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DESCRIPCION
Anticuerpos para el tratamiento de la infeccién y enfermedad asociada a Clostridium difficile
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica prioridad bajo el titulo 35 del Cédigo de los Estados Unidos, parrafo 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.

Campo de la invencion

Esta invencién se refiere en general a composiciones y terapias que pueden usarse para tratar la infeccién por
Clostridium difficile (C. difficile) y afecciones y patologias de enfermedades asociadas a C. difficile, tales como diarrea
asociada a C. diff. (CDAD), que puede resultar de la infeccion por la bacteria C. difficile. La invencién se refiere ademas
a anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los mismos que se unen especificamente a epitopos en la toxina
A y/o la toxina B de C. difficile, a composiciones que comprenden tales anticuerpos, asi como a métodos para usar los
anticuerpos o las composiciones.

Antecedentes de la invencion

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 infeccion por C. difficile se estima en
un total de mas de 750.000 casos por afo en los EE. UU., y es responsable de mas muertes que todas las demas
infecciones intestinales combinadas (1). En muchos hospitales, C. difficile constituye un mayor riesgo para los
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 dolares en los EE. UU. (3). Los brotes recientes de cepas de C. difficile con mayor virulencia o resistencia a los
antibiéticos han provocado fracasos del tratamiento, recaidas mas frecuentes y mayores tasas de mortalidad (4).

La CDAD se induce tipicamente por la alteracion de la flora del colon mediante el uso de antibiéticos tales como
clindamicina, cefalosporinas y fluoroquinolonas. (3,8) Esta perturbacion en el microambiente del colon, junto con la
exposicion a esporas de C. difficile, conduce a la colonizacion. Aproximadamente un tercio de todos los pacientes que
se colonizan desarrollan CDAD (9), lo que puede provocar diarrea severa, perforacion del colon, colectomia y muerte
(10). La CDAD resulta después de la adquisicion y proliferacién de C. difficile en el intestino, donde las bacterias C.
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 homologia estructural. Ambas tienen un dominio de unién al receptor del
terminal C que contiene mudltiples secuencias repetitivas, un dominio hidréfobo central y un dominio de
glucosiltransferasa del terminal N. El dominio de unién al receptor media la unién de las toxinas a las células epiteliales
intestinales a través de receptores del huésped que permanecen mal definidos en humanos. Después de la
internalizacion a través de una via endosémica, el dominio hidrofébico central se inserta en la membrana del
endosoma. El pH acido del endosoma desencadena la formacién de poros y la translocacion de los dominios del
terminal amino de las toxinas en el citosol. La glucosilacion del objetivo citosdlico Rho GTPasas conduce a la
interrupcion del citoesqueleto y la muerte celular. Las toxinas A y B demuestran diferentes perfiles patolégicos con
sinergia potencial para causar la enfermedad.

Los brotes recientes de una cepa hipervirulenta de C. difficile han dado como resultado mayores tasas de enfermedad
grave, recaidas mas frecuentes y mayor mortalidad. Una cepa hipervirulenta, BI/NAP1/027 tipo toxina lll, era
histéricamente poco comun, pero ahora es epidémica. Las cepas hipervirulentas, tales como B1/NAP1/027, producen
varias veces mas toxina A y toxina B que las cepas no hipervirulentas de C. difficile, lo que hace que tales cepas sean
mas formidables para tratar después de la infeccion. Dado que la resistencia de las cepas hipervirulentas a los
antimicrobianos y antibiéticos de uso comun es un problema creciente que hace que estas cepas sean mas dificiles
de tratar y contener, se necesitan enfoques de tratamiento adicionales y terapias mas potentes para combatir la
hipervirulencia y la recurrencia de la enfermedad asociada con aislados hipervirulentos de C. difficile.

Los tratamientos antibiéticos actuales para la infeccion por C. difficile incluyen el uso de vancomicina y/o metronidazol;
sin embargo, estos antibiéticos estan limitados por tasas de respuesta incompletas y tasas de reinfeccién y recurrencia
crecientes. Desde 2000, se han informado tasas de fracaso sustancialmente mas altas para la terapia con metronidazol
(23-25). Las altas tasas de recurrencia después del tratamiento con antibiéticos pueden ser el resultado de la
interrupcion continua de la flora colénica normal, dando a C. difficile la oportunidad de recuperarse con poca
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 mas del 60% después de dos o mas 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 titulos mas 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
anticuerpos antitoxina B se correlacionaron con la proteccion contra CDAD recurrente (33).
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La prevalencia de la infeccion por C. difficile ha aumentado constantemente, particularmente en los ancianos, que a
menudo son fragiles. Aproximadamente un tercio de los pacientes con infeccion por C. difficile tienen recurrencias de
su infeccion, generalmente dentro de los dos meses posteriores a la enfermedad inicial. Las infecciones repetidas
tienden a ser mas graves que la enfermedad original; a menudo son mas fatales. Los adultos mayores y las personas
con sistemas inmunes debilitados son particularmente susceptibles a las infecciones recurrentes. Si no se trata de
manera oportuna y adecuada, las complicaciones de la infeccion por C. difficile incluyen deshidratacién, insuficiencia
renal, perforacion intestinal, megacolon téxico, que puede conducir a la ruptura del colon y la muerte.

Aunque en los Estados Unidos, la infeccion por C. difficile es la infeccion mas comun adquirida por pacientes
hospitalizados, también puede adquirirse fuera de los hospitales en la comunidad. Se estima que 20.000 infecciones
con C. difficile ocurren en la comunidad cada afo en los Estados Unidos. Internacionalmente, la incidencia es muy
variable y depende de multiples factores, incluida la frecuencia con la que se usa la endoscopia para establecer el
diagnéstico, los patrones de uso de antimicrobianos y los patrones epidemiologicos.

Por lo tanto, esté claro que la enfermedad causada por la infeccién por C. difficile pone en peligro la vida de personas
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 infeccion por C. difficile para aquellos que enfrentan hospitalizacion o que estan en
atencién hospitalaria durante largo tiempo. Debido a que también existe la posibilidad de contraer la infeccion por C.
difficile fuera del entorno de un hospital, la posibilidad de que los nifios pequerios y los bebés contraigan la enfermedad
es grande. Ademas, existe la posibilidad de que los regimenes antibiéticos actuales utilizados para tratar C. difficile
estén por debajo de un nivel 6ptimo. Los pacientes que presentan enfermedad asociada a C. difficile requieren atencién
hospitalaria extensa y una estadia hospitalaria de larga duracién. Los costos asociados con el alto grado de atencion
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 numero de personal médico y de enfermeria, pruebas y
monitoreo de laboratorio, medicamentos concomitantes y medidas de apoyo adicionales.

En consecuencia, existe la necesidad de medicamentos, farmacos y tratamientos méas 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 profilactico 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
resistencia y un mayor potencial para una respuesta exitosa del paciente y resolucion de la enfermedad, lo que lleva
a la erradicacion de la enfermedad.

Los documentos WO2006/121422, US2005/287150 y el articulo titulado "Human monoclonal antibodies directed
Against toxins A and B prevent Clostridium difficile-induced mortality in hamsters"; INFECTION AND IMMUNITY,
American Society for Macrobiology, Estados Unidos, vol. 74, N? 11, noviembre 1 de 2006, paginas 6339 - 6347, todos
describen el anticuerpo 3D8 antitoxina A y el anticuerpo 124 antitoxina B que se usan como agentes de comparacion
en la solicitud en cuestién.

Sumario de la invencién

El alcance de la invencidn esta definido por las reivindicaciones adjuntas. La invencion 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 nimero cada vez mas frecuente de sujetos
afectados con infeccién y enfermedad asociada a C. difficile, proporcionando una mejor calidad de vida, resolviendo
la CDAD y la infeccion por C. difficile y ayudando a la supervivencia de estos individuos infectados.

En un aspecto, la invencién proporciona un anticuerpo aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo como se
define en las reivindicaciones adjuntas.

En otro aspecto mas, se proporciona un vector de expresion que comprende al menos una molécula de &cido nucleico
que codifica los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los mismos como se define en las reivindicaciones.

En una realizacion, el anticuerpo anti-toxina A de C. difficile aislado o el fragmento de unién al antigeno neutraliza la
toxicidad in vivo de la toxina A de C. difficile. En una realizacién, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
neutraliza la toxicidad in vivo de la toxina A de C. difficile en una cantidad de 0,1 pg a 1000 ug, o 1 pg/kg a 100.000
pg/kg. En otra realizacion, el anticuerpo aislado o el fragmento de unién a antigeno neutraliza la toxicidad in vivo de la
toxina A de C. difficile en una cantidad seleccionada de 0,5 pg-1000 pg, o de 5 ug-250 pg, o de 10 mg/kg-50 mg/kg.
En una realizacion, el anticuerpo monoclonal, o su fragmento de unién a antigeno, esta en forma quimérica o
humanizada.

