los animales 55 
generar una respuesta contra la infección por C. difficile, por un tiempo suficientemente largo para permitir el 
crecimiento y la repoblación de la flora intestinal normal en los animales tratados con mAb humanizados, brindando 
así protección terapéutica a los animales infectados, resolución efectiva de la enfermedad asociada a C. difficile y 
restauración de la salud gastrointestinal y la supervivencia. 
 60 
Ejemplo 6 
 
Unión de mAb a regiones de toxina A y toxina B de C. difficile 
 
Se realizaron experimentos para determinar las regiones del epítopo de la toxina A y la toxina B de C. difficile a las 65 
que se unen los mAb de la invención. Tanto la toxina A como la toxina B producidas por C. difficile tienen 
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aproximadamente 300 kDa y comparten una secuencia y una homología estructural considerables. Ambos tienen un 
dominio de unión al receptor del terminal C que contiene oligopéptidos repetitivos clostridiales (CROP), un dominio 
hidrofóbico central que se cree que causa la formación de poros y media la inserción de la toxina en la membrana del 
endosoma y un dominio proteolítico que escinde el dominio enzimático del terminal N, permitiendo así que la 
glucosiltransferasa ingrese al citosol. Las secuencias de ácido nucleico que codifican las toxinas de C. difficile, así 5 
como otras proteínas de C. difficile, se han publicado y también están disponibles en la base de datos del Centro 
Nacional de Información Biotecnológica (NCBI) (es decir, www.ncbi.nlm.nih.gov). Por ejemplo, para la cepa VPI 10463 
de C. difficile, las secuencias de ADN que codifican la toxina A y la toxina B se pueden encontrar con el Nº de Acceso 
x92982 del NCBI; además, el número de acceso NC_009089 del NCBI, región 795842-803975 proporciona la 
secuencia de ADN para la toxina A de la secuencia del genoma completo del cromosoma de 630 de C. difficile, 10 
mientras que el número de acceso NC_009089 del NCBI, región 787393-794493 proporciona la secuencia de ADN 
que codifica la toxina B de la secuencia del cromosoma de 630 de C. difficile. 
 
A. Mapeo del dominio de unión al anticuerpo de la toxina B de C. difficile 
 15 
La toxina B de C. difficile B de longitud completa consta de tres dominios principales: un dominio de enzima del terminal 
N que procesa la actividad glucosiltransferasa (GT) (63 kDa) y una unión al receptor de células del terminal C (59 
kDa), que están en cada extremo de un dominio putativo de translocación (148 kDa) (Figuras 17A y C). Se generaron 
varios fragmentos de toxina B a través de escisión enzimática de la toxina B de longitud completa usando la enzima 
caspasa 1 (Figura 17C). Después del tratamiento de la toxina B con caspasa 1 (relación enzima/toxina ∼1 U/µg de 20 
toxina) a 37 °C durante 96 horas, se produjeron cuatro fragmentos principales, incluidos dos fragmentos que contienen 
el terminal C (193 y 167 kDa) y dos fragmentos que contienen el terminal N (103 y 63 kDa) como se detecta a través 
de SDS-PAGE (Figura 17B). Otros fragmentos más pequeños, tales como 26 y 14 kDa, también parecen generarse, 
pero no son detectables en el análisis de gel de acetato de Tris al 3-8%. 
 25 
Se realizaron análisis de SDS-PAGE y transferencia Western en la toxina B que no se trató o se trató con caspasa 1 
(Figuras 18A-C). El mAb PA-41 reconoció los fragmentos de 103 kDa y 63 kDa de la toxina B tratada con caspasa 1 
(carril derecho en la Figura 18B), lo que indica que el PA-41 se une al dominio enzimático del terminal N de la toxina 
B. El análisis de secuenciación del terminal N confirmó que PA-41 se une al dominio enzimático del terminal N de 63 
kDa de la toxina B. Es interesante observar que una banda de 63 kDa en la toxina B no tratada (carril izquierdo, Figura 30 
18B) no fue reconocida por PA-41, lo que sugiere que dos fragmentos con el mismo peso molecular (63 kDa) en los 
carriles parecen ser proteínas diferentes. 
 
El mAb PA-39 se unió al fragmento de 167 kDa de la toxina B tratada con caspasa 1 (Figura 18C, carril derecho), así 
como a una proteína de 63 kDa en la preparación de toxina B no tratada (Figura 18C, carril izquierdo), lo que sugiere 35 
que PA-39 se une a un epítopo en el dominio de translocación de la toxina B. Por lo tanto, con base en los resultados 
de los análisis de SDS-PAGE/transferencia Western de la toxina B de C. difficile tratada con caspasa 1, se observó 
que los mAb PA-41 y PA-39 interactúan de manera diferente con la toxina B. Mientras que se encontró que el mAb 
PA-41 se unía a un epítopo en el dominio enzimático del terminal N de la toxina B, el mAb PA-39 se unía a un epítopo 
en el dominio de translocación de la toxina (amino ácidos 850-1330). Estos hallazgos también fueron confirmados por 40 
SDS-PAGE/transferencia Western de fragmentos de toxina B usando digestión con enteroquinasa. 
 
La unión competitiva de los mAb anti-toxina B a la toxina B también se realizó usando Biacore. Como se ve en las 
Figuras 19A-E, los mAb PA-39 y PA-41 se unen a diferentes regiones epitópicas de la toxina B. Se observó que los 
mAb murinos PA-39 y PA-41 se unen a un solo sitio o epítopo en la toxina B; no se encontró que estos mAb se unieran 45 
al dominio de unión del receptor de células en el terminal C (CRB). Para PA-41 murino, la afinidad de unión a la toxina 
B fue de 0,59 mM. Además, el sitio en la toxina B unido por PA-41 no bloqueó la unión del mAb comparador anti-toxina 
B CDB-1 (documentos WO/2006/121422; US2005/0287150), (Figura 19D). Estos resultados están de acuerdo con los 
resultados de los análisis de transferencia Western. Como se observa en las Figura 19C y E, el mAb comparador anti-
toxina B CDB-1 se une a la toxina B en epítopos diferentes de los de los mAb PA-39 y PA-41. 50 
 
B. Mapeo del dominio de unión a anticuerpos de la toxina A de C. difficile  
 
La toxina A de longitud completa de C. difficile tiene un peso molecular de 310 kDa (Figura 20A) y contiene tres 
dominios principales: un dominio de procesamiento enzimático del terminal N que tiene actividad glucosiltransferasa 55 
(GT) (∼63kDa) y un dominio CRB del terminal C (∼101 kDa), que están en cualquier extremo de un dominio hidrófobo 
(∼144 kDa). 
 
Se generaron varios fragmentos de toxina A a través de la escisión enzimática de la toxina de longitud completa 
usando la enzima enteroquinasa (EK). Después del tratamiento de la toxina A con enteroquinasa (relación 60 
enzima/toxina: aproximadamente 3 mU/µg de toxina) a 25 °C durante 48 horas, se produjeron nueve fragmentos 
principales, incluidos cuatro fragmentos del terminal C (∼223, ∼158-160, ∼91 y ∼68 kDa) y tres fragmentos del terminal 
N (∼195, ∼181 y ∼127 kDa). También se observaron fragmentos más pequeños (∼53 y ∼42 kDa). (Figuras 20 B y C). 
 
Se realizaron análisis de SDS-PAGE y transferencia Western en la toxina A que no se trató o se trató con 65 
enteroquinasa (Figuras 21A-C). La toxina A de longitud completa y sus fragmentos que tienen pesos moleculares de 
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∼223, ∼158-160, ∼91 y ∼68 kDa fueron reconocidos por el mAb PA-50 (Figura 21B); la secuenciación del terminal N 
confirmó que el fragmento de 68 kDa contiene parte del dominio de unión al receptor del terminal C (CRB). El patrón 
de unión del mAb PA-50 sugiere que el mAb se une a los fragmentos de la toxina A que contienen el terminal C. En 
conjunto, los resultados indican que el mAb PA-50 se une a los epítopos de unión al receptor del terminal C en la 
toxina A. El mAb PA-39 unido a los fragmentos que contienen el terminal C (∼223 y ∼158-160 kDa), así como un 5 
fragmento que contiene el terminal N de ∼181 kDa (Figura 21C), lo que indica que el mAb PA-39 une un epítopo en 
una región exterior del dominio de unión al receptor de la toxina A. También se identificaron múltiples sitios de unión 
(al menos dos sitios de unión) en un mAb PA-50 y un estudio de interacción con la toxina A utilizando un ensayo 
Biacore (Figura 22A-1). En los estudios de comparación que utilizan el análisis Biacore, PA-50 murino inmovilizado se 
unió específicamente a la toxina A con una afinidad de 0,16 nM. También se encontró que después de ser capturado 10 
en el chip del sensor por el mAb PA-50 murino, la toxina A podía unirse a un PA-50 adicional y, posteriormente, un 
mAb comparador anti-toxina A CDA-1 (documentos WO/2006/121422; US2005/0287150), (Figura 22A-2). Además, la 
toxina A capturada por el mAb comparador anti-toxina A CDA-1 en el chip Biacore se unió adicionalmente al mAb 
CDA-1 y PA-50 adicionales, lo que indica que el mAb comparador CDA-1 se une a múltiples repeticiones en la toxina 
A, que son diferentes de los epítopos de unión a mAb PA-50 en la toxina A (Figura 22B). Por lo tanto, según se 15 
determina a partir de estos resultados, el epítopo de mAb PA-50 está presente en múltiples copias en la toxina A y no 
se superpone con el epítopo para CDA-1. Además, el mAb PA-39 se unió al epítopo o epítopos en la toxina A diferente 
del epítopo o epítopos de la toxina A unido por el mAb comparador CDA-1 (Figura 22C). Se encontró que los mAb PA-
39 y PA-50 se unen a diferentes epítopos en la toxina A (Figura 22D). El análisis de transferencia Western mostró que 
PA-39 y el mAb comparador CDA-1 tienen diferentes patrones de unión a la toxina A tratada con EK, lo que indica 20 
diferentes dominios de unión y diferentes epítopos en la toxina A (Figura 22E). El análisis de transferencia Western 
mostró que PA-50 y el mAb comparador CDA-1 se unen al mismo dominio de la toxina A tratada con EK (Figura 22F), 
pero a diferentes epítopos (Figura 22B). 
 
Como se describe en A y B de este ejemplo, los sitios de unión para los mAb murinos PA-50 y PA-41 se localizaron 25 
en regiones específicas de las toxinas por proteólisis limitada de las toxinas seguido de transferencia Western. El mAb 
murino PA-50 reconoció la toxina A de longitud completa y varios productos de escisión de enteroquinasa, incluido un 
gran fragmento de 223 kDa y fragmentos del terminal carboxilo de 68, 91 y 160 kDa de tamaño (Figura 22F). La 
secuenciación del terminal N confirmó que el fragmento de 68 kDa corresponde al dominio del terminal carboxilo de 
la toxina A. Los mismos fragmentos fueron reconocidos por el mAb comparador CDA-1. El mAb murino PA-41 se unió 30 
a la toxina B de longitud completa, así como a los fragmentos del terminal amino de 63 y 103 kDa generados por la 
digestión con caspasa-1 (Figura 18B), mientras que el mAb comparador CDB-1 reconoció un conjunto distinto 
productos de escisión de caspasa-1. La secuenciación del terminal N confirmó que el fragmento de 63 kDa 
corresponde al dominio del terminal amino de la toxina B. Colectivamente, los datos indican que mPA-50 se une a 
múltiples sitios dentro del dominio de unión al receptor de la toxina A, y mPA-41 se une a un solo sitio dentro del 35 
dominio enzimático de la toxina B. 
 