En otra realizacion, el anticuerpo anti-toxina B de C. difficile o el fragmento de unién al antigeno neutraliza la toxicidad
in vivo de la toxina B de C. difficile. En una realizacion, el anticuerpo aislado o fragmento de unién a antigeno del
mismo neutraliza la toxicidad in vivo de la toxina B de C. difficile en una cantidad seleccionada de 0,5 ug-1000 pug, 0,5
Mg, 5 ug, 40 pg, 50 pg, 100 pg, 200 pg, 1000 pg, o de 10 mg/kg-50 mg/kg. En una realizacion, el anticuerpo monoclonal,
o su fragmento de unién a antigeno, esta en forma quimérica o humanizada.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2757675713

El anticuerpo o fragmento de unién a antigeno, cuando se administra a un sujeto infectado con C. difficile en
combinacion con un anticuerpo aislado o fragmento de union a antigeno del mismo que se une y/o neutraliza
especificamente 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 simultaneamente.
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
de unién a antigeno como se define en el presente documento, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo esta en forma de, o estd comprometido en, un anticuerpo biespecifico o bifuncional.

En otro aspecto, se proporciona una composiciéon que comprende uno o mas de los anticuerpos o fragmentos de unién
a antigeno de los mismos, como se define en el presente documento, y un portador, excipiente, vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion, cada mAb esté presente en la composicion en la misma cantidad. En una realizacién, cada mAb
esta presente en la composicion en una relacion 1:1, en peso, entre si. En una realizacién, cada mAb esta presente
en la composicion en diferentes cantidades. En una realizaciéon, cada mAb estd presente en la composicion en
proporciones diferentes a 1:1, en peso, entre si, en donde las proporciones son como se proporcionan en el presente
documento. En una realizacién, la composicion comprende ademas un agente terapéutico adicional. En una
realizacién, el agente terapéutico adicional es un antibidtico, antibacteriano, acteriocida, bacteriostatico o una
combinacion de los mismos. En una realizacion, el agente terapéutico adicional es metronidazol, vancomicina,
fidaxomicina o una combinacién de los mismos.

Otro aspecto proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de unién a antigeno del mismo, o una composicion,
como se define en el presente documento para uso en el tratamiento de un sujeto con infeccion por C. difficile o
enfermedad asociada a C. difficile. En una realizacion, las composiciones incluyen uno o mas anticuerpos de la
invencion, preferiblemente en forma humanizada. En una realizacién, las composiciones contienen al menos un
anticuerpo anti-toxina A proporcionado en este documento en forma humanizada, o un fragmento de unién a antigeno
del mismo, y al menos un anticuerpo anti-toxina B de la invencién en forma humanizada, o un fragmento de unién a
antigeno del mismo. En diversas realizaciones, uno o mas reactivos, farmacos, compuestos o ingredientes
terapéuticos adicionales pueden incluirse en las composiciones. En una realizacion, las composiciones incluyen
ademas un portador, diluyente, vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. En una realizacion, las
composiciones se administran en una cantidad eficaz para tratar la infeccion por C. difficile o la enfermedad asociada
a C. difficile, por ejemplo, diarrea asociada a C. difficile (CDAD). En una realizacion, se administran dos composiciones
al sujeto en una cantidad eficaz para tratar la infeccién por C. difficile o la enfermedad asociada a C. difficile. En una
realizacién, las dos composiciones se administran al mismo tiempo. En una realizacion, las dos composiciones se
administran en momentos diferentes.

Otro aspecto proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de unién a antigeno del mismo como se define en el
presente documento para inhibir o neutralizar la toxicidad para una célula por la toxina Ay la toxina B de C. difficile.

En una realizacion, el anticuerpo anti-toxina A y el anticuerpo anti-toxina B estan en forma humanizada. En una
realizacién, el anticuerpo anti-toxina A y el anticuerpo anti-toxina B estan en forma quimérica. En una realizacion, los
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos se administran al mismo tiempo. En una realizacion, los
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos se administran en diferentes momentos. La célula puede
estar presente en un sujeto y los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno 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.

Otro aspecto proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de unién a antigeno del mismo como se define en el
presente documento, para neutralizar toxinas producidas por una cepa hipervirulenta de C. difficile. En una realizacién,
los anticuerpos son anticuerpos humanizados. En una realizacion, los anticuerpos son anticuerpos quiméricos. En
realizaciones, los anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los mismos se administran al mismo tiempo o en
momentos diferentes. En una realizacion, las toxinas de la cepa hipervirulenta son la toxina A y la toxina B. En una
realizacién, la cepa hipervirulenta de C. difficile es una o mas de BI/NAP1/027, CCL676, HMC553, Pitt45, CD196,
Montreal 5, o Montreal 7.1. En una realizacién, el anticuerpo anti-toxina A o el fragmento de unién a antigeno 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 ECso de 2,6'2M a 7,7-""M o de 7,7-'>M a 4,88 M. En una realizacion, el anticuerpo
anti-toxina B o el fragmento de union a antigeno 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 ECso de 1,1 M a
6,510 M.

En otro aspecto, se proporciona una composicion que comprende (i) un anticuerpo anti-toxina A de C. difficile o un
fragmento de union a antigeno 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 unién a antigeno del mismo como se describe en el presente documento, para uso en el
tratamiento de un sujeto que es asintomatico, pero que esta en riesgo de contraer o que es susceptible de contraer
infeccion por C. difficile, enfermedad asociada a C. difficile, o diarrea asociada a C. difficile (CDAD). En una realizacion,
el sujeto esta hospitalizado.

En diversas realizaciones dirigidas a cualquiera de los anticuerpos monoclonales humanizados anteriores de la
invencion, la region CH del anticuerpo monoclonal se selecciona de 1gG1, 19G2a, 1gG2b, IgG3, IgG4, IgA, IgE o IgM.
En una realizacion, la region CH es IgG1. En una realizacion, la region CL se selecciona del isotipo kK 0 A. En una
realizacién, la regién CL es del isotipo k. En otras realizaciones, las CDR, es decir, CDR1, CDR2 y/o CDR3, de los
anticuerpos humanizados, o fragmentos de union a antigeno de los mismos, como se describe en este documento,
estan 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 invencién.

Estos y otros aspectos de la invencién se describiran con mas detalle en relacion con la descripcion detallada de la
invencion.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A-1C demuestran la especificidad de mAb anti-toxina de C. difficile de la invencion para la toxina A y/o
la toxina B mediante ELISA. Las placas de ELISA se recubrieron con toxina A (circulos rellenos) o toxina B (cuadrados
sin relleno) durante la noche a 4 °C. Después de lavar y bloguear las placas, se valoré el mAb murinos PA-38 (A), PA-
39 (B) o PA-41 (C) y se anadi6 a las placas. La union del anticuerpo monoclonal se detectd con IgG-Fc anti-ratéon de
cabra conjugado con HRP. Se midié la OD en un lector de placas SpectraMax M5 (Molecular Devices).

Las Figuras 2A-2D proporcionan resultados de ensayos de caracterizacion de uniéon de Biacore usando mAb murinos
PA-38, PA-39, PA-41 y PA-50. La especificidad de unién se determind usando un instrumento Biacore 3000 (GE
Healthcare). Los mAb (PA-38 (2A), PA-39 (2B), PA-50 (2C), PA-41 (2D) o mAb no especifico 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 unién se realizaron a 25 °C en PBS. La toxina A o la toxina B purificadas (List Biological Laboratories)
a 30 nM se pas6 sobre el control (mAb no especifico) y las células de flujo de prueba a una velocidad de flujo de 5
pL/min con una fase de asociacion (600 s para PA-38, PA-39 y PA-41;y 300 s para PA-50) y una fase de disociacion
(300 s para PA-38, PA-39 y PA-41; y 600 s para PA-50). Los graficos se presentan en RU a lo largo del tiempo.