Ejemplo 7 
 
Los mAb anti-toxina A y toxina B de C. difficile – Estudios del mecanismo de acción 40 
 
A. Ensayos in vitro basados en células utilizados para los estudios del mecanismo de acción. 
 
Para evaluar el mecanismo de acción de los mAb anti-toxina, se realizaron ensayos in vitro usando diferentes 
concentraciones de toxina A o toxina B. Estos ensayos utilizaron células CHO-K1 o T-84, como se describe en el 45 
Ejemplo 3 más arriba. 
 
Brevemente, el ensayo CHO-K1 se usó para evaluar la potencia de neutralización de los mAb anti-toxina A y anti-
toxina B (PA-39 y PA-41). Se sembraron células CHO-K1 (2.000 células/pozo) en placas de 96 pozos. Se permitió que 
las células se unieran durante 4 horas antes del tratamiento. Se incubaron diferentes concentraciones (60, 30, 15 o 6 50 
ng/mL) de toxina de C. difficile (cepa VPI 10463) con mAb diluidos en serie, mezclados en placas de fondo redondo 
de 96 pozos durante 1 hora a 37 °C y luego se agregaron las mezclas a las placas de cultivo celular. Después de la 
incubación durante 72 horas, se añadieron 20 µL/pozo de CellTiter-Blue; las mezclas se incubaron durante 4 horas 
adicionales; y se midió el porcentaje de supervivencia celular en comparación con los controles. 
 55 
El ensayo de citotoxicidad con T-84 también se usó para evaluar la potencia de neutralización de los mAb anti-toxina 
A. Se sembraron células T-84 (línea celular de carcinoma de colon humano) (15.000 células/pozo) en placas de 96 
pozos. Se permitió que las células se unieran durante 4 horas antes del tratamiento. Se incubaron diferentes 
concentraciones (240, 120, 60 o 30 ng/mL) de toxina de C. difficile (cepa VPI 10463) con mAb diluidos en serie, se 
mezclaron en placas de fondo redondo de 96 pozos durante 1 hora a 37 °C y las mezclas fueron luego agregadas a 60 
las placas de cultivo celular. Después de la incubación durante 72 horas, se añadieron 20 µL/pozo de CellTiter-Blue; 
las mezclas se incubaron durante 4 horas adicionales; y se midió el porcentaje de supervivencia celular en 
comparación con los controles. 
 
B. ELISA que muestra que los mAb anti-toxina A previenen la internalización de la toxina A en las células 65 
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En un experimento diseñado para evaluar adicionalmente el mecanismo de acción de mAb anti-toxina de C. difficile, 
cada anticuerpo de prueba (PA-39, PA-50, mAb comparador anti-toxina A CDA-1 y un control de anticuerpo policlonal 
de cabra anti-toxina A) se mezcló e incubó durante 1 hora a 100x su valor EC90 con una concentración CC90 de toxina 
A para las células Vero para asegurar la neutralización completa a una concentración altamente citotóxica de toxina 
A. La mezcla se incubó luego con células Vero a 37 °C durante 15 minutos. Luego se lavaron las células con PBS, se 5 
fijaron y se permeabilizaron. Se usó un anticuerpo (PA-38) anti-toxina A, marcado con peroxidasa de rábano picante 
(HRP), que no compite por la unión con los anticuerpos probados, para detectar la toxina A internalizada y se detectó 
usando quimioluminiscencia (Figura 31G). En este ensayo, la sonda solo detectaría la toxina A que se ha unido y se 
ha internalizado en la célula, produciendo así una señal quimioluminiscente basada en una reacción 
quimioluminiscente de HRP. La detección quimioluminiscente utiliza una enzima para catalizar una reacción (es decir, 10 
la oxidación catalizada de luminol por peróxido) entre la enzima HRP y su sustrato en presencia de peróxido que da 
como resultado la generación de luz visible. El luminol oxidado emite luz a medida que se desintegra a su estado 
fundamental. Una vez que el sustrato es catalizado por HRP, la señal luminosa se cuantifica mediante un luminómetro 
(Analyst GT). 
 15 
C. Resultados de la actividad de neutralización y estudios MOA 
 
Los mAb anti-toxina A 
 
En el ensayo de citotoxicidad celular usado para evaluar la actividad de neutralización y el mecanismo de acción para 20 
los anticuerpos anti-toxina A, se añadió toxina A en concentraciones crecientes a las células, como se describió 
anteriormente en la Sección A de este Ejemplo. Los resultados de estos experimentos en los que se evaluó la 
neutralización de la toxina A por los mAbs anti-toxina A PA-39, PA-50 y el mAb comparador CDA-1 se muestran en 
las Figuras 31B-D y en la siguiente Tabla A a continuación. 
 25 

Tabla A. Resultados del experimento de potencia de la toxina A y porcentaje máximo de inhibición 

mAb  [Toxina A] 
(ng/mL)  

[EC50]* 
(nM)  Porcentaje máximo de inhibición  

PA-39  60  0,340  69  
 30  0,080  86  
 15  0,003  96  
 6  0,002  97  

PA-50  240  0,91  105  
 120  0,54  100  
 60  0,27  114  
 30  0,10  118  

mAb comparador CDA-1  240  9,0  52  
 120  6,6  74  
 60  5,1  103  
 30  2,0  110  

*: EC50 se calculó como el porcentaje del 50% de inhibición máxima en los casos en que 
las curvas no alcanzaron el 100% de control.  

 
Como se observa a partir de los datos presentados en la Tabla A, la actividad in vitro de mAb PA-39 en el ensayo de 
potencia de toxina muestra cambios tanto en EC50 como en el porcentaje de inhibición máximo a medida que se agrega 
más toxina A al cultivo, lo que indica un mecanismo competitivo mixto de inhibición para PA-39. La detección por 30 
ELISA de la toxina A después de la protección por un exceso de 100 veces de PA-39 confirmó que la inhibición de la 
toxina por PA-39 se produce al prevenir la internalización de la toxina y el efecto de la toxina citocelular. La actividad 
in vitro del mAb PA-50 en el ensayo de potencia de la toxina muestra un cambio en la EC50 a medida que se agrega 
más toxina A al cultivo, lo que indica un mecanismo competitivo de inhibición para PA-50. La detección por ELISA de 
la toxina A después de la protección por un exceso de 100 veces de PA-50 confirmó que la inhibición de la toxina por 35 
PA-50 se produce al prevenir la internalización de la toxina. 
 
Los mAb anti-toxina B 
 
En el ensayo de citotoxicidad celular usado para evaluar la potencia de neutralización y el mecanismo de acción para 40 
los anticuerpos anti-toxina B, se añadió toxina B en concentraciones crecientes a las células, como se describe en la 
Sección A de este Ejemplo. Los resultados de los experimentos de potencia en los que se evaluó la neutralización de 
la toxina B por los mAb anti-toxina B PA-41 y el mAb comparador CDB-1 se muestran en las Figuras 31E y F y en la 
Tabla B a continuación. Como se observa a partir de los datos presentados en la Tabla, la actividad in vitro de PA-41 
en el ensayo de potencia de la toxina muestra cambios tanto en la EC50 como en el porcentaje máximo de inhibición 45 
a medida que se agrega más toxina B al cultivo, lo que indica un mecanismo competitivo mixto de inhibición de PA-
41. 
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Tabla B. Resultados del experimento de potencia de la toxina B y porcentaje máximo de inhibición 

mAb  [Toxina B] 
(pg/mL)  

[EC50]* 
(nM)  Porcentaje máximo de inhibición 

PA-41  20  0,82  49  
 10  0,33  80  
 5  0,13  96  
 2  0,05  96  

mAb Comparador CDB-1 20  4,1  23  
 10  3,0  51  
 5  1,1  75  
 2  0,2  95  

*: EC50 se calculó como un porcentaje máximo de inhibición del 50% en los casos en que las 
curvas no alcanzaron el 100% de control.  

 
Con base en los ensayos descritos anteriormente en este ejemplo, un inhibidor que tiene la capacidad de neutralizar 
completamente concentraciones crecientes de toxina A o toxina B simplemente mediante la adición de mayores 5 
concentraciones de inhibidor mostraría un cambio en la EC50 a medida que se une más anticuerpo y neutraliza las 
concentraciones más altas de toxina y, por lo tanto, se consideraría un inhibidor competitivo. Un inhibidor que no puede 
superar los efectos tóxicos de las concentraciones crecientes de toxina exhibiría un efecto porcentual máximo reducido 
a concentraciones más altas de inhibidor, pero no mostraría un cambio en la EC50 y, por lo tanto, se consideraría un 
inhibidor no competitivo. Además, un inhibidor que muestra tanto un cambio en la EC50 como un efecto porcentual 10 
máximo reducido como resultado del aumento de las concentraciones de inhibidor a concentraciones más altas de 
toxina se consideraría un inhibidor competitivo mixto. Hasta cierto punto, la evaluación del mecanismo de acción 
utilizando ensayos de citoxicidad celular debe realizarse teniendo en cuenta el error involucrado en la repetibilidad del 
ensayo y la citoxicidad de fondo observada en los pozos de control que no contienen inhibidor, lo que afecta la meseta 
del porcentaje de inhibición máximo. En consecuencia, se puede observar un ligero desplazamiento hacia la derecha 15 
en los valores de EC50 a medida que aumentan las concentraciones de toxina debido a estos efectos. 
 
De acuerdo con lo anterior, para la neutralización de la toxina A y MOA, el mAb PA-39 se considera un inhibidor 
competitivo mixto debido al cambio en la EC50 y la meseta baja observada para las curvas de citotoxicidad de PA-39 
(Figura 31B), así como en el efecto porcentual máximo reducido calculado en la Tabla A. Estos datos están 20 
respaldados por los resultados de ELISA (Figura 31H), que muestran un grado de efecto citotóxico a altas 
concentraciones de PA-39, lo que indica que al menos algún MOA de PA-39 ocurre intracelularmente. Se observa que 
el mAb PA-50 es un inhibidor competitivo como lo demuestra el desplazamiento hacia la derecha en los valores de 
EC50 observados en las curvas de ensayo de citotoxicidad (Figura 31C) y por los datos presentados en la Tabla A que 
muestran un cambio mínimo en el porcentaje de inhibición máximo. Estos datos están respaldados por los resultados 25 
de ELISA (Figura 31H), que muestran la inhibición completa de la unión a la toxina A y la internalización a altas 
concentraciones de PA-50. 
 
Como se observa en la Figura 31D, el mAb comparador CDA-1 muestra un cambio mínimo en EC50, pero una 
reducción considerable del efecto porcentual máximo a medida que aumenta la toxina. Cuando los resultados 30 
mostrados en la Figura 31D se consideran con los datos presentados en la Tabla A, el mAb comparador de CDA-1 
demuestra un mecanismo de acción no competitivo, ya que toda su actividad se observa fuera de la célula. Es probable 
que el impedimento estérico de la unión a la toxina y la internalización celular sea responsable de producir los gráficos 
de datos en la Figura 31D, lo que respalda un MOA no competitivo para el mAb comparador CDA-1. 
 35 
De acuerdo con lo anterior para la neutralización de la toxina B y MOA, se considera que el mAb PA-41 exhibe un 
mecanismo de acción competitivo mixto debido al desplazamiento hacia la derecha de los valores de EC50 y el efecto 
porcentual máximo reducido observado tanto en la Figura 31E como en los datos presentados en la Tabla B. 
 
Los resultados observados para el mAb PA-41 están en contraste con los observados para el mAb comparador CDB-40 
1, que muestra un efecto porcentual máximo reducido, pero un menor grado de cambio de EC50. En este caso, el 
mecanismo de acción para la actividad del mAb comparador contra la toxina B es menos claro, particularmente en 
vista de las consideraciones de error mencionadas anteriormente. 
 