Las Figuras 3A-3E y 3F-3H muestran los resultados de la cinética de unién anticuerpo-toxina de acuerdo con lo
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 ratdn de Biacore. Luego se pasé 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 uL/min. Todas las
concentraciones de mAb se probaron por duplicado y la superficie del chip se regeneré después de cada proceso
utilizando las condiciones especificadas en el kit. Los cambios en RU se registraron y analizaron utilizando el modelo
de unién 1:1 con el Software Bia Evaluation (Langmuir) que calculé la Ko del mAb para la toxina. Figura 3A: unién de
PA-38 a la toxina A; Figura 3B: union de PA-50 a la toxina A; Figura 3C: unién de PA-39 a la toxina A; Figura 3D: union
de PA-39 a la toxina B; y Figura 3E: unién 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 (linea designada "(rojo)") o la toxina B (linea designada "(azul)") a 30 nM se
pasoé sobre las celdas de flujo de prueba (mPA-50, mPA-41 o mPA-39) a una velocidad de flujo de 5 pL/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).

La Figura 4 demuestra la actividad de neutralizacion 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 incubé con concentraciones variables
de PA-39 durante 1 hora a 37 °C (Ejemplo 3A). Las mezclas de mAb-toxina se afadieron luego a células CHO-K1
sembradas en placas de 96 pozos a razén de 2.000 células/pozo y se incubaron durante 72 horas. La supervivencia
celular se compar6 en cultivos tratados y no tratados y se calculd la concentracion de los mAb requeridos para la
neutralizacion del 50% de la citotoxicidad (ECso). La viabilidad celular se determind 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 us6 luego para
determinar la ECso de mAb. Los puntos de datos representan el promedio de tres pozos en la misma placa.

La Figura 5 demuestra la actividad de neutralizacion 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 incubé con concentraciones variables
de PA-41 durante 1 hora a 37 °C (Ejemplo 3B). Las mezclas de mAb-toxina se afadieron luego a células CHO-K1
sembradas en placas de 96 pozos a razén de 2.000 células/pozo y se incubaron durante 72 horas. La supervivencia
celular se compar6 en cultivos tratados y no tratados y se calculd la concentracion de los mAb requeridos para la
neutralizacién del 50% de la citotoxicidad (ECso). La viabilidad celular se determiné 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 us6 luego para
determinar la ECso de mAb. Los puntos de datos representan el promedio de tres pozos en la misma placa.

La Figura 6 demuestra la actividad de neutralizacion in vitro de la actividad de la toxina A usando los mAb murinos
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 combinacién de mAb valorados (PA-38 (m) 0 PA-50 (A)) y la toxina A (60 ng/mL).
Después de la incubacion (72 horas), se comparé la supervivencia celular en cultivos tratados y no tratados y se
calculd la concentracién de los mAb requeridos para la neutralizacién del 50% de la citotoxicidad (ECso). La viabilidad
celular se determiné 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 usé luego para determinar la ECso 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 (m) 0 PA-50 (A) por su capacidad para
bloquear o prevenir la hemaglutinacion inducida por la toxina A de los glébulos rojos de conejo (RBC). La toxina A (2
pg/mL) se combind con varias diluciones de PA-38 o PA-50 y la mezcla se anadié a placas que contenian 50 pL de
eritrocitos de conejo. Las placas se incubaron a 4 °C durante 4 horas. La hemaglutinacién se cuantific6 como
intensidad de color usando el analisis de matriz de puntos de ImageQuant 400 (GE Healthcare). Los datos se
representaron como % de control, y el 100% no representa hemaglutinacién. Los puntos de datos representan el
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 invencién 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 camara superior
de una placa de Ensayo Caco-2 Multiscreen de 96 pozos (Millipore). Después de una incubacién de 10-14 dias, se
confirmd la formacion de una monocapa apretada midiendo la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) utilizando un
voltimetro de epitelio (World Precision Instruments). Después de que se estableci6 y determiné la integridad de la
monocapa, se agregaron toxina A (25 ng/mL) y los mAb murinos diluidos en serie (PA-38 (m) 0 PA-50 (A)) a la camara
superior de la placa de ensayo. Las placas se incubaron durante 18-24 horas, y el valor se midié de TEER usando el
voltimetro. La integridad de la monocapa se compar6 en pozos no tratados y tratados con toxinas. Los datos de
inhibicion se ajustaron a una curva de regresion no lineal de respuesta sigmoidal a la dosis utilizando el software
GraphPad Prism para determinar la concentracion de mAb requerida para la inhibicién del 50% de la toxina (ECso).

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
ratones/grupo) con mAb murino PA-38 o mAb murino PA-50 en las cantidades indicadas, o con PBS (200 pL) el dia
0. La actividad de neutralizacion de un anticuerpo monoclonal comparador anti-toxina A, denominado en el presente
documento CDA-1, se evalu6 en las cantidades de anticuerpo indicadas (9C). El mAb comparador CDA-1 anti-toxina
A se produjo sintetizando acidos 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 expresion de IgG1 humana
de longitud completa (pPCON-gammai y pCON-kappa). EIl mAb comparador CDA-1 se expresd y produjo en células
CHO-KSV1 y se purific6 como se describe en la seccion de Ejemplos en el presente documento. Los ratones fueron
inyectados con 100 ng de toxina A (200 uL) en el dia 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 Unica de 2 ug de mAb/animal, mientras que el mAb comparador CDA-1
(5 pg/animal) fallo 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 L) el dia 0. Luego se inyecté a los ratones con 100 ng de toxina B (200 puL) eneldia 1y
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 Unica de 5 ug de mAb/animal. Se realizd6 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 acidos nucleicos (DNA2.0) que codifican regiones
variables de cadena pesada y ligera de 124 (documentos W02006/121422 y US2005/0287150), que se clonaron en
vectores de expresion de IgG1 humana de longitud completa (p.CON-gamma1 y pCON-kappa). El mAb comparador
CDB-1 se expres6 y produjo en células CHO-KSV1 y se purificé como se describe en la seccion de Ejemplos en el
presente documento. Los resultados de estos experimentos no mostraron actividad de neutralizacion de la toxina B
por parte del mAb comparador CDB-1, incluso en una cantidad de 250 pg.

La Figura 11 demuestra la capacidad de una combinacion de mAb murinos PA-38 y PA-41 (PA-38 + PA-41) de la
invencion 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 combinacién de mAb PA-38 + PA-41 o con PBS (200 pL) el
dia 0. Luego se inyectaron los ratones con 100 ng de una combinacién de toxina A y toxina B (200 pL) en el dia 1y
se monitorizaron diariamente durante las primeras 72 horas y semanalmente a partir de entonces. Los gréaficos para
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toxina, PA-38 sola (circulos sin relleno) y PA-41 solo (diamantes rellenos) se superponen en el gréafico. Los resultados
muestran que ni el mAb PA-38 (circulos 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 infeccion por C. difficile. En contraste, la
combinacion de PA-38 y PA-41 (PA-38 + PA-41) a 50 ug cada uno (triangulos 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
combinacion de PA-38 y PA-41 (PA-38 + PA-41) a 5 ug cada uno (circulos rellenos) proporciond cierta proteccion
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 hamsteres para los mAb murinos PA-38 y
PA-41. Los hamsteres fueron dosificados ip con 2 mg/kg (o) o 10 mg/kg (m) de mAb PA-38 (12A) o PA41 (12B). Los
animales se desangraron a intervalos establecidos y el suero se analiz6é usando un ELISA con placas recubiertas de
toxina e IgG anti-ratén de cabra, conjugado con HRP para la deteccién. 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 analisis de WinNonLin se
realizé en cada curva. Ambos anticuerpos monoclonales tienen una vida media terminal de mas de 6 dias.

La Figura 13 ilustra los resultados de supervivencia del estudio con hamsteres descrito en el ejemplo 5B. En este
estudio, los hamsteres fueron tratados con clindamicina, inoculados con C. difficile (m control infectado, Grupo 3) y
luego tratados con vancomicina (9 20 mg/kg, Grupo 4), una combinacién de mAb murinos PA-38 + PA-41 (A 50, 50
mg/kg, Grupo 6), o una combinacién de los mAb PA-39 + PA-41 (o 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
tratados con una combinaciéon de los mAb anti-toxina A y anti-toxina B de la invencién sobrevivieron y estuvieron
protegidos contra la toxicidad de C. difficile durante la duracion del estudio.

La Figura 14 muestra el peso corporal medio (en gramos) de hamsteres del estudio descrito en el ejemplo 5B. Los
grupos de tratamiento de animales son los siguientes: control no infectado (4, Grupo 1); control tratado con
vancomicina (m, Grupo 4); Grupo tratado con combinacion de mAb murino PA-38 + PA-41 (x, Grupo 6), o grupo tratado
con combinacion de mAb murino PA-39 + PA-41 (e, Grupo 7). Los animales en el grupo de control infectado (Grupo
3) no sobrevivieron durante 5 dias; por lo tanto, no se pudo realizar una medicién del peso corporal después de la
infeccion para el Grupo 3.