Ejemplo 8 45 
 
Prueba de los mAb de la invención contra un panel de aislados o cepas de C. difficile, que incluyen aislados o cepas 
hipervirulentas 
 
Para evaluar la capacidad de los mAb anti-toxina A y anti-toxina B de C. difficile de la invención para neutralizar toxinas 50 
de una amplia gama de aislados relevantes de C. difficile, se probó la actividad de neutralización de los mAb contra 
una colección de veinte aislados o cepas de C. difficile clínicos, toxigénicos, incluidos los aislados hipervirulentos de 
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BI/NAP1/027. Dado que C. difficile exhibe una considerable heterogeneidad entre cepas en los genes que codifican 
las toxinas A y B, estos estudios se llevaron a cabo para examinar la amplitud de la neutralización de toxinas por los 
mAb descritos, y en particular, los mAb PA-50 y PA-41. 
 
Se seleccionó un panel de aislados tóxicos clínicos de C. difficile (Tabla 6) para la diversidad geográfica y genética 5 
basada en análisis de toxinotipo, ribotipo y endonucleasa de restricción de una colección internacional de aislados o 
cepas de C. difficile mantenidos en TechLab (Blacksburg, VIRGINIA). 
 
Como se clasifica en la Tabla 6, las cepas de C. difficile incluyen 3 cepas de referencia (VPI 10463 (ATCC 43255), 
630 (ATCC BAA-1382) y 545 (ATCC 43596), seis cepas de BI/NAP1/027 derivadas de un hospital (CCL678, HMC553, 10 
Pitt45, CD196, 5, 7.1), dos cepas de toxina A-/toxina B+ (tcdA-tcdB+) (F1470, 8864), tres aislados de pacientes 
externos (MH5, CCL13820 y CCL14402) y otros aislados clínicos frecuentes ( Pitt2, CCL14137, UVA17, UVA30/TL42, 
Pitt102, Pitt7). Además, los aislados 13 (CCL13820) y 19 (Pitt 102), que se clasifican como "aislados de pacientes 
externos" y "aislado clínico frecuente (diferente del Ribotipo 027)", respectivamente, en la Tabla 6 también están las 
cepas toxA-/toxB+. Los sobrenadantes de cultivo que contienen estas toxinas de C. difficile se produjeron en TechLab, 15 
se esterilizaron por filtración y se almacenaron a 4 ºC. La presencia de las toxinas en los sobrenadantes del cultivo se 
confirmó usando el kit  de Toxina/Antitoxina de C. difficile (TechLab) y el ensayo de citotoxicidad. 
 
La actividad citotóxica de cada sobrenadante de cultivo que contiene toxina para células CHO-K1 (utilizadas para 
determinar la actividad de toxina B de sobrenadantes de cultivo) y células T-84 (utilizadas para determinar la actividad 20 
de toxina A de sobrenadantes de cultivo) se evaluó tratando células con sobrenadantes de cultivo valorados. 
 

Tabla 6. Aislados/cepas de C difficile utilizados para generar sobrenadantes 

No  Cepa  Categoría  Ribo tipo  Tipo de 
toxina   Tipo REA  Año  Ubicación  

1  VPI 10463 
ATCC 43255  

Cepas de referencia 
A+B+  

003  0  No 
conocido  ∼1975  EE. UU.  

2  
ATCC BAA- 
1382  No conocido No conocido 

No 
conocido 1982  Suiza  

3  545 ATCC 
43596  No conocido No conocido No 

conocido No conocido Lovaina, 
Bélgica  

4  CCL 678  

Ribotipo (aislados de 
hospital)  027  III  BI  

2007  Virginia,  
EE. UU.  

5  HMC553  2008  Pensilvania, 
EE. UU.  

6  Pitt 45  2001-2002  Pensilvania, 
EE. UU.  

7  Cd 196  1988  Paris, 
Francia  

8  5  2004  Quebec, 
Canadá  

9  7.1  2004  
Quebec, 
Canadá  

10  F1470  
 Cepas tcdA-tcdB+  

017  VIII  CF1  1990  Lovaina, 
Bélgica  

11  8864 CCUG 
20309  036  X  CY1  1986  Birmingham, 

Inglaterra  

12  MH 5   
 
Aislados de pacientes 
externos 
 
  

001  No conocido No 
conocido 2008  Virginia,  

EE. UU.  

13  CCL13820  017  VIII  CF  2008  Virginia,  
EE. UU.  

14  CCL 14402  027  III  BI  2008  Virginia,  
EE. UU.  

15  Pitt 2  

Aislados clínicos 

frecuentes (distinto del 
ribotipo 027)   

001  No conocido J  2001-2002  Pensilvania, 
EE. UU.  

16  CCL 14137  001  No conocido J  2008  Virginia,  
EE. UU.  

17  UVA17  002  No conocido G  2006-2007  Virginia,  
EE. UU.  

18  UVA30/TL42  014  No conocido Y  2006-2007  Virginia,  
EE. UU.  
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19  Pitt 102  017  VIII  CF  2001-2002  Pensilvania, 
EE. UU.  

20  Pitt 7  078  V  BK  2001-2002  Pensilvania, 
EE. UU.  

 
Para probar las actividades neutralizantes de los mAb de la invención, se usaron sobrenadantes de cultivo que 
contenían toxinas a la dilución máxima que dio como resultado una pérdida de viabilidad celular ≥ 95%. Los 
sobrenadantes de toxina se mezclaron previamente con diversas concentraciones de los mAb durante 1 hora y luego 
se añadieron a las células para incubación a 37 °C durante 72 horas. La viabilidad celular se midió usando CellTiter 5 
Blue (Promega). El porcentaje de supervivencia de los pozos tratados se comparó con el de los pozos de control no 
tratados y se graficaron para calcular las actividades de neutralización in vitro (EC50) de los mAb. En una primera serie 
de experimentos, la Figura 23A muestra la actividad del mAb PA-41 en la neutralización de los sobrenadantes que 
contienen toxinas usando células CHO-K1. PA-41 neutralizó de forma potente (EC50 varió de 1,1-11 M a 6,5-10 M) 
sobrenadantes de todas las cepas toxigénicas de C. difficile, incluidas todas las cepas hipervirulentas, con la excepción 10 
de tres cepas de toxina A-/toxina B+. Se ha informado que existen diferencias de secuencia significativas en los 
dominios enzimáticos de la toxina A-/toxina B+ de las cepas convencionales de C. difficile. Debido a que PA-41 se une 
al dominio enzimático de la toxina B, la diversidad de secuencia en este dominio puede explicar la actividad 
neutralizante menos efectiva de PA-41 contra la toxina B de las dos cepas de toxina A-/toxina B+. También se 
realizaron experimentos para evaluar la actividad tanto de hPA-41 como de mAb humano comparador anti-toxina B, 15 
CDB-1 (documentos WO/2006/121422; US2005/0287150), contra cepas hipervirulentas de C. difficile en la línea 
celular CHO-K1. En estos estudios, se observó que hPA-41 mostró una actividad de neutralización significativa contra 
los sobrenadantes de las 6 cepas de BI/NAP1/027, mientras que el mAb comparador CDB-1 mostró una actividad 
mínima (Figura 23B). También en estos estudios, se observó que la actividad de neutralización del mAb hPA-41 era 
> 1.000 veces que la del mAb comparador CDB-1 en la neutralización de la toxicidad de las cepas BI/NAP1/027. La 20 
actividad de neutralización del mAb hPA-41 y el comparador CDB-1 para las 2 cepas de referencia (VPI 10463 y ATCC 
43596) y 6 cepas BI/027/027 (CCL678, HMC553, Pitt 45, CD196, Montreal 5.1 y Montreal 7.1) es ilustrado en la Figura 
23B. En estos estudios, se descubrió que hPA-41 era inactivo contra tres aislados del Ribotipo 017 (Tabla 6) que son 
toxina A-/B+, aunque el mAb anti-toxina B hPA-41 exhibió una actividad de neutralización significativamente mayor 
que el mAb comparador contra otras cepas en el panel 25 
 
La actividad del mAb PA-50 en la neutralización de los sobrenadantes que contienen toxina A de cultivos de C. difficile 
usando células T-84 varió de 2,6-12 M a 7,7-11 M como se muestra en la Figura 24A. PA-50 neutralizó completamente 
los sobrenadantes de todas las cepas disponibles que producen toxina A, incluidas las cepas hipervirulentas. PA-50 
no neutralizó las cuatro cepas de toxina A-/toxina B+ (F1470, 8864, CCL13820, CCL14402), ya que estas cepas no 30 
producen ninguna toxina A. hPA-50 también fue significativamente más eficaz en neutralizar la actividad de las cepas 
restantes en el panel. En otros estudios comparativos, se encontró que la actividad de neutralización de hPA-50 contra 
las 6 cepas de BI/NAP1/027 de C. difficile que produce toxina-A era 100 veces mayor que la del mAb comparador 
CDA-1 (documentos WO/2006/121422; US2005/0287150), (Figura 24B). La hPA-50 también mostró una mayor 
actividad de neutralización que el mAb comparador CDA-1 contra las cepas de referencia productoras de toxina A de 35 
C. difficile VPI 10463 y 545. De manera similar, el mAb PA-39 neutralizó la toxina A en sobrenadantes de cultivos de 
C. difficile con valores de EC50 que varían desde 7,7-12 M a 4,8-8 M, como se muestra en la (Figura 25A). Como se ve 
para el mAb PA-50, las cuatro cepas de toxina A/toxina B+ no fueron neutralizadas por PA-39. Además, los resultados 
de estudios comparativos demostraron que la actividad de neutralización del mAb PA-39 frente a las 6 cepas de 
BI/NAP1/027 fue 100 veces mayor que la del mAb humano comparador anti-toxina A CDA-1; PA-39 también mostró 40 
una actividad significativamente más neutralizante contra las cepas restantes en el panel (Figura 25B). Se observa 
que una cepa de toxina, CCL14402, no redujo la viabilidad de las células T-84 lo suficiente como para permitir una 
medición precisa de la actividad de neutralización del mAb en el ensayo. 
 