Las Figuras 15A-15D representan resultados de necropsia postmortem del estudio con hamsteres 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 combinacion de mAb murino PA-
38 + PA-41;y (D) Grupo 7, grupo tratado con combinacion de mAb murino PA-39 + PA-41. Las flechas indican el ciego
de cada hamster. El ciego estaba notablemente rojo e inflamado en el grupo de control infectado 3 (B). Por el contrario,
la ceca de los hamsteres 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 hamsteres descrito
en el ejemplo 5C. En este estudio, los hamsteres fueron tratados con clindamicina, inoculados con C. difficile (m control
infectado, Grupo 1), y luego diferentes grupos de animales fueron tratados con vancomicina (4 20 mg/kg, Grupo 2),
la combinacion de mAb murinos PA-39 + PA-41 (A 50 + 50 mg/kg, Grupo 3), mAb murino PA-41 solo (o 50 mg/kg,
Grupo 4), mAb murino PA-38 solo (V 50 mg/kg, Grupo 5), mAb murino PA-39 solo (o 50 mg/kg, Grupo 6), 0 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 hamsteres
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 (m, control infectado, Grupo 2); tratados con vancomicina (<>, 20 mg/kg,
Grupo 3); tratados con una combinacién 1:1 de mAb PA-50 + PA-41 humanizados ((hPA-50 + hPA-41), A, 50 + 50
mg/kg, Grupo 4); tratados con una combinacion 1:1 de mAb PA-50 + PA-41 humanizados ((hPA-50 + hPA-41), o, 20
+ 20 mg/kg, Grupo 5); tratados con una combinacion 1:1 de los mAb comparadores CDA-1 + CDB-1 ((CDA-1 + CDB-
1), V, 50 + 50 mg/kg, Grupo 6); o tratados con una combinacion 1:1 de los mAb comparadores CDA-1 + CDB-1 ((CDA-
1 + CDB-1), o 20 + 20 mg/kg, Grupo 7). La Figura 16B-2 ilustra los resultados del cambio de peso del estudio con
hamsteres 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 comparacién con los animales de control no
infectados.

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): Analisis 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.

Las Figuras 18A-18C muestran la deteccién con SDS-PAGE (A) y transferencia Western (B, C) de fragmentos de
toxina B de C. difficile utilizando mAb anti-toxina B. (A): andlisis SDS-PAGE de fragmentos de la toxina B generados
por el tratamiento con caspasa 1 (igual que la Figura 17B); (B): deteccién por transferencia Western de fragmentos de
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toxina B usando mAb PA-41. (C) Deteccion por transferencia Western de fragmentos de toxina B usando mAb murino
PA-39.

Las Figuras 19A-19E muestran la caracterizacién de mAb murinos anti-toxina de C. difficile por unién de Biacore. Se
evalu6 la unién competitiva de los mAb anti-toxina. (A): mAb PA-41 se une a un solo epitopo en la toxina B. (B): el
mAb PA-39 se une a un solo epitopo en la toxina A. (C): los mAb PA-39 y PA-41 se unen a diferentes epitopos en la
toxina B. La unién del mAb PA-41 a la toxina B es epitépicamente diferente de la unién 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 epitopo de unién de mPA-41. La adicion del mAb comparador
CDB-1 produjo una sefal aumentada, lo que demuestra que mPA-41 y el mAb comparador CDB-1 se unen a diferentes
epitopos en la toxina B. (E): el analisis 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 unién y se unen a diferentes
epitopos en la toxina B.

Las Figuras 20A-20C muestran que la toxina A de C. difficile se escinde utilizando enteroquinasa (EK). (A): la toxina
A de C. difficile de longitud completa y sus dominios. (B): el analisis 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 tincion con azul de Coomassie (SDS-PAGE), (A) y la deteccién por transferencia
Western (B, C) de fragmentos de toxina A de C. difficile utilizando mAb murinos anti-toxina A. (A): el andlisis SDS-
PAGE de fragmentos de toxina A generados por tratamiento con EK (igual que en la Figura 20B). (B): deteccion por
transferencia Western de fragmentos de toxina A utilizando mAb PA-50. (C): deteccién 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.

Figuras 22A-1 y A-2-22F. Las Figuras 22A-1 y A-2-22D muestran la caracterizacion de la unién de mAb anti-toxina A
murina a la toxina A de C. difficile usando un ensayo de unién Biacore. Figura 22A-1: se observé que el mAb PA-50
se unia a multiples sitios en la toxina A. Figura 22A-2: el mAb PA-50 se inmovilizé 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
WO/2006/121422; US2005/0287150). Figura 22B: toxina A capturada por el mAb comparador CDA-1 en el chip
Biacore que une ademas CDA-1 adicional y mAb PA-50, mostrando las diferencias en los epitopos de toxina A unidos
por los anticuerpos. Figura 22C: el epitopo de unién a mAb PA-39 en la toxina A es diferente del epitopo de unién al
mAb comparador CDA-1 en la toxina A. Figura 22D: se realizd la unién 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-
50 adicional y también mPA-39, lo que demuestra que hay multiples copias del epitopo mPA-50 en la toxina Ay que
mPA-50 y mPA-39 se unen a epitopos dispares en la toxina A. Figuras. 22E y 22F: los resultados de Biacore se
confirmaron mediante andlisis de transferencia Western utilizando toxina A que no se traté o se tratd con la enzima
enteroquinasa (EK). (E): mPA-39 y el mAb comparador CDA-1 muestran diferentes patrones de union a la toxina A
tratada con EK (Carril: TcdA/EK), lo que indica diferentes dominios de unidn y epitopos en la toxina A. (F): mPA-50 y
el mAb comparador CDA-1 se unen al mismo dominio de toxina A, pero a diferentes epitopos.

Las Figuras 23A y 23B demuestran la actividad neutralizante de PA-41 in vitro contra un panel diverso de veinte
aislados clinicos 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
ambulatorio y otros 6 aislados clinicos 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 clinicos de C. difficile
como se presenta en el Ejemplo 8, Tabla 6. El mAb purificado PA-41 se diluyé en serie y luego se mezclé con un
sobrenadante con factor de dilucién predefinido que puede causar 90% de muerte celular. Las mezclas se incubaron
durante 1 hora a 37 °C y luego se anadieron a células CHO-K1. Las células se incubaron durante 72 horas, y la
viabilidad celular se midié usando Cell-Titer Blue. La Figura 23B ilustra la actividad neutralizante del mAb humanizado
hPA-41, asi como la del mAb comparador CDB-1 contra las 2 cepas de referencia de C. difficile (VP1 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 neutralizacion del mAb hPA-41 (cuadrados rellenos) y mAb comparador CDB-1 (tridngulos rellenos) en
células CHO-K1 contra sobrenadantes de cepas de referencia (VPI 10483 y ATCC 43596) y se muestran las cepas
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 clinicos toxigénicos
de C. difficile descritos para las Figuras. 23A y B. La Figura 24A muestra la actividad de neutralizacion de mAb murino
PA-50 en células T-84 contra los sobrenadantes generados a partir de diferentes cultivos de aislados clinicos de C.
difficile como se presenta en el Ejemplo 8, Tabla 6. EI mAb purificado PA-50 se diluyé en serie y luego se mezclé con
un sobrenadante con factor de dilucion predefinido que puede causar mas 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 midié 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
de neutralizacién de hPA-50 (cuadrados rellenos) y el comparador CDA-1 (triangulos 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 titulo 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
concentracion era demasiado baja.

Las Figuras 25A-25D demuestran la neutralizacion 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 clinicos de C. difficile como se presenta en el Ejemplo 8, Tabla 6. El
mAb PA-39 (sobrenadante de hibridoma) se diluy6 en serie y se muestra el factor de dilucion de cada sobrenadante.
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 neutralizacion de PA-39 (cuadrados rellenos) y el mAb
comparador CDA-1 (triangulos 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 titulo
de toxina A era muy bajo; no habia 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 concentracién 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
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 comparacién con el mAb murino homdélogo PA-41. Se generaron dos mAb PA-41
quiméricos; uno que tenia un sitio de glicosilacién eliminado en la regién VL, designado como cPA-41 (NG), y otro que
no tenia un sitio de eliminacién de glicosilacion, designado como cPA-41 (G) en la Figura. Tanto cPA-41 (NG) como
cPA-41 (G) mostraron niveles de neutralizacién 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.
difficile (1 pg/mL, Listlab) en células CHO-K1 en comparacion 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 comparacion con el mAb murino PA-50 (mPA-50) progenitor.

La Figura 29 muestra la actividad de neutralizacion 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 comparacion con los controles se
midié usando CellTiter Blue. EIl mAb hPA-41 neutraliza eficazmente la toxicidad de la toxina B (2 pg/mL, TechLab) en
células CHO-K1 con una ECsp de 6 pM y fue practicamente equipotente que el anticuerpo monoclonal murino
progenitor (mPA-41).

La Figura 30 muestra la actividad de neutralizacién in vitro de mAb murino PA-39 (mPA-39) y humanizado PA-39 (hPA-
39) contra la toxina A de C. difficile. EIl mAb hPA-39 neutraliza efectivamente la toxicidad de la toxina A (20 ng/mL,
TechLab) en células CHO-K1 con una ECso de 50 pM y fue practicamente equipotente que el anticuerpo monoclonal
murino progenitor (mPA-39).

Las Figuras 31A-31H muestran los resultados de la actividad de neutralizacion in vitro y los estudios de mecanismo
de accion (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, 3y 7. La Figura 31A muestra que el mAb humanizado PA-
50 (hPA-50) neutralizé efectivamente la toxicidad de la toxina A (60 ng/mL, TechLab) en células T-84 en comparacioén
con el mAb murino PA-50 progenitor (mPA-50). Las Figuras 31B-D muestran las actividades de neutralizacion de los
mAbs anti-toxina A PA-39 y PA-50 en comparacion con la del mAb comparador anti-toxina A CDA-1. Los valores de
ECso y del porcentaje de inhibicién maximo son como se presentan en la Tabla A del Ejemplo 7C. Las Figuras 31E y
F muestran la actividad de neutralizacion de mAb anti-toxina B PA-41 en comparacion con la de mAb comparador anti-
toxina B CDB-1. Los valores de ECso y del porcentaje de inhibicidn méaximo son los presentados en la Tabla B del
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 internalizacion de la toxina A en las células y para evaluar las actividades de estos mAb en
la prevencion de la internalizacion de la toxina A en relacion con el control de anticuerpos policlonales anti-toxina A de
cabra y sin control de anticuerpos.

Las Figuras 32A y 32B representan las secuencias de aminoacidos de las regiones VH humanizadas de PA-39 (hPA-
39), SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2. Los residuos de aminoacidos se muestran en codigo de una letra. Los nimeros
sobre las secuencias indican las ubicaciones de acuerdo con Kabat et al. Las ubicaciones de las CDR estan
subrayadas.
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Las Figuras 33A y 33B representan las secuencias de aminoacidos de las regiones VL humanizadas de PA-39 (hPA-
39), SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4. Los residuos de aminoacidos se muestran en codigo de una letra. Los nimeros
sobre las secuencias indican las ubicaciones de acuerdo con Kabat et al. Las ubicaciones de los CDR estan
subrayadas.

Las Figuras 34A y 34B representan las secuencias de aminoacidos de las regiones VH humanizadas de PA-50 (hPA-
50), SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6. Los residuos de aminoacidos se muestran en codigo de una letra. Los nimeros
sobre las secuencias indican las ubicaciones de acuerdo con Kabat et al. Las ubicaciones de las CDR estan
subrayadas.

La Figura 35 representa la secuencia de aminoacidos de la region VL humanizada de PA-50, SEQ ID NO: 7. Los
residuos de aminoacidos se muestran en cédigo de una letra. Los niUmeros sobre las secuencias indican las
ubicaciones de acuerdo con Kabat et al. Las ubicaciones de las CDR estan subrayadas.

Las Figuras 36A y 36B representan las secuencias de aminoacidos de las regiones VH humanizadas de PA-41 (hPA-
41), SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9. Los residuos de aminoacidos se muestran en cédigo de una letra. Los nimeros
sobre las secuencias indican las ubicaciones de acuerdo con Kabat et al. Las ubicaciones de las CDR estan
subrayadas.

La Figura 37 representa la secuencia de aminoacidos de la region VL humanizada de PA-41, SEQ ID NO: 10. Los
residuos de aminoacidos se muestran en cédigo de una letra. Los nimeros sobre las secuencias indican las
ubicaciones de acuerdo con Kabat et al. Las ubicaciones de las CDR estan subrayadas.

Las Figuras 38A y 38B muestran la secuencia de acido nucleico y la secuencia de aminoacidos codificada de un
anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina A de C. difficile. La Figura 38A representa la secuencia de aminoacidos
de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina A como se establece en la SEQ ID NO: 16, que
esta codificada por la secuencia de acido nucleico como se establece en la SEQ ID NO: 17. La Figura 38B representa
la secuencia de aminodcidos de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humanizado como se establece en la
SEQ ID NO: 14, que esta codificada por la secuencia de acido nucleico como se establece en la SEQ ID NO: 15.

Las Figuras 39A y 39B muestran la secuencia de acido nucleico y la secuencia de aminoacidos codificada de un
anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina A de C. difficile. La Figura 39A representa la secuencia de aminoacidos
de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina A como se establece en la SEQ ID NO: 20, que
esta codificada por la secuencia de acido nucleico como se establece en la SEQ ID NO: 21. La Figura 39B representa
la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina A como se
establece en la SEQ ID NO: 18, que esté codificada por la secuencia de acido nucleico como se establece en la SEQ
ID NO: 19.

Las Figuras 40A y 40B muestran la secuencia de acido nucleico y la secuencia de aminoacidos codificada de un
anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina B de C. difficile. La Figura 40A representa la secuencia de aminoacidos
de la cadena ligera del anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina B como se establece en SEQ ID NO: 24, que
esta codificada por la secuencia de acido nucleico como se establece en la SEQ ID NO: 25. La Figura 40B representa
la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal anti-toxina B humanizado como se
establece en la SEQ ID NO: 22, que esté codificada por la secuencia de acido nucleico como se establece en la SEQ
ID NO: 23.

Las Figuras 41A-41C demuestran la actividad de neutralizacién in vitro contra la toxina A o toxina B de C. difficile de
fragmentos Fab de mAb murinos en comparacién con la potencia de los anticuerpos completos homélogos. (A):
actividad de neutralizacion de mAb murino PA-39 y PA-39 Fab en células CHO-K1; toxina A (TechLab, 60 ng/mL); (B):
actividad de neutralizacién de mAb murino PA-41 y PA-41 Fab en células CHO-K1; toxina B (TechLab, 2 pg/mL); (C):
actividad de neutralizacién de mAb murino PA-50 y PA-50 Fab en células T-84; toxina A (TechLab, 60 ng/mL).

Las Figuras 42A y 42B muestran los perfiles de concentracion de anticuerpos resultantes del estudio farmacocinético
(PK) descrito en el Ejemplo 13 en el presente documento. La Figura 42A representa los resultados de PK
(concentracién de anticuerpos en suero en ug/mL) durante 29 dias de animales que reciben una dosis Unica de mAb
anti-toxina A purificado, humanizado PA-50, a una concentracion de 1 mg/kg (A) o 5 mg/kg (m) el dia 0. La Figura 42B
muestra los resultados de PK (concentracién de anticuerpos en suero en pg/mL) durante 29 dias de animales que
recibieron una dosis Unica de mAb anti-toxina B purificado, humanizado PA-41 a una concentracion de 1 mg/kg (A) o
5 mg/kg (m) el dia 0.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion abarca anticuerpos y fragmentos de unioén a antigeno de los mismos que proporcionan terapias
y tratamientos no antibiéticos que bloquean los efectos patogénicos de la infeccion 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
fragmentos de union a antigenos, tales como formas humanizadas o quiméricas de los mismos, proporcionan terapias
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y medicamentos no antibidticos tanto para tratar la enfermedad activa como para prevenir la enfermedad recurrente a
fin de permitir a los pacientes que padecen infeccion por C. difficile y CDAD para resolver su enfermedad sin recaida
a otra enfermedad o a una enfermedad o sintomas mas graves. En una realizacion, los anticuerpos de la invencién
tienen actividad terapéutica contra la enfermedad activa causada por, o asociada con, infeccion de sujetos por C.
difficile. En una realizacion, los anticuerpos de la invencion resuelven la enfermedad activa causada por, o asociada
con, infeccion de sujetos por C. difficile. En una realizacion, los anticuerpos de la invencion tienen efectos terapéuticos
al disminuir la duracién y/o la gravedad de la enfermedad activa causada por, o asociada con, infeccion por C. difficile
en un sujeto. En una realizacion, los anticuerpos de la invencién o porciones o fragmentos de los mismos pueden
proporcionarse en combinacién con agentes terapéuticos antibiéticos.