En estos estudios, la línea celular CHO-K1, hPA-41 mostró altos niveles de actividad de neutralización contra los 45 
sobrenadantes de las 6 cepas de BI/NAP1/027, mientras que el mAb comparador CDB-1 mostró una actividad mínima. 
Se observó que el PA-41 humanizado tenía una actividad de neutralización 1.000 veces mayor que la del mAb 
comparador CDB-1 para neutralizar las cepas hipervirulentas BI/NAP1/027 de C. difficile. Las actividades de 
neutralización de hPA-41 y CDB-1 en estos estudios contra las 2 cepas de referencia (VPI 10463 y ATCC 43596) y 6 
cepas BI/027/027 (CCL678, HMC553, Pitt 45, CD196, Montreal 5.1 y Montreal 7.1) se ilustran en la Figura 23B. De 50 
manera similar, hPA-41 mostró una actividad de neutralización significativamente mayor en estos estudios en 
comparación con el mAb comparador CDB-1 contra las otras cepas en el panel, con la excepción de tres aislados de 
Ribotipo 017, que son toxina A-/B+. Se realizaron experimentos similares para evaluar la actividad de neutralización 
de hPA-39 y la del mAb humano comparador anti-toxina A CDA-1 en células T-84. Los resultados mostraron que la 
neutralización de las 6 cepas de BI/NAP1/027 por hPA-39 fue 100 veces mayor que la del mAb comparador CDA-1 55 
(Figura 25B). El PA-39 humanizado también mostró una actividad de neutralización significativamente mayor en los 
estudios que el mAb comparador CDA-1 contra las cepas restantes en el panel. Por lo tanto, los mAb hPA-41 y hPA-
39 mostraron altos niveles de actividad de neutralización de la cepa hipervirulenta anti-C. difficile contra todas las 
cepas analizadas. Esto indica que los epítopos reconocidos por estos mAb humanizados están altamente conservados 
en diversas cepas. 60 
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Similar a la Tabla 6, la Tabla 7 presenta los resultados de los experimentos de neutralización de la toxina de C. difficile 
in vitro descritos anteriormente, mostrando el panel de cepas toxigénicas de C. difficile aisladas de Norteamérica y 
Europa y los valores de EC50 resultantes generados por los mAb humanizados anti-toxina y los mAb comparadores 
CDA-1 y CDB-1. El panel incluye los ribotipos 001, 002, 003, 012, 014, 017, 027 y 078 en proporción aproximada a 
las tasas observadas clínicamente (94, 95), con la excepción de las cepas de ribotipo 017 tcdA-tcdB+, que están sobre 5 
representados en el panel. Los sobrenadantes de las cepas tcdA-tcdB+ se usaron como herramientas para identificar 
células que eran refractarias a la muerte por sobrenadantes que contenían la toxina B sola, y por lo tanto serían 
adecuadas para examinar la citotoxicidad mediada por la toxina A. VPI10463 se incluyó en el panel y permitió la 
comparación de los resultados obtenidos con toxinas purificadas y no purificadas. 
 10 
En estos estudios, el mAb humanizado PA-50 neutralizó la toxina A de una manera independiente de la cepa. La 
mediana del valor de EC50 fue de 32 pM (intervalo: 20 a 127 pM, Tabla 7), y se observaron curvas pronunciadas de 
dosis-respuesta con pendientes de Hill que típicamente eran mayores que dos (Figura 25C). PA-50 fue más activo 
que CDA-1 contra cada uno de los aislados de prueba. La mayor diferencia en potencia se observó para las cepas 
hipervirulentas 027, para las cuales PA-50 fue aproximadamente 1.000 veces más potente que CDA-1 (P = 0,0002), 15 
y para una cepa del ribotipo 078 incluida en el panel. 
 
El mAb humanizado PA-41 inhibió potentemente cada una de las cepas tcdA-tcdB+ con un valor medio de EC50 de 23 
pM (intervalo: 7,7 a 129 pM, Tabla 7), y se observó una neutralización esencialmente completa a mayores 
concentraciones (Figura 25D). PA-41 fue generalmente más eficaz que CDB-1 contra las cepas tcdA-tcdB+ y fue 20 
aproximadamente 500 veces más potente contra las cepas hipervirulentas 027 (P = 0,003). CDB-1, pero no PA-41, 
fue eficaz para neutralizar la toxina B de las cepas tcdA-tcdB+ del ribotipo 017. Finalmente, PA-41 y PA-50 exhibieron 
actividades similares contra formas de toxina crudas y purificadas de la cepa de referencia VPI 10463 (Tabla 7 y 
Figuras 25C y 25D). 
 25 

Tabla 7 Neutralización de las toxinas de diversas cepas de C. difficile in vitro 

  
EC50, pM 

mAb anti-toxina A mAb anti-toxina B 
Ribotipo Cepa PA-50 CDA1 PA-41 CDB1 

001 CCL14137 39 611 9,7 129 
001 MH5 127 384 18 73 
001 Pitt 2 27 247 13 92 
002 UVA 17 26 825 129 671 
003 VPI 10463 20 1271 7,7 136 
012 545 38 4552 15 153 
012 630 54 1019 111 1782 
014 UVA30/TL42 51 625 21 324 
017 CCL13820 N/A N/A > 105 72 
017 F1470 N/A N/A > 105 46 
027 Pitt 102 N/A N/A > 105 8,1 
027 CCL678 29 58925 77 > 105 
027 CCL14402 ND ND 19 4678 
027 CD196 61 132600 16 9812 
027 HMC553 29 109000 24 14730 
027 Montreal 5 29 87090 36 25810 
027 Montreal 7.1 31 109400 29 16800 
027 Pitt 45 43 108100 29 26510 
078 Pitt 07 32 > 105 59 8415 

 
Como se muestra en este ejemplo, los mAb humanizados PA-50 y PA-41 mostraron un alto nivel de actividad de 
neutralización contra las toxinas A y B de C. difficile, respectivamente, de cepas genéticamente diversas 
representativas de la epidemia actual de CDI. La amplitud de actividad de estos mAb es notable a la luz de la variación 30 
genotípica y fenotípica dentro de las toxinas. En particular, las toxinas neutralizadas PA-50 y PA-41 producidas por 
las cepas 027 hipervirulentas resistentes a antibióticos con actividad picomolar, mientras que se observó que los mAb 
comparadores tenían actividad nanomolar. Este resultado puede reflejar la unión reducida de CDA-1 a la toxina A de 
las cepas 027 como se informó anteriormente (90). La toxina B de las cepas 027 exhibió una marcada divergencia de 
secuencia con respecto a otras cepas de C. difficile. Las diferencias de secuencia se concentran dentro del dominio 35 
de unión al receptor del terminal carboxilo y están asociadas con una citotoxicidad aumentada in vitro. Sin embargo, 
dicha divergencia de secuencia no afectó la actividad neutralizante de PA-41, que une un epítopo dentro del dominio 
del terminal amino de la toxina B. PA-50 y PA-41 neutralizaron las seis cepas 027 en el panel con potencias 
picomolares, incluyendo la cepa CD196 que es anterior al reciente aumento en la prevalencia de 027. En general, los 
resultados indican que los epítopos para PA-50 y PA-41 se conservan ampliamente a través del linaje de 027. 40 
 
La CDI es causada típicamente por cepas de C. difficile que producen las toxinas A y B. Sin embargo, las cepas tcdA-

tcdB+ también se han relacionado con la enfermedad. Las cepas clínicamente relevantes de tcdA-tcdB+ son 
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predominantemente del ribotipo 017. Se ha informado que las cepas del ribotipo 017 exhiben una patogenicidad 
reducida en los hámsteres y codifican un tcdB atípico cuya región del terminal amino tiene una identidad de secuencia 
del 70-80% con ambas tcdB de VPI 10463 y una toxina letal (tcsL) de C. sordellii. Fenotípicamente, el ribotipo 017 
tcdB tiene características híbridas y exhibe las propiedades de unión al receptor y las especificidades de glucosilación 
de las toxinas tcdB y tcsL típicas, respectivamente. La región atípica del terminal amino de 017 tcdB proporciona una 5 
explicación probable de por qué esta toxina no fue neutralizada por PA-41 en este estudio. Aunque las cepas 017 
pueden ser regionalmente prevalentes y causar brotes locales de CDI, en general se determinó que comprenden < 
2% de las cepas encontradas en estudios clínicos internacionales de fase 3 recientes de terapias de investigación 
para el tratamiento de CDI (94, 95). 
 10 
Ejemplo 9 
 
Generación de los mAb quiméricos 
 
Se produjeron y caracterizaron anticuerpos monoclonales quiméricos que comprenden la región variable del mAb de 15 
ratón original y la región constante de IgG1 humana. Se generaron mAb quiméricos para asegurar que las regiones 
variables murinas que tienen la actividad antitoxina correcta y la especificidad de unión se clonaran y que la 
construcción de las regiones variables murinas con una región constante humana no alterara significativamente las 
propiedades de unión y neutralización de cada mAb clonado. Los mAb quiméricos exhiben típicamente la misma 
actividad de unión que los mAb de ratón progenitores. 20 
 
Los mAb PA-38, PA-39, PA-41 y PA-50 contienen todas cadenas ligeras kappa. Para generar los mAb quiméricos, las 
secuencias de ácido nucleico que codifican las regiones variables de las cadenas pesada y ligera se insertaron en 
vectores de expresión adecuados, tales como, pero sin limitarse a, pCON Gamma1 y pCON kappa, respectivamente 
(Lonza Biologics, Berkshire, Reino Unido). Los plásmidos adecuados codifican la región constante de la cadena ligera 25 
kappa humana o la región constante de la cadena pesada de IgG1 humana. Para la producción de mAb quimérico, la 
región variable de la cadena pesada de cada mAb se clonó en el plásmido pCON gamma1. El gen completo de la 
cadena pesada se subclonó en el plásmido que contenía el gen de la cadena ligera para crear un plásmido único que 
codificaba los genes de la cadena pesada y ligera. Las células 293F se transfectaron transitoriamente con este vector 
de expresión usando Effectene (Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo con el protocolo sugerido por el fabricante. El 30 
sobrenadante celular que contenía mAb quimérico secretado se recogió siete días después de la transfección y se 
purificó usando cromatografía de proteína A. Las potencias y actividades de los mAb quiméricos se compararon con 
las de los mAb murinos en ensayos de citotoxicidad y hemaglutinación. 
 
De acuerdo con el procedimiento anterior, se generaron mAb quiméricos (cPA-39 y cPA-41) con base en los mAb PA-35 
39 y PA-41 de ratón progenitor. Las concentraciones de estos mAb quiméricos en los sobrenadantes de células sin 
purificar oscilaron entre aproximadamente 2 - 11 µg/mL. En particular, el sobrenadante sin purificar de un cultivo celular 
293F transfectado que produce cPA-39 contenía 10,6 µg/mL del mAb quimérico, mientras que los sobrenadantes sin 
purificar de varios cultivos celulares 293F transfectados que producían cPA-41 contenían 9,6 - 10,9 µg/mL del mAb 
quimérico. 40 
 
Los mAb quiméricos se compararon con sus respectivos mAb de ratón progenitor para determinar la capacidad de 
neutralizar las toxinas de C. difficile in vitro realizando ensayos de citotoxicidad (cPA-39: células CHO-K1, cPA-41: 
células CHO-Kl y cPA-50: células T-84) como se describió previamente (Ejemplo 3). Se encontró que todos los mAb 
quiméricos eran igualmente efectivos en comparación con su mAb progenitor murino como se muestra en la Figura 45 
26 (PA-41), Figura 27 (PA-39) y Figura 28 (PA-50). Estos resultados demuestran el éxito de la quimerización y la 
producción de mAb quiméricos funcionales que tienen potencias de neutralización de toxinas equivalentes a las de los 
mAb de ratón progenitor. 
 
Ejemplo 10 50 
 
Humanización de mAb murino(s) y prueba de los mAb humanizados de la invención para la potencia de neutralización 
de toxinas in vitro 
 
Los mAb humanizados se han generado mediante métodos conocidos en la técnica. Ejemplos y descripciones de 55 
varios mAb humanizados incluyen, por ejemplo, Zenapax (65,66) Synagis (67-69), Herceptin (70-72), Mylotarg (73,74), 
Xolair (75-77), Raptiva (78- 80), Avastin (81,82) y Tysabri (83). Se pueden generar anticuerpos monoclonales 
humanizados que son efectivos para minimizar la inmunogenicidad, de modo que la actividad de mAb en humanos no 
se vea afectada negativamente (84-87). Preferiblemente, los mAb humanizados demuestran una actividad 
neutralizante de toxinas que está dentro del doble de los mAbs de ratón progenitores. Además, los mAb humanizados 60 
demuestran de manera óptima una potente eficacia en el modelo de hámster de la infección por C. difficile. 
 
Se usaron métodos establecidos de injerto de región determinante de complementariedad (CDR) para generar formas 
humanizadas de los mAb murinos anti-toxina A y/o anti-toxina B como se describe en este documento. El(los) mAb(s) 
humanizado(s) se compararon con el(los) mAb(s) de ratón progenitor para determinar la actividad neutralizante de 65 
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toxinas in vitro e in vivo. De acuerdo con la invención, el(los) mAb humanizados pueden retener la actividad antitoxina 
del(de los) mAb murinos progenitores y pueden ser adecuados para la dosificación repetida en humanos. 
 
A. Clonación molecular de los genes de la cadena pesada y ligera de los mAb murinos 
 5 
Se usaron métodos establecidos para la clonación de genes de anticuerpos. (88) Brevemente, el ARN total se purificó 
a partir de 1x107 células de hibridoma usando el reactivo TRIzol (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo sugerido por 
el fabricante. Se transcribieron en forma inversa 5 µg de ARN total utilizando la transcriptasa inversa SuperScript II 
(Invitrogen) utilizando un cebador oligo-dT. El ADNc resultante se trató con ARNasa H para eliminar la plantilla de 
ARN y luego se purificó usando un kit de purificación de PCR QIAquick (Qiagen) para eliminar nucleótidos y cebadores 10 
libres. A continuación, se añadió una cola de nucleótidos de guanidina al extremo 3' del ADNc usando la enzima 
transferasa terminal (NEB) en presencia de dGTP de acuerdo con el protocolo sugerido por el fabricante. El ADNc con 
cola resultante se sometió a PCR usando un cebador que se hibridó con la región constante de la cadena pesada o 
ligera y un cebador universal que se hibridó con la cola de guanosina en el ADNc. Tanto para la cadena pesada como 
para la ligera, se usó el cebador universal 5'TATATCTAGAATTCCCCCCCCCCCCCCCCC3' SEQ ID NO: 11. Para 15 
amplificar la cadena ligera, se usó el cebador 
5'TATAGAGCTCAAGCTTGGATGGTGGGAAGATGGATACAGTTGGTGC3' (SEQ ID NO: 12), mientras que la cadena 
pesada se amplificó usando el cebador 5’TATAGAGCTCAAGCTTCCAGTGGATAGAC 
(CAT)GATGGGG(GC)TGT(TC)GTTTT GGC3' (SEQ ID NO: 13), donde las secuencias entre paréntesis indican 
degeneraciones de bases. El ADN amplificado por PCR resultante se purificó usando un kit de purificación por PCR 20 
QIAquick (Qiagen) y se secuenció. Las reacciones PCR se realizaron y secuenciaron por triplicado para garantizar 
que no se introdujeran errores durante la amplificación de los fragmentos de ADN de aproximadamente 500 pares de 
bases. 
 
B. Humanización de las regiones variables de mAb 25 
 
Para producir las secuencias de los mAb humanizados, primero se identificaron los residuos de aminoácidos marco 
importantes para la estructura de la CDR. Paralelamente, las secuencias de VH y VL humanas que tienen una alta 
homología con las VH y VL murinas, respectivamente, se seleccionaron de entre las secuencias de inmunoglobulina 
humana conocidas. Las secuencias de la CDR del mAb murino, junto con cualquier resto de aminoácidos marco 30 
importante para mantener la estructura de las CDR, si es necesario, se injertaron en las secuencias marco humanas 
seleccionadas. Además, los residuos de aminoácidos marco humanos que se encontró que eran atípicos en el 
subgrupo de la región V correspondiente se sustituyeron con los residuos típicos en un esfuerzo por reducir la 
inmunogenicidad potencial del mAb humanizado resultante. Estas regiones VH y VL humanizadas se clonaron en 
vectores de expresión, tales como, pero sin limitación, pCON Gamma1 y pCON kappa (Lonza Biologics, Berkshire, 35 
RU), respectivamente. Estos vectores codifican la región o regiones constantes de los genes de cadena pesada y 
ligera de inmunoglobulina humana. Las células 293F se transfectaron transitoriamente con estos vectores de expresión 
usando el sistema Effectene (Qiagen, Valencia, CA). Los sobrenadantes celulares que contenían mAb humanizado 
secretado se recogieron siete días después de la transfección y se purificaron usando cromatografía de proteína A. 
 40 
C. Generación de células CHO estables clonadas que expresan mAb humanizados 
 
La generación de células/líneas celulares CHO estables permite la producción de cantidades suficientes de mAb para 
probar tanto en ensayos de células in vitro como en el modelo de diarrea asociada a C. difficile (CDAD) en hámsteres 
sirios dorados. Como un ejemplo, las células CHO K1 SV pueden usarse de Lonza Biologics (Berkshire, RU) utilizando 45 
un sistema de selección y amplificación de glutamina sintetasa (GS) para generar células CHO transfectadas de 
manera estable. El sistema Lonza GS generalmente produce líneas celulares CHO de alta producción que pueden 
producir cantidades considerables de mAb humanizados. 
 
Las células CHO K1 SV se expandieron en medio de cultivo de células CD CHO (Invitrogen) suplementado con IX 50 
glutamina (Invitrogen) y suplemento IX H/T (Invitrogen). Se electroporaron 1 x 107 células viables a 290 V, resistencia 
infinita y 960 uF con 40 µg de ADN plasmídico linealizado resuspendido en 100 µL de tampón TE estéril. Las células 
se transfirieron a un matraz T-150 que contenía 50 mL de medio CD CHO completo y se incubaron durante 
aproximadamente 48 horas a 37 °C y 8,0% de CO2. Las células se centrifugaron y se resuspendieron hasta una 
densidad final de 3,3 x 105 células/mL en medio de selección GS (CD CHO + suplemento IX GS (JRH Biosciences) + 55 
suplemento IX H/T) que contiene MSX (Sigma) a razón de 100 µM, se sembraron a razón de 5000 células viables/pozo 
en placas de 96 pozos (Corning) y se incubaron durante aproximadamente 3-4 semanas hasta que comenzaron a 
aparecer colonias de células primarias (clones de células transfectadas). Se tomaron muestras de aproximadamente 
300 colonias de células (clones) para la producción de mAb recombinante removiendo cuidadosamente 20 µL de 
sobrenadante y realizando un ensayo de ELISA en un formato de 96 pozos. Brevemente, las placas de 96 pozos se 60 
recubrieron con un anticuerpo de captura (anticuerpo antihumano de cabra) y luego se agregaron sobrenadantes de 
transfectantes CHO clonados (diluidos 1:800) para permitir la unión al anticuerpo de captura unido a los pozos de la 
placa. Después del lavado, se añadió a la placa un anticuerpo secundario (anticuerpo antihumano de cabra conjugado 
con fosfatasa alcalina) y se dejó unir al anticuerpo humano en la muestra antes de lavarlo para eliminar la unión no 
específica. Luego se analizó la actividad de la fosfatasa alcalina en la placa usando un kit PNPP de 1 paso (Thermo, 65 
Rockford, IL) para identificar los clones que producen la mayor cantidad de anticuerpos secretados. Los clones que 
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producen altas cantidades de mAb se expandieron en medio de cultivo de células CD CHO suplementado con IX 
glutamina y suplemento IX H/T. Los sobrenadantes celulares que contenían mAb humanizado secretado se recogieron 
y purificaron usando proteína A. Los clones que exhibían la mejor producción se subclonaron mediante dilución 
limitante y se ampliaron para producir cantidades en gramos de anticuerpo monoclonal humanizado recombinante. 
 5 
D. mAb humanizados hPA-39, hPA-41 y hPA-50 
 