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 preclinicos de infeccion por C. difficile in vivo. Mas especificamente, los mAb de la invencién protegen de
manera potente y duradera a los hamsteres de la mortalidad en un modelo de hamster relevante y estricto de infeccion
por C. difficile.

Los anticuerpos proporcionan enfoques no antibidticos para el tratamiento de CDAD y pueden permitir la interrupcion
de antibiéticos y bloquear los efectos patogénicos de las toxinas de C. difficile, proporcionando asi 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
emplearse en estrategias pasivas o activas para tratar pacientes con miltiples recurrencias de C. difficile. En particular,
los mAb pueden utilizarse para prevenir la recurrencia de la infeccién, para tratar formas graves y activas de
enfermedad, y para tratar pacientes con multiples recaidas de enfermedades asociadas a C. difficile. Los mAb como
se describe en el presente documento pueden proporcionar un medio eficaz para neutralizar las toxinas Ay B de C.
difficile para prevenir, bloquear o inhibir la recurrencia de la infeccién y/o formas graves y activas de la enfermedad y
recaidas multiples.

Como se usa en el presente documento, "toxina A" y "toxina B" se refieren a las enterotoxinas citotoxicas 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 patégenas. Las toxinas A y B se transcriben de un locus de patogenicidad que incluye los
genes de la toxina, fcdA (toxina A) y tcdB (toxina B), y tres genes reguladores, uno de los cuales (tcdC) codifica un
supuesto regulador negativo de la transcripcién de toxina. La proteina TedC parece inhibir la transcripcion de toxinas
durante la fase temprana de crecimiento exponencial del ciclo de vida bacteriano. Para la toxina B, se ha descrito un
sitio de escision autocatalitica entre leucinasas y glicinasss. La escision resulta de la activacién de un dominio de aspartil
proteasa por el fosfato de inositol citosélico del huésped y libera el dominio de glucosiltransferasa activa.

En el presente documento se proporcionan anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno de los mismos que se unen
especificamente a la toxina A y/o la toxina B de C. difficile, composiciones que contienen uno o mas de dichos
anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los mismos, vectores que contienen secuencias de acido nucleico
que codifica los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, lineas celulares de hibridoma que
producen los anticuerpos y métodos para usar los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos para
el tratamiento o prevencion de infeccién 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 invencion y sus diversos aspectos y realizaciones, este término también se
entiende generalmente que abarca fragmentos de unién a antigeno de dichos anticuerpos o inmunoglobulinas, para
evitar la repeticion excesiva de la frase asociada "fragmentos de unién a antigeno" cada vez que se menciona el
término "anticuerpos" o "inmunoglobulinas". Por lo tanto, la presente invencion abarca no solo los anticuerpos dirigidos
contra la toxina Ay la toxina B de C. difficile, es decir, los antigenos de toxina A y toxina B, sino también fragmentos
de dichos anticuerpos que se unen a los antigenos de toxina A y toxina B de C. difficile, como se describe
adicionalmente en este documento. En realizaciones, tales fragmentos de union a antigeno 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 invencién incluyen anticuerpos aislados que se unen especificamente a la toxina A
de C. difficile y que inhiben de manera competitiva, o compiten de forma cruzada, por la unién especifica a la toxina A
de C. difficile de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la linea celular de hibridoma depositada bajo el
nuamero de acceso de la ATCC PTA-9692, PTA-9694 o PTA-9888. Los anticuerpos también incluyen anticuerpos
aislados que se unen especificamente a la toxina A de C. difficile y que se unen especificamente a un epitopo en la
toxina A de C. difficile definido por la uniéon de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la linea celular de
hibridoma depositada bajo el niumero de acceso de la ATCC PTA-9692, PTA-9694 o PTA-9888. En algunas
realizaciones, el epitopo reside en el dominio de unién 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 uniéon de PA-50 a
tcdA. En otras realizaciones, el epitopo reside en el dominio de translocacién de tcdA. En algunas de estas
realizaciones, los anticuerpos inhiben de manera competitiva, o compiten de forma cruzada, por la unién de PA-39 a
tcdA. Tales anticuerpos aislados pueden comprender anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
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quiméricos, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados y fragmentos de unién a antigeno o porciones de los
mismos.

Los experimentos que emplean protedlisis enzimatica (enteroquinasa) de toxina A para evaluar la especificidad de
anticuerpos monoclonales anti-toxina A de C. difficile de la invencion se realizaron como se describe en el Ejemplo 6.
El epitopo en la toxina A que es reconocido y unido por el mAb PA-39 se encuentra dentro de una regiéon que es
distinta del dominio de unién al receptor de la toxina A, es decir, fuera del dominio de unién al receptor de la toxina A,
y eso es distinto de un epitopo unido por un anticuerpo anti-toxina A humano que se informa que se une a un dominio
de unidn 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 unico sitio de unién en la toxina A para PA-39.
La deteccion de transferencia Western de la toxina A digerida enzimaticamente demuestra que PA-39 se une a una
region en la toxina A que esta 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 ECso como en el porcentaje
maximo de inhibicion a medida que se agrega mas toxina A al cultivo, lo que indica un mecanismo de inhibicién
competitivo mixto para la PA-39. La deteccién por ELISA de la toxina A después de la proteccion mediante un exceso
de 100 veces de PA-39 confirmé que la inhibicion de la toxina por PA-39 se produce al prevenir la internalizacion de
la toxina y los efectos adversos de la toxina citocelular, por ejemplo, la citotoxicidad.

Ademas, 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 unién en la toxina A para PA-50. La deteccién de Transferencia Western
de la toxina A digerida enzimaticamente demuestra que PA-50 se une a una regién 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 ECso a medida que se agrega mas toxina A al cultivo, lo que indica un mecanismo de inhibicién competitivo por PA-
50. La deteccién por ELISA de la toxina A después de la proteccion por un exceso de 100 veces de PA-50 confirm6
que la inhibicion de la toxina por PA-50 se produce al prevenir la internalizacion de la toxina y la citotoxicidad posterior.

Los anticuerpos de la invencién también incluyen anticuerpos aislados que se unen especificamente a la toxina B de
C. difficile y que inhiben de manera competitiva, o compiten de forma cruzada, por la unién especifica a la toxina B de
C. difficile de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la linea celular de hibridoma depositada bajo el nimero
de acceso de la ATCC PTA-9693 o PTA-9692. Los anticuerpos también incluyen anticuerpos aislados que se unen
especificamente a la toxina B de C. difficile y que se unen especificamente a un epitopo en la toxina B de C. difficile
definido por la unién de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la linea celular de hibridoma depositada bajo
el numero de acceso de la ATCC PTA-9693 o PTA-9692. En algunas realizaciones, el epitopo reside en el dominio
enzimatico del terminal N de tcdB. En algunas de estas realizaciones, los anticuerpos inhiben de manera competitiva,
o compiten de forma cruzada, por la unién de PA-41 a tcdB. En otras realizaciones, el epitopo reside en el dominio de
translocacion, por ejemplo, los amino&cidos 850-1330 de tcdB. En algunas de estas realizaciones, los anticuerpos
inhiben competitivamente, o compiten de forma cruzada, por la union de PA-39 a tcdB.

Los experimentos que emplean protedlisis enzimatica (caspasa 1) de toxina B para evaluar la especificidad de
anticuerpos monoclonales anti-toxina B de C. difficile de la invencion se realizaron como se describe en el Ejemplo 6.
Se demostro que el mAb PA-41 (PTA-9693) reconoce fragmentos de aproximadamente 103 kDa y 63 kDa, que derivan
del dominio enzimatico del terminal N de la toxina B. El analisis de secuencia del terminal N de los principales
fragmentos digeridos confirmaron este andlisis. Se demostré que el mAb PA-41 se une a un epitopo Unico dentro del
dominio enzimatico del terminal N de la toxina B, distinto del dominio de unién 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
muestra en las Figuras 19 y 31E y F, los ensayos de Biacore apoyan un Unico sitio de unién en la toxina B para PA-
41. La deteccion de la transferencia Western de la toxina B digerida enzimaticamente muestra que PA-41 se une a
una region 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 ECso como en el porcentaje maximo de
inhibicion a medida que se agrega mas toxina B al cultivo, lo que indica un mecanismo mixto competitivo de inhibicion
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 deposito 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
conformidad con los requisitos del Tratado de Budapest en el reconocimiento internacional del depédsito 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 Depésito 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 depositos
de patentes anteriormente designadas. Tal como se usa en el presente documento, tanto los hibridomas depositados
como los anticuerpos monoclonales producidos por los hibridomas pueden referirse a las mismas designaciones de
depdsito ATCC o a los niUmeros encontrados dentro de las designaciones de depdsito ATCC. Por ejemplo, PTA-9888
0 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. Sera claro para un experto en la técnica cuando
el nombre se refiera al anticuerpo o al hibridoma que produce el anticuerpo. Los fragmentos de unién a antigeno
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proporcionados en el presente documento incluyen los fragmentos de unién a antigeno de los anticuerpos depositados
mencionados anteriormente.