Los mAb humanizados, clonados molecularmente, se aislaron como se describió anteriormente y se caracterizaron 
(véase la Sección E a continuación). La región constante de cadena ligera (L) (CL) de cada uno de los anticuerpos 
humanizados es de la clase kappa (κ); la región constante de cadena pesada (H) (CH) de cada uno de los anticuerpos 10 
humanizados es del isotipo IgG1. Se encontró que los mAb humanizados que contienen regiones variables (V) únicas 
se unen y neutralizan la actividad de la toxina A o la toxina B de C. difficile. Las regiones V de las cadenas L y H de 
los mAb humanizados pueden formar parte de una inmunoglobulina completa (Ig) o molécula de anticuerpo compuesta 
por dos polipéptidos de la cadena H y dos polipéptidos de la cadena L, típicamente unidos por enlaces disulfuro, o 
pueden ser porciones discretas o fragmentos del anticuerpo, en particular, porciones o fragmentos de anticuerpo que 15 
se unen a la toxina A y/o la toxina B y/o que neutralizan la actividad de la toxina. Los ejemplos no limitantes de 
fragmentos o porciones de inmunoglobulina adecuados que contienen la región V incluyen fragmentos F(ab), F(ab’) o 
F(ab’)2. 
Los mAb humanizados anti-toxina A y toxina B de C. difficile se produjeron de acuerdo con los procedimientos descritos 
anteriormente. El proceso de humanización produjo varios mAb humanizados anti-toxina A de C. difficile (hmAb) que 20 
se unen a la toxina A y neutralizan la actividad de la toxina A en las células susceptibles. Los ejemplos de tales hmAb 
incluyen mAb humanizado anti-toxina A de C. difficile que comprende una secuencia de polipéptidos de la cadena H 
que comprende una región VH de la SEQ ID NO: 1 (Figura 32A) y una región C de IgG1 humana y una secuencia de 
polipéptidos de cadena L que comprende una región VL de la SEQ ID NO: 3 (Figura 33A) y una región C κ humana; 
hmAb anti-toxina A de C. difficile que comprende una secuencia de polipéptidos de cadena H que comprende una 25 
región VH de la SEQ ID NO: 2 (Figura 32B) y una región C de IgG1 humana y una secuencia de polipéptidos de 
cadena L que comprende una región VL de la SEQ ID NO: 3 (Figura 33A) y una región C κ humana; hmAb anti-toxina 
A de C. difficile que comprende una secuencia de polipéptidos de cadena H que comprende una región VH de la SEQ 
ID NO: 1 (Figura 32A) y una región C de IgG1 humana y un polipéptido de cadena L que comprende una región VL de 
la SEQ ID NO: 4 (Figura 33B) y una región C κ humana; y hmAb anti-toxina A de C. difficile que comprende una 30 
secuencia de polipéptidos de cadena H que comprende una región VH de SEQ ID NO: 2 (Figura 32B) y una región C 
de IgG1 humana y una secuencia de polipéptidos de cadena L que comprende una región VL de SEQ ID NO: 4 (Figura 
33B) y una región C κ humana. Tales mAb humanizados anti-toxina A de C. difficile abarcan un hmAb PA-39 (hPA-
39) de la invención. La inmunoglobulina hPA-39 completa que tiene dos cadenas L y dos cadenas H puede producirse 
en una célula huésped que coexpresa y secreta un polipéptido de la cadena H de hPA-39 compuesto por una región 35 
VH de la invención (por ejemplo, SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 2) y una región CH adecuada, por ejemplo, del isotipo 
IgG1, tal como está contenida en GenBank acceso No. NW_001838121, y un polipéptido de cadena L de hPA-39 
compuesto por una región VL de hPA-39 de la invención (por ejemplo, la SEQ ID NO: 3; la SEQ ID NO: 4), y una 
región CL adecuada, por ejemplo, del subtipo κ, como está contenido dentro del GenBank acceso No. NW_001838785. 
 40 
Otros ejemplos de mAb humanizados anti-toxina A de C. difficile de la invención incluyen mAb humanizado anti-toxina 
A de C. difficile que comprende una secuencia de polipéptidos de cadena H que comprende una región VH de la SEQ 
ID NO: 5 (Figura 34A) y una región C de IgG1 humana y una secuencia de polipéptidos de la cadena L que comprende 
una región VL de la SEQ ID NO: 7 (Figura 35) y una región C κ humana; y mAb humanizado anti-toxina A de C. difficile 
que comprende una secuencia de polipéptidos de la cadena H que comprende una región VH de la SEQ ID NO: 6 45 
(Figura 34B) y una región C de IgG1 humana y una secuencia de polipéptidos de la cadena L que comprende una 
región VL de la SEQ ID NO: 7 (Figura 35) y una región C κ humana. Tales mAb humanizados anti-toxina A de C. 
difficile abarcan un mAb humanizado PA-50 (hPA-50) de la invención. La inmunoglobulina hPA-50 completa que tiene 
dos cadenas L y dos cadenas H se puede producir en una célula huésped adecuada que coexpresa y secreta un 
polipéptido de la cadena H hPA-50 compuesto de una región VH de la invención (por ejemplo, la SEQ ID NO: 5; la 50 
SEQ ID NO: 6) y una región CH adecuada, por ejemplo, del isotipo IgG1, tal como está contenida dentro del GenBank 
acceso No. NW_001838121, y un polipéptido de cadena L hPA-50 compuesto de una región VL de la invención (SEQ 
ID NO: 7) y una región CL, por ejemplo, del subtipo κ, tal como está contenida dentro del GenBank acceso No. 
NW_001838785. 
 55 
El proceso de humanización produjo además mAb humanizados anti-toxina B de C. difficile que se unen a la toxina B 
y neutralizan la actividad de la toxina B en células susceptibles in vitro. Los ejemplos de tales hmAb incluyen mAb 
humanizado anti-toxina B de C. difficile que comprende una secuencia de polipéptidos de la cadena H que comprende 
una región VH de la SEQ ID NO: 8 (Figura 36A) y una región C de IgG1 humana y una secuencia de polipéptidos de 
la cadena L que comprende una región VL de la SEQ ID NO: 10 (Figura 37) y una región C κ humana; y mAb 60 
humanizado anti-toxina B de C. difficile que comprende una secuencia de polipéptidos de la cadena H que comprende 
una región VH de SEQ ID NO: 9 (Figura 36B) y una región C de IgG1 humana y una secuencia de polipéptidos de la 
cadena L que comprende una región VL de SEQ ID NO: 10 (Figura 37) y una región C κ humana. Tales mAb 
humanizados anti-toxina B de C. difficile abarcan un mAb humanizado PA-41 (hPA-41) de la invención. La 
inmunoglobulina hPA-41 completa que tiene dos cadenas L y dos cadenas H se puede producir en una célula huésped 65 
adecuada que coexpresa y secreta un polipéptido de la cadena H hPA-41 compuesto por una región VH de hPA-41 
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de la invención (por ejemplo, la SEQ ID NO: 8; la SEQ ID NO: 9) y una región CH adecuada, por ejemplo, del isotipo 
IgG1, tal como está contenido dentro del Genbank acceso No. NW_001838121, y un polipéptido de cadena L hPA-41 
compuesto por una región VL hPA-41 de la invención (por ejemplo, SEQ ID NO: 10) y una región CL, por ejemplo, del 
subtipo κ, tal como está contenida dentro del GenBank acceso No. NW_001838785. 
 5 
Además, se produjeron mAb clonados humanizados (hmAb) que se unen a la toxina A o la toxina B de C. difficile y 
neutralizan fuertemente la actividad de la toxina. HmAb anti-toxina A de C. difficile PA-50 está compuesta por dos 
polipéptidos de cadena pesada, cada cadena pesada contiene una región VH y una región CH humana y dos 
polipéptidos de cadena ligera, cada cadena ligera contiene una región VL y una región CL humana. La secuencia de 
ácido nucleico (o ADNc) que codifica la secuencia de aminoácidos del polipéptido de cadena pesada hPA-50 de la 10 
SEQ ID NO: 14 se establece en la SEQ ID NO: 15, (Figura 38B); la secuencia de ácido nucleico (o ADNc) que codifica 
la secuencia de aminoácidos del polipéptido de cadena ligera hPA-50 de la SEQ ID NO: 16 se establece en la SEQ 
ID NO: 17 (Figura 38A). HmAb anti-toxina A de C. difficile PA-39 está compuesta por dos polipéptidos de cadena 
pesada, cada cadena pesada contiene una región VH y una región CH humana y dos polipéptidos de cadena ligera, 
cada cadena ligera contiene una región VL y una región CL humana. La secuencia de ácido nucleico (o ADNc) que 15 
codifica la secuencia de aminoácidos del polipéptido de cadena pesada hPA-39 de la SEQ ID NO: 18 se establece en 
la SEQ ID NO: 19, (Figura 39B); la secuencia de ácido nucleico (o ADNc) que codifica la secuencia de aminoácidos 
del polipéptido de cadena ligera hPA-39 de la SEQ ID NO: 20 se establece en la SEQ ID NO: 21 (Figura 39A). HmAb 
anti-toxina B de C. difficile PA-41 se compone de dos polipéptidos de cadena pesada, cada cadena pesada contiene 
una región VH y una región CH humana y dos polipéptidos de cadena ligera, cada cadena ligera contiene una región 20 
VL y una región CL humana. La secuencia de ácido nucleico (o ADNc) que codifica la secuencia de aminoácidos del 
polipéptido de cadena pesada hPA-41 de la SEQ ID NO: 22 se establece en la SEQ ID NO: 23 (Figura 40B); la 
secuencia de ácido nucleico (o ADNc) que codifica la secuencia de aminoácidos del polipéptido de cadena ligera hPA-
41 de la SEQ ID NO: 24 se establece en la SEQ ID NO: 25 (Figura 40A). 
 25 
Los anticuerpos monoclonales CDA-1 y CDB1 (7, 89) se prepararon para uso como mAb comparadores. Se 
sintetizaron secuencias de ADN que codifican las regiones variables de cadena pesada y ligera de Ig de 3D8 y 124 
(documentos WO2006/121422 y US2005/0287150) (DNA2.0) y se clonaron en los vectores pCON-gamma1 y pCON-
kappa. Los mAb IgG1κ,  de longitud completa se expresaron en células CHO-K1SV transfectadas de forma estable y 
se purificaron como se describió anteriormente. Cuando se probó la afinidad de unión a las toxinas A y B, mediante 30 
Biacore la inhibición de los efectos citopáticos mediados por toxinas y la hemaglutinación de acuerdo con los métodos 
publicados (7), las preparaciones de CDA1 y CDB1 exhibieron los niveles de actividad esperados. 
 
E. Caracterización in vitro de los mAb humanizados. 
 35 
Se llevaron a cabo experimentos de neutralización de la toxina de C. difficile in vitro para comparar la actividad 
funcional de los mAb humanizados con aquellos de los mAb de ratón progenitor. Como se muestra en la Figura 29, el 
mAb PA-41 humanizado (hPA-41) neutralizó en forma potente la citotoxicidad de la toxina B (EC50 de 6 pM) en 
comparación con un EC50 de 9 pM para el mAb murino PA-41 (mPA-41). Del mismo modo, se encontró que el mAb 
humanizado PA-39 (hPA-39) y el mAb humanizado PA-50 (hPA-50) eran igualmente potentes cuando se compararon 40 
con sus mAb murinos progenitores en la neutralización de la toxina A usando células CHO-K1 o células T-84 , 
respectivamente, como se muestra en la Figura 30 para hPA-39 y en la Figura 31 para hPA-50. Estos resultados 
demuestran que los mAb murinos progenitores se humanizaron con éxito y que los mAbs humanizados fueron 
funcionales y efectivos. 
 45 
De los mAbs anti-toxina de C. difficile examinados en estos estudios, PA-50 exhibieron una curva de neutralización 
dosis-respuesta distinta con coeficientes de Hill que típicamente eran mayores que dos, lo que indica inhibición 
cooperativa. Las interacciones cooperativas son comunes en la naturaleza y a menudo se caracterizan por curvas 
pronunciadas de dosis-respuesta y coeficientes de Hill > 1. Los medicamentos que muestran actividad cooperativa se 
han asociado con una mayor actividad clínica en el tratamiento de infecciones virales. Además, PA-50 se une a la 50 
toxina A de manera multivalente, una condición que a menudo es necesaria, pero no suficiente para la cooperatividad. 
 
Ejemplo 11 
 
Generación de fragmentos Fab de los mAb murinos anti-toxina de la invención. 55 
 
A. Preparación de fragmentos Fab. 
 
La fragmentación de Fab se realizó usando un kit de preparación de Fab y F(ab’)2 de IgG1 de ratón (Pierce) de acuerdo 
con las instrucciones del fabricante y los reactivos suministrados con el kit. Se usó el mismo protocolo para la 60 
fragmentación para todos los mAb; PA-39, PA-41 y PA-50. Brevemente, la suspensión de ficina inmovilizada (750 µL) 
se lavó con tampón de digestión (cisteína 75 mM, pH 5,6) antes de agregar aproximadamente 3 mg de mAb y la 
mezcla se incubó a 37 °C durante cuatro horas con rotación constante de giro vertical de 180 grados. Una vez que se 
completó la digestión, la suspensión se centrifugó y se recogió el producto de digestión. La suspensión se lavó tres 
veces con tampón de unión a proteína A y el material de lavado se añadió a la digestión completa. La columna de 65 
proteína A NAb se equilibró con tampón de unión a proteína A y se añadió la muestra de anticuerpo digerido. La 
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columna y la muestra se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos. La columna se centrifugó a 1000 g 
durante un minuto para recoger el flujo que contenía los fragmentos Fab. La columna se lavó tres veces con tampón 
de unión a proteína A. Se recogió el flujo, se cambió el tampón en PBS y se concentró. 
 
B. SDS-PAGE de fragmentos Fab 5 
 
Las muestras se analizaron mediante SDS-PAGE usando el sistema de gel Novex (Invitrogen) y todos los reactivos 
enumerados a continuación eran de Invitrogen a menos que se indique lo contrario. Las muestras se mezclaron con 
tampón de muestra NuPage y se redujeron con DTT. Las muestras reducidas y no reducidas se incubaron a 100 °C 
durante 10 minutos. Después de cargar las muestras (4 µg) en un gel Bis Tris NuPage al 4-12%, se realizó la 10 
electroforesis con tampón de operación MOPS a 180 V durante 60 minutos. Después de la electroforesis, el gel se 
incubó con fijador (metanol al 40%, ácido acético al 10%) durante 20 minutos, se enjuagó con agua y se tiñó con 
colorante Simply Blue durante la noche con rotación constante. 
 
C. Caracterización in vitro de Fab 15 
 
Se llevaron a cabo experimentos de neutralización in vitro de la toxina de C. difficile para comparar la actividad 
funcional de los Fab (▲) con la de aquella de los mAb completos (■) en función del número de sitios de unión. El Fab 
de PA-39 neutralizó fuertemente la citotoxicidad de la toxina A en las células CHO-K1 en comparación con PA-39 
completo (EC50 de 880 pM y EC50 de 200 pM, respectivamente) (Figura 41A). Se encontró que el Fab de PA-41 era 20 
igualmente potente para el PA-41 completo en la neutralización de la actividad de la toxina B en células CHO-K1 (EC50 
de 88 pM y EC50 de 80 pM, respectivamente) (Figura 41B). El Fab de PA-50 tenía un valor EC50 de 1,8 nM en 
comparación con un valor EC50 de 100 pM del mAb PA-50 completo en la neutralización de la toxina A en células T-
84 (Figura 41C). 
 25 
Ejemplo 12 
 
Análisis de inmunohistoquímica de los mAb humanizados anti-toxina de C. difficile en muestras de tejido humano 
 
El valor de la inmunohistoquímica (IHC) en el estudio de la expresión de un antígeno dado es aquel que permite la 30 
evaluación de detalles microanatómicos y la heterogeneidad en tejidos normales y tumorales. IHC es ventajoso sobre 
otros métodos de análisis porque puede localizar directamente proteínas en tipos de células individuales. Las 
diferencias de expresión génica en el tejido normal y tumoral se pueden detectar al mismo tiempo que se observan 
los cambios en el número celular y la composición. Las limitaciones de esta técnica incluyen posibles resultados falsos 
negativos debido a bajos niveles de expresión de la molécula en estudio, así como resultados falsos positivos 35 
(reactividad cruzada) debido a la unión de anticuerpos a epítopos similares o aquellos epítopos compartidos por otros 
antígenos. Para abordar estas limitaciones, este estudio se realizó a la concentración más baja posible de cada uno 
de los anticuerpos que mostraron una tinción fuerte y específica en muestras positivas de control de ratón inyectados 
con una toxina específica. 
 40 
Los mAb humanizados PA-41 y PA-50 se biotinilaron para determinar un patrón de unión inmunohistoquímica en una 
selección de tejidos humanos congelados, que incluían adrenal, vejiga, médula ósea, mama, cerebelo, corteza 
cerebral, cuello uterino, colon, esófago, ojo, trompa de Falopio, corazón, íleon, yeyuno, riñón, hígado, pulmón, ganglios 
linfáticos, músculo, ovario, nervio periférico, páncreas, paratiroides, pituitaria, placenta, próstata, piel, intestino 
delgado, médula espinal, bazo, estómago, testículos, timo, tiroides, uréter, útero y glóbulos blancos. Se tiñó un tejido 45 
de cada uno de los 37 tipos de tejido humano diferentes anteriores con cada anticuerpo. Se desarrollaron ensayos de 
IHC de trabajo para ambos anticuerpos. Se incluyó un anticuerpo de control de isotipo IgG1κ humano irrelevante para 
todas las muestras. 
 
Para la preparación del tejido, las muestras congeladas embebidas en el compuesto OCT (compuesto de incrustación 50 
de temperatura de corte óptima; Sakura, Torrance, CA) se seccionaron a 5 micras y se colocaron en portaobjetos de 
vidrio cargados positivamente. Se desarrollaron, probaron y optimizaron los métodos y las condiciones de tinción de 
IHC para cada anticuerpo y muestra de tejido. Se realizó un procedimiento de IHC biotinilado directo usando secciones 
de tejido no fijadas congeladas recién cortadas. Los portaobjetos se retiraron del criostato, se dejaron secar al aire 
durante 10 minutos a temperatura ambiente, se fijaron en etanol al 95% durante 5 minutos a temperatura ambiente y 55 
luego se lavaron en tres baños secuenciales de solución salina tamponada con Tris/tampón de lavado Tween-20 al 
0,1% (TBST; DakoCytomation) durante 3 minutos. Todos los lavados posteriores se realizaron de esta manera. La 
actividad de peroxidasa endógena se bloqueó con una incubación de 5 minutos de bloque de peroxidasa listo para 
usar a temperatura ambiente. Después de un lavado con tampón, la actividad de biotina endógena se bloqueó con 
incubaciones de 15 minutos cada una de avidina seguida de biotina en cada etapa seguido de lavados con tampón. 60 
Para PA-41, los portaobjetos se incubaron luego con el reactivo de bloqueador de la proteína Background Sniper 
durante 10 minutos a temperatura ambiente sin ningún lavado de tampón. Los portaobjetos se incubaron con el artículo 
de prueba o el reactivo de control negativo (1,25 µg/mL para PA-41 y 10 µg/mL para PA-50) durante 30 minutos a 
temperatura ambiente. El anticuerpo primario PA-50 se diluyó a razón de 1:350 en diluyente Dako mientras que el 
anticuerpo primario PA-41 se diluyó a razón de 1:3520 en diluyente Dako con prolina (250 mM, 0,576 g, Genzyme, 65 
CA) e histidina (15 mM, 0,046 g , Genzyme, CA) añadidos a 20 mL de diluyente (pH 7,7). Después de los lavados en 

E11769680
20-11-2019ES 2 757 675 T3

 



 

 56 

 

TBST, se aplicó el reactivo de detección ABC (1:50 en TBST) a las secciones de tejido para ambos ensayos de 
anticuerpos y se incubó durante 30 minutos a temperatura ambiente seguido de lavados con tampón. La 
inmunorreacción se visualizó incubando con una solución de tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobencidina (DAB) durante 
5 minutos a temperatura ambiente. Los portaobjetos se enjuagaron con agua desionizada (DI) 3 veces durante 30-60 
segundos cada uno, se contratiñeron con una hematoxilina de Mayers modificada (DakoCytomation), se volvieron 5 
azules en amoniaco al 0,2%, se deshidrataron a través de alcoholes graduados, se aclararon en xileno y se cubrieron 
con un cubreobjetos. La interpretación de los portaobjetos teñidos se realizó mediante examen microscópico. En 
general, una revisión morfológica del tejido en el portaobjetos después de la tinción de anticuerpos determinó si estaba 
presente una cantidad adecuada de tejido y si los elementos de tejido normales designados estaban representados 
adecuadamente. Las muestras que no cumplieron con los estándares anteriores fueron rechazadas del análisis por el 10 
patólogo del estudio. 
 
El sistema de puntuación incluyó un análisis semicuantitativo de la intensidad de tinción. La intensidad de tinción del 
artículo de prueba se juzgó en relación con la intensidad del portaobjetos de control de tejido que contiene una sección 
adyacente teñida con un anticuerpo de control negativo. La tinción de la sección marcada con el control de reactivo 15 
negativo se consideró tinción de "fondo". Una puntuación de "0" indica que no hay tinción en relación con el fondo; 
"1+" indica una tinción débil; "2+" indicó tinción moderada; y "3+" indicó una tinción fuerte. De acuerdo con la práctica 
estándar de patología, la intensidad de tinción se reportó al nivel más alto de intensidad observado en todos los 
elementos del tejido. 
 20 
Los resultados del análisis de IHC para los mAb humanizados PA-50 y PA-41 fueron tales que no se observó tinción 
positiva (0%) en ninguna de las muestras de tejido humano probadas. Se indicó una tinción fuerte consistente (por 
ejemplo, 3+) en los tejidos de control del músculo de la pata de ratón inyectados con toxina (Toxina A para PA-50 y 
Toxina B para PA-41) durante todo el estudio. Para PA-50, no se observó tinción positiva verdadera para ninguna 
muestra de tejido (es decir, el 100% de las células mostraron 0% de tinción). Para PA-41, no se observó una tinción 25 
positiva verdadera en los 37 tejidos humanos probados, sin embargo, la tinción positiva débil (1+) se observó como 
una intensidad de tinción más alta en el hígado normal (debido al pigmento lipocromo), pulmón normal (macrófagos 
pulmonares con un cuerpo extraño) y músculo normal (reacción consistente con tinción de artefactos). Dichos valores 
de tinción débiles para PA-41 se consideraron intrascendentes en relación con todos los controles y en vista de la 
mínima variación de tinción dentro del ensayo. 30 
 
Ejemplo 13 
 
Análisis farmacocinético de los mAb humanizados anti-toxina de C. difficile en primates no humanos 
 35 
Se realizó un estudio farmacocinético (PK) en monos Cynomolgus no alterados utilizando los mAb PA-41 o el mAb 
PA-50 humanizados purificados. En este estudio, se inyectó por vía intravenosa a monos Cynomolgus machos, no 
alterados, (Macaca fascicularis) con 1 mg/kg/animal o 5 mg/kg/animal de mAb PA-41 o mAb PA-50 humanizados 
purificados. El estudio se realizó de acuerdo con las políticas y procedimientos del Comité Institucional de Cuidado y 
Uso de Animales (IACUC). 40 
 
La Tabla 8 presenta el formato del estudio PK, mostrando que cada mAb (a una concentración de 10 mg/kg) se 
administró por vía intravenosa a dos niveles de dosis a animales no alterados. 
 

Tabla 8 Estudio PK de mAb humanizado en primates no humanos 45 

Grupo Tratamiento Ruta 
Nivel de dosis 

(mg/kg/día)  
Concentración 

(mg/kg)  
Volumen de la dosis 

(mL/kg/día)  
No. de monos 

(macho)  
1  PA-41  IV  1  10  0,1  3  
2  PA-41  IV  5  10  0,5  3  
3  PA-50  IV  1  10  0,1  3  
4  PA-50  IV  5  10  0,5  3  

 
Los animales recibieron una sola inyección intravenosa del anticuerpo del estudio al inicio del estudio. Posteriormente, 
se obtuvieron muestras de sangre mediante venopunción de vasos periféricos de cada animal en 14 puntos de tiempo 
individuales dentro de 29 días (es decir, antes de la dosis; a las 0,5, 2, 6, 12 y 24 horas el día 1 (después de la dosis); 
y los días 3, 4, 7, 9, 12, 15, 22 y 29). Las muestras de sangre se recogieron en tubos separadores de suero y se 50 
mantuvieron en hielo húmedo hasta la coagulación. Después de la coagulación, las muestras de sangre se 
centrifugaron a 1800 g durante 15 minutos a 4 °C para obtener sueros. Las muestras de suero se almacenaron a -70 
°C hasta su uso. 
 
La concentración de mAb en los sueros se determinó mediante ELISA. Las placas de ELISA de noventa y seis pozos 55 
(Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY) se revistieron durante la noche con toxina A (TechLab) o toxina B (TechLab) 
a razón de 100 ng/pozo a 4 °C. Las placas se lavaron tres veces con PBS/Tween-20® al 0,05% (PBS-T) y se 
bloquearon con 200 µL de tampón de bloqueo (PBS sin calcio o magnesio, Tween 20® al 0,1%, caseína al 1%) durante 
una hora a temperatura ambiente. El estándar de referencia de anticuerpos (mAb PA-41 o mAb PA-50 purificados) se 
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diluyó en suero de Cynomolgus no alterado agrupado al 1% (Bioreclamation) para generar una curva estándar con un 
intervalo de 0,3 - 4000 ng/mL. Las muestras de prueba diluidas y los estándares se analizaron por triplicado y se 
incubaron durante una hora a temperatura ambiente. 
 