Los anticuerpos de la invencion exhiben una serie de caracteristicas 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 neutralizacion in
vitro utilizando células IMR-90, PA-39 humanizado y la PA-41 humanizado demostraron potencias de neutralizacién
(es decir, valores de ECso) 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 neutralizacion 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 neutralizacion de la ECso de 46 pM de hPA-39 parecia ser méas alto que el
reportado para el mAb anti-toxina A humano, y el valor de neutralizacién de la ECso de 5 pM de hPA-41 parecia ser
mas 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
invencion, en particular las formas humanizadas de estos anticuerpos monoclonales, muestran caracteristicas
aumentadas de neutralizaciéon anti-toxina en comparacién con las de otros anticuerpos anti-toxina que se han
informado.

En una realizacion, un anticuerpo anti-toxina A de la invencién neutraliza o inhibe la toxicidad in vivo de la toxina A de
C. difficile a una dosis efectiva. En otra realizacion, los anticuerpos anti-toxina B neutralizan o inhiben la toxicidad in
vivo de la toxina B. En una realizacion, se proporciona una dosis efectiva de uno o mas anticuerpos anti-toxina A de
la invencién a un sujeto infectado con C. difficile. En una realizacién, se proporciona una dosis efectiva de uno o mas
anticuerpos anti-toxina A de la invencion en combinacion con una dosis efectiva de uno o mas anticuerpos anti-toxina
B de la invencion a un sujeto infectado con C. difficile. En una realizacion, un anticuerpo anti-toxina A de la invencién
en una combinacién 1:1 con un anticuerpo anti-toxina B de la invencidn se proporciona como una dosis eficaz a un
sujeto infectado con C. difficile. En una realizacion, una dosis eficaz de un anticuerpo anti-toxina A y un anticuerpo
anti-toxina B de la invencién puede ser, por ejemplo, una combinacién 12:1, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, etc., de los anticuerpos
proporcionados a un sujeto infectado con C. difficile. En una realizacién, los anticuerpos son humanizados. En una
realizacién, los anticuerpos estan incluidos en una composicion. De manera ilustrativa, una dosis efectiva de los
anticuerpos anti-toxina A y/o anti-toxina B puede variar de 0,1 pg a 1000 miligramos (mg). Los anticuerpos anti-toxina
A y los anticuerpos anti-toxina B o sus fragmentos de unién a antigeno pueden administrarse a un sujeto en una
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 realizacion, las cantidades mencionadas anteriormente pueden comprender
las proporciones variables de anticuerpo anti-toxina A y anticuerpo anti-toxina B proporcionadas en combinacion.

Como se usa en el presente documento, "neutralizar" se refiere a la reduccion, inhibiciéon, bloqueo, mejora o
eliminacion del efecto o efectos adversos de la toxina o toxinas a los que se unen especificamente el anticuerpo o
anticuerpos. La neutralizacién del efecto o efectos adversos de la toxina o toxinas incluye 1) retrasar, reducir, inhibir o
prevenir la aparicién o progresiéon de la infeccién por C. difficile o diarrea o enfermedad asociada a C. difficile, 2)
aumentar la supervivencia de un sujeto en comparaciéon con la supervivencia media de sujetos que no han sido
tratados con el anticuerpo o anticuerpos y que tienen una infeccion por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile,
3) eliminacién de uno o mas sintomas o efectos adversos o reduccion de la gravedad de uno o mas sintomas o efectos
adversos asociados con la infeccién por C. difficile o la diarrea o enfermedad asociada a C. difficile, 4) permitir la
repoblacién de la microflora normal del tracto gastrointestinal de sujetos que estan o han sido infectados con C. difficile,
5) prevenir la recurrencia de la infeccion por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile en sujetos que han sido
afectados por infeccion con C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile, 6) efectuar una tasa de curacién de al
menos 50% 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o0 100% en sujetos que tienen
infeccion por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile, y/o 7) prevenir la muerte debido a CDAD u otros eventos
adversos asociados con la infeccién por C. difficile.

Los anticuerpos anti-toxina A y toxina B de C. difficile de la invencién se pueden usar para tratar una serie de especies
de sujetos, incluyendo el hombre (humanos) y otros animales no humanos (mamiferos). Los sujetos tratables de
acuerdo con la invencién incluyen seres humanos, primates no humanos, perros, gatos, ratones, ratas, hamsteres,
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
infeccion por C. difficile o una enfermedad asociada a C. difficile. Tales pacientes humanos incluyen aquellos que son
ancianos o inmunocomprometidos.

De acuerdo con la invencidn, 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 realizacion, uno o mas anticuerpos anti-toxina A y/o uno
0 mas anticuerpos anti-toxina B, cuando se administran a un sujeto, mejora o mejoran la supervivencia del sujeto en
comparacién con la supervivencia media de los sujetos que no han sido tratados con el anticuerpo o anticuerpos y que
tienen infeccion por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile.
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En algunas realizaciones, la dosis o cantidad de uno o mas anticuerpos anti-toxina A o anti-toxina B puede variar, por
ejemplo, de 0,2 pg a 250 pug, o de 2 ug -50, pg o de 5 pg - 50 pg, por ejemplo, con base en estudios de ratones in vivo.
En algunas realizaciones, la dosis o cantidad de uno o mas anticuerpos anti-toxina A o anti-toxina B, y en particular
una combinacién 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,
por ejemplo, con base en estudios de hamsteres in vivo.

Como otro ejemplo, los anticuerpos de la invencion pueden efectuar una cura o tasa de supervivencia de al menos
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97% 0 99%. Como otro ejemplo, los anticuerpos pueden
lograr una cura o tasa de supervivencia del 100%. En una realizacién, uno o mas anticuerpos anti-toxina A, cuando se
administran a un sujeto, junto con uno o mas anticuerpos anti-toxina B, producen una tasa de curacién 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 curacion" se refiere al porcentaje de sujetos que un médico determinaria que ya no tiene la
infeccion o enfermedad de una poblacién de sujetos con la infecciéon o enfermedad a los que se les administré uno o
mas anticuerpos, o una o mas composiciones de los mismos, de la invencion. "Tasa de supervivencia", como se usa
en el presente documento, se refiere al porcentaje de sujetos que sobreviven durante un periodo de tiempo deseado
entre una poblacion de sujetos a los que se les administrd uno o0 mas anticuerpos, 0 una 0 mas composiciones de los
mismos, de la invencion. Ejemplos de tales periodos de tiempo deseados se proporcionan en otra parte del presente
documento.

Los anticuerpos anti-toxina A y anti-toxina B proporcionados por la invencién pueden permitir la restauracion 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 invencién
también pueden demostrar una farmacocinética beneficiosa in vivo. Los anticuerpos anti-toxina A y anti-toxina B de la
invencion también pueden proporcionar terapia prolongada o duradera para un sujeto que ha sido infectado con C.
difficile. Como se usa en el presente documento, "de larga duracion” se refiere a la terapia que da como resultado una
ausencia de infeccion por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile un mes o mas después de la interrupcion del
tratamiento. Preferiblemente, la terapia da como resultado una ausencia de infeccion por C. difficile o enfermedad
asociada a C. difficile durante dos 0 mas meses. En algunas realizaciones, la terapia con los mAb de la invencion da
como resultado el tratamiento o la depresion de la infeccién activa por C. difficile y la reduccion o disminucion de la
robustez de la infeccion. En otras realizaciones, la terapia proporcionada por la invencion da como resultado una
ausencia de infeccion por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile en un sujeto durante 1, 2, 3, 4, 5 0 6 meses.
En otras realizaciones, la terapia proporcionada por la invencion da como resultado una ausencia de infeccion por C.
difficile o enfermedad asociada a C. difficile en un sujeto durante mas de 6 meses. Los anticuerpos anti-toxina A y anti-
toxina B de la invencidon pueden prevenir la recurrencia de infeccién por C. difficile y/o enfermedad asociada a C.
difficile.