Las placas se lavaron seis veces con PBS-T y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente con IgG1 anti-5 
humano de cabra conjugado con HRP (The Binding Site, San Diego, CA). Las placas se desarrollaron con sustrato de 
peroxidasa de un componente SureBlue TMB (KPL), se detuvieron con ácido clorhídrico 1 N (Thermo Fisher Scientific) 
y se leyeron en un lector de placas SpectraMax (Molecular Devices) a 450 nm. La concentración de mAb en cada 
mono en diferentes puntos de tiempo se calculó utilizando las curvas estándar. El análisis farmacocinético no 
comparativo se realizó con WinNonLin, Versión 4.0 (Pharsight Corp., Mountain View, CA). Los resultados de PK para 10 
mAb humanizado PA-50 se muestran en la Figura 42A; los resultados para el mAb humanizado PA-41 se muestran 
en la Figura 42B. Para PA-50 a dosis de 1 mg/kg y 5 mg/kg, la media de T1/2 (días) fue de 14,5 ± 0,3 y 12,3 ± 1,5, 
respectivamente. Para PA-41 con dosis de 1 mg/kg y 5 mg/kg, la media T1/2 (días) fue de 8,9 ± 1,3 y 9,2 ± 3,3, 
respectivamente. 
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Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Abstract, L1-1642, San Francisco, CA, 12-15 de septiembre de 2009. 
 40 
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 55 
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 60 
<170> PatentIn versión 3.5 
 
<210> 1 
<211> 117 
<212> PRT 65 
<213> secuencia artificial 
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<220> 
<223> anticuerpo, región VH 
 
<400> 1  5 

 

 
 
<210> 2 
<211> 117 10 
<212> PRT 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> anticuerpo, región VH 15 
 
<400> 2  
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<210> 3 
<211> 107 5 
<212> PRT 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> anticuerpo, región VL 10 
 
<400> 3  
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<210> 4 
<211> 107 5 
<212> PRT 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> anticuerpo, región VL 10 
 
<400> 4  

 

 
 15 
<210> 5 
<211> 118 
<212> PRT 
<213> secuencia artificial 
 20 
<220> 
<223> anticuerpo, región VH 
 
<400> 5  

 25 
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<210> 6 
<211> 118 5 
<212> PRT 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> anticuerpo, región VH 10 
 
<400> 6  
 

 
 15 
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<210> 7 
<211> 104 
<212> PRT 5 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> anticuerpo, región VL 
 10 
<400> 7  
 

 
 
<210> 8 15 
<211> 119 
<212> PRT 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> anticuerpo, región VH 
 
<400> 8  

 

 25 
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<210> 9 
<211> 119 5 
<212> PRT 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> anticuerpo, región VH 10 
 
<400> 9  
 

 
 15 
<210> 10 
<211> 107 
<212> PRT 
<213> secuencia artificial 
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<220> 
<223> anticuerpo, región VL 
 
<400> 10  
 5 

 
 
<210> 11 
<211> 30 
<212> ADN 10 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> cebador de oligonucleótido  
 15 
<400> 11 
 
tatatctaga attccccccc cccccccccc   30 
 
<210> 12 20 
<211> 46 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 25 
<223> cebador de oligonucleótido 
 
<400> 12 
tatagagctc aagcttggat ggtgggaaga tggatacagt tggtgc   46 
 30 
<210> 13 
<211> 54 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 
 35 
<220> 
<223> cebador de oligonucleótido 
 
<400> 13 
tatagagctc aagcttccag tggatagacc atgatggggg ctgttcgttt tggc   54 40 
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<210> 14 
<211> 467 
<212> PRT 
<213> secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> > anticuerpo, cadena pesada 
 
<400> 14  

 10 
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<210> 15 
<211> 1404 
<212> ADN 5 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> > anticuerpo, cadena pesada 
 10 
<400> 15  
 

 
 
<210> 16 15 
<211> 233 
<212> PRT 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> anticuerpo, cadena ligera 
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<400> 16  
 

 
 
 5 

                        
 
<210> 17 
<211> 657 
<212> ADN 10 
<213> secuencia artificial 
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<220> 
<223> anticuerpo, cadena ligera 
 
<400> 17  

 5 

 
 
<210> 18 
<211> 538 
<212> PRT 10 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> anticuerpo, cadena pesada 
 15 
<400> 18  
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<210> 19 
<211> 1617 
<212> ADN 5 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> anticuerpo, cadena pesada 
 10 
<400> 19  
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<210> 20 
<211> 234 5 
<212> PRT 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> anticuerpo, cadena ligera 10 
 
<400> 20  
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<210> 21 
<211> 705 5 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> anticuerpo, cadena ligera 10 
 
<400> 21  
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<210> 22 
<211> 540 
<212> PRT 5 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> anticuerpo, cadena pesada 
 10 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 765 
<212> ADN 5 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> anticuerpo, cadena pesada 
 10 
<400> 23 
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<210> 24 
<211> 234 5 
<212> PRT 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> anticuerpo, cadena ligera 10 
 
<400> 24 

 

 

ES 2 757 675 T3

 



 

 81 

 

 

 
 
<210> 25 
<211> 705 5 
<212> ADN 
<213> secuencia artificial 
 
<220> 
<223> anticuerpo, cadena ligera 10 
 
<400> 25  
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un anticuerpo aislado seleccionado de un anticuerpo monoclonal que se une específicamente a la toxina B de C. 
difficile producido por la línea celular de hibridoma depositada bajo el número de acceso de la ATCC PTA-9693 (PA-
41), una forma humanizada quimérica o injertada de CDR del mismo, o un fragmento de unión a antígeno del mismo; 5 
y un anticuerpo monoclonal que se une específicamente a la toxina A de C. difficile producido por la línea celular de 
hibridoma depositada bajo el número de acceso de la ATCC PTA-9694 (PA-50), una forma quimérica o injertada de 
CDR del mismo, o un fragmento de unión a antígeno del mismo. 
 
2. Un anticuerpo aislado o fragmento de unión a antígeno del mismo de acuerdo con la reivindicación 1, que neutraliza 10 
la toxicidad in vivo de la toxina A o la toxina B de C. difficile. 
 
3. Un anticuerpo aislado o fragmento de unión a antígeno del mismo de acuerdo con la reivindicación 2, en el que el 
anticuerpo o fragmento de unión a antígeno neutraliza la toxicidad in vivo de la toxina A o la toxina B de C. difficile: (i) 
en una cantidad en el intervalo de 1 µg a 1000 µg o de 1 mg/kg a 50 mg/kg; o (ii) a una dosis seleccionada de (A) 2, 15 
5, 10, 50 o 100 µg o (B) 50 mg/kg. 
 
4. Un anticuerpo aislado o fragmento de unión a antígeno del mismo de acuerdo con la reivindicación 1, que se une 
específicamente a la toxina B de C. difficile y en el que el anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo 
comprende una región VH que comprende la secuencia de aminoácidos como se establece en la SEQ ID NO: 8 o la 20 
SEQ ID NO: 9 y comprende una región VL que comprende la secuencia de aminoácidos como se establece en la SEQ 
ID NO: 10. 
 
5. Un anticuerpo aislado o un fragmento de unión a antígeno del mismo, de acuerdo con la reivindicación 1, que se 
une específicamente a la toxina A de C. difficile y en el que el anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo 25 
comprende una región VH que comprende la secuencia de aminoácidos como se establece en la SEQ ID NO : 5 o la 
SEQ ID NO: 6 y comprende una región VL que comprende la secuencia de aminoácidos como se establece en la SEQ 
ID NO: 7. 
 
6. Un anticuerpo biespecífico o un fragmento de unión a antígeno del mismo que comprende una primera región de 30 
unión a antígeno seleccionada de un anticuerpo monoclonal producido por la línea celular de hibridoma depositada 
bajo el número de acceso de la ATCC PTA-9694, un fragmento de unión a antígeno del mismo, o una versión 
humanizada injertada de CDR del anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo; y una segunda región de 
unión a antígeno seleccionada de un anticuerpo monoclonal producido por la línea celular de hibridoma depositada 
bajo el número de acceso de la ATCC PTA-9693, un fragmento de unión a antígeno del mismo, o una versión 35 
humanizada injertada de CDR del anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo. 
 
7. Una composición que comprende uno o más anticuerpos aislados, o un fragmento de unión a antígeno de los 
mismos, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5; y un portador, excipiente, diluyente o vehículo 
farmacéuticamente aceptable. 40 
 
8. La composición de acuerdo con la reivindicación 7, en la que la composición comprende al menos un anticuerpo 
anti-toxina A, o un fragmento de unión a antígeno del mismo; y al menos un anticuerpo anti-toxina B, o un fragmento 
de unión a antígeno del mismo. 
 45 
9. Una composición que comprende un anticuerpo biespecífico o un fragmento de unión a antígeno del mismo de 
acuerdo con la reivindicación 6, y un portador, excipiente, diluyente o vehículo farmacéuticamente aceptable. 
 
10. Una composición de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 que además comprende al menos un 
agente terapéutico adicional. 50 
 
11. Una composición de acuerdo con la reivindicación 10, en la que el agente terapéutico adicional se selecciona de 
metronidazol, vancomicina, fidaxomicina, nitazoxanida, rifaximina, ramoplanina o combinaciones de los mismos. 
 
12. Un anticuerpo aislado o un fragmento de unión a antígeno del mismo, que (a) se une específicamente a la toxina 55 
B de C. difficile y que comprende el VH y VL de CDR1, CDR2 y CDR3 del mAb producido por la línea celular de 
hibridoma depositada bajo el número acceso de la ATCC No. PTA-9693, en el que la VH de CDR1 corresponde a los 
residuos de aminoácidos 31 a 36 de la SEQ ID NO: 8, la VH de CDR2 corresponde a los residuos de aminoácidos 50 
a 66 de la SEQ ID NO: 8, y la VH de CDR3 corresponde a los residuos de aminoácidos 99 a 108 de la SEQ ID NO: 8 
y en la que VL de CDR1 corresponde a los residuos de aminoácidos 24 a 34 de la SEQ ID NO: 10, la VL de CDR2 60 
corresponde a residuos de aminoácidos 50 a 56 de la SEQ ID NO: 10, y la VL de CDR3 corresponde a los residuos 
de aminoácidos 89 a 97 de la SEQ ID NO: 10; o que (b) se une específicamente a la toxina A de C. difficile y que 
comprende la VH y VL de CDR1, CDR2 y CDR3 del mAb producido por la línea celular de hibridoma depositada bajo 
el número de acceso de la ATCC PTA-9694, en la que la VH de CDR1 corresponde a los residuos de aminoácidos 31 
a 35 de la SEQ ID NO: 5, la VH de CDR2 corresponde a los residuos de aminoácidos 50 a 65 de la SEQ ID NO: 5, y 65 
la VH de CDR3 corresponde a los residuos de aminoácidos 95 a 102 de la SEQ ID NO: 5 y la VL de CDR1 corresponde 
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a los residuos de aminoácidos 24 a 33 de la SEQ ID NO: 7, la VL de CDR2 corresponde a los residuos de aminoácidos 
49 a 55 de la SEQ ID NO: 7, y la VL de CDR3 corresponde a los residuos de aminoácidos 88 a 94 de la SEQ ID NO: 
7. 
 
13. Un anticuerpo aislado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o 12, un anticuerpo biespecífico de 5 
acuerdo con la reivindicación 6, o una composición de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11 para usar 
en el tratamiento de una infección por C. difficile, enfermedad asociada a C. difficile, o diarrea asociada a C. difficile 
(CDAD); o la inhibición o neutralización de la toxicidad para una célula por la toxina A o la toxina B de C. difficile. 
 
14. Anticuerpo aislado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o 12 para uso en la neutralización de 10 
las toxinas producidas por una cepa hipervirulenta de C. difficile; o la inhibición o neutralización de la toxicidad para 
una célula por una toxina de C. difficile. 
 
15. Una línea celular de hibridoma depositada bajo el número de acceso de la ATCC PTA-9693 o PTA-9694. 
 15 
16. Un ácido nucleico aislado que codifica el anticuerpo o fragmento de unión a antígeno del mismo de acuerdo con 
la reivindicación 1 o la reivindicación 12. 
 
17. Un vector de expresión que comprende un ácido nucleico aislado de acuerdo con la reivindicación 16. 
 20 
18. Una composición que comprende un anticuerpo monoclonal que se une específicamente a la toxina B de C. difficile 
producido por la línea celular de hibridoma depositada bajo el número de acceso de la ATCC PTA-9693 (PA-41), una 
forma humanizada quimérica o injertada de CDR del mismo, o un fragmento de unión a antígeno del mismo; y un 
anticuerpo monoclonal que se une específicamente a la toxina A de C. difficile producido por la línea celular de 
hibridoma depositada bajo el número de acceso de la ATCC PTA-9694 (PA-50), una forma humanizada quimérica o 25 
injertada de CDR del mismo, o un fragmento de unión a antígeno del mismo para el uso en el tratamiento de un sujeto 
que es asintomático, pero que es susceptible o está en riesgo de contraer una infección por C. difficile, enfermedad 
asociada a C. difficile o diarrea asociada a C. difficile (CDAD). 
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