La naturaleza recurrente de CDAD se ve exacerbada por la aparicién de cepas BI/NAP1/027 hipervirulentas que se
ha encontrado que son resistentes a dos de los antibiéticos mas nuevos de Ultimo recurso, levofloxacina y
moxifloxacina. Dichas cepas han desencadenado brotes de frecuencia creciente en los Estados Unidos, Canada y
Europa occidental. Las cepas hipervirulentas comprenden un grupo de aislados estrechamente relacionados
caracterizados como campo pulsado norteamericano tipo 1 (NAP1), andlisis de enzimas de restriccion tipo "Bl" 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 produccién de toxinas A y B, dos factores virulentos de CDAD (6).
Los aislados de BI/NAP1/027 producen niveles de toxinas Ay B 16-23 veces mayores que otras cepas (6). La aparente
aptitud de estas cepas crea la amenaza de propagacién mundial que compromete el potencial del tratamiento con
antibiéticos para otras enfermedades, ademas de aumentar las tasas de recurrencia y la gravedad de la CDAD.
Aunque se estan desarrollando antibiéticos para el tratamiento de la CDAD, tal como la nitazoxanida, la rifaximina,
ramoplanina y la fidaxomicina, se han informado aislados clinicos 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
recurrencia de CDAD en comparacion 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 recaidas 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.

En una realizacion, los mAb de la invencién se emplean en el tratamiento de infecciéon causada por diversas cepas de
C. difficile. En una realizacion, las cepas de C. difficile son altamente infecciosas y sus toxinas son neutralizadas por
los mAb de la invencion. En una realizacién, las toxinas de las cepas hipervirulentas de C. difficile, que incluyen
BI/NAP1/027, son neutralizadas por los mAb de la invencion. En una realizacion, los mAb de la invencion proporcionan
efectos terapéuticos en la neutralizacion de toxinas de una amplia gama de aislados clinicos toxigénicos, incluidas
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 mas de otros aislados clinicamente relevantes de C. difficile. En particular y
como se ilustra en el Ejemplo 8 de la presente invencion, se ha demostrado que los mAb de la invencidn neutralizan
significativamente la toxicidad/actividad de diecinueve aislados clinicos diferentes de C. difficile, incluyendo
BI/NAP1/027 y otras cepas hipervirulentas de C. difficile, por ejemplo, CCL676, HMC553, Pitt45, CD196, Montreal 5y
Montreal 7.1. De acuerdo con la invencion, 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 limitacion, de acuerdo con lo determinado por un valor de ECso
que varia de 7,72 M hasta 4,8 M para los mAb anti-toxina A y un valor de ECso que varia de 1,1-'" M hasta 6,5'° M
para un mAb anti-toxina B. Ademas, los mAb de la invencion se proporcionan para su uso en la neutralizaciéon de
cepas hipervirulentas de C. difficile, incluidos los aislados derivados de hospitales y no hospitalarios, como tratamiento
para la infeccion por C. difficile y enfermedades relacionadas con ellas.

En otras realizaciones y mediante ejemplos no limitantes, los mAb de la invencion exhiben un valor de neutralizacion
de ECso en el intervalo de 93 pM a 30 nM, o una ECso de 46 pM, para neutralizar la toxina Ay un valor de ECso en el
intervalo de 4 pM-9,5 pM, o un valor de ECso 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
células CHO-K1 en las que se usaron 8 ug/mL de toxina A, los mAb anti-toxina A de la invencién exhibieron un valor
de ECso 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 invencion exhibié un valor de ECso 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 invencion exhibieron valores de ECso de 146 pM y
175 pM. En un ensayo basado en células Caco-2, los mAb anti-toxina A de la invencion neutralizaron la toxicidad de
la toxina A a niveles de ECso de 196 pM y 485 pM. En el ensayo de hemaglutinacion de glébulos rojos en el que se
usaron 8 pg/mL de toxina A, los mAb anti-toxina A de la invencién tenian un valor de neutralizaciéon de ECso de 1,8 nM
y 30 nM para prevenir la hemaglutinacién de RBC.

Los anticuerpos de la invencién pueden tener cualquiera de, una combinacion de, o todas, las caracteristicas
mencionadas anteriormente.

Como se describe en los Ejemplos de la presente invencién, los mAb de la invencién demuestran una potencia
neutralizante de toxinas superior tanto in vitro como in vivo en los mejores modelos preclinicos disponibles de CDAD.
Ademas, los mAb de la invencion demuestran una neutralizacion excepcionalmente amplia y potente de toxinas de
numerosas cepas BI/NAP1/027. Ademas, estos mAb han demostrado una proteccién completa y duradera contra la
mortalidad en un modelo de CDAD de hamster altamente estricto. Estos resultados apoyan la capacidad de los mAb
de la invencion 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
infeccion por C. difficile se resuelva.

En una realizacién, los anticuerpos contra la toxina A incluyen aquellos que inhiben de forma competitiva, o compiten
de forma cruzada, por la unién especifica a la toxina A de C. difficile de un anticuerpo monoclonal aislado producido
por la linea celular de hibridoma depositada bajo los nimeros 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
forma cruzada, por la unién especifica a la toxina B de C. difficile de un anticuerpo monoclonal aislado producido por
la linea celular de hibridoma depositada bajo el nimero 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 uniéon especifica a la toxina A de C. difficile de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la linea celular de
hibridoma depositada bajo el numero de acceso de la ATCC PTA-9692, PTA-9694, o PTA-9888, e inhiben de forma
competitiva, o compiten de forma cruzada, por la unién especifica a la toxina B de C. difficile de un anticuerpo
monoclonal aislado producido por la linea celular de hibridoma depositada bajo el nimero de acceso de la ATCC PTA-
9693 o PTA-9692. Todas las realizaciones abarcan ademdas formas humanizadas de los anticuerpos descritos
anteriormente con los nimeros de acceso de la ATCC PTA-9692, PTA-9694, PTA-9888 o PTA-9693.

Para determinar la inhibicién competitiva, o la competencia cruzada de unién, 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 unién a la toxina A y/o la toxina B por otro anticuerpo.
Dichos métodos pueden ser métodos basados en células que emplean citometria de flujo o andlisis de unién en fase
sélida. También se pueden utilizar otros ensayos que evallan la capacidad de los anticuerpos para competir de forma
cruzada cruza por la unién a la toxina A y/o la toxina B en fase s6lida o en fase de solucién. Los ejemplos de anticuerpos
o fragmentos de union a antigeno de los mismos incluidos en la invencién incluyen aquellos que inhiben
competitivamente la unidn especifica en al menos aproximadamente 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90
%, 95% 0 99%. La inhibicion se puede evaluar a varias relaciones molares o relaciones de masa; por ejemplo, se
pueden realizar experimentos de unidon competitiva con un exceso molar de 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 7
veces, 10 veces 0 mds del primer anticuerpo sobre el segundo anticuerpo.

Otros anticuerpos abarcados por la invencion incluyen aquellos que se unen especificamente a un epitopo en la toxina
A de C. difficile definida por la unién de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la linea celular de hibridoma
depositada bajo el numero de acceso de la ATCC PTA-9692, PTA-9694 o PTA-9888. Todavia otros anticuerpos o
fragmentos de unién a antigeno abarcados por la invencién incluyen aquellos que se unen especificamente a un
epitopo en la toxina B de C. difficile definido por la unién de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la linea
celular de hibridoma depositada bajo el nimero de acceso de la ATCC PTA-9693 o PTA-9692. Aun otros anticuerpos
o fragmentos de unioén a antigeno abarcados por la invencién incluyen aquellos que se unen especificamente a un
epitopo en la toxina A de C. difficile definido por la unién de un anticuerpo monoclonal aislado producido por la linea
celular de hibridoma depositada bajo el nimero de acceso de la ATCC PTA-9692, PTA-9694 o PTA-9888 y se unen
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especificamente a un epitopo en la toxina B de C. difficile definido por la unién de un anticuerpo monoclonal aislado
producido por la linea celular de hibridoma depositada bajo el nimero de acceso de la ATCC PTA-9693 o PTA- 9692.

Para determinar un epitopo, se pueden usar métodos de mapeo estandar de epitopos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, los fragmentos (péptidos) de la toxina (preferiblemente péptidos sintéticos) que se unen a un anticuerpo
pueden usarse para determinar si un anticuerpo candidato o un fragmento de unién a antigeno del mismo se une al
mismo epitopo. Para epitopos lineales, se sintetizan péptidos superpuestos de una longitud definida (por ejemplo, 8 o
mas aminoéacidos). Los péptidos preferiblemente se compensan con 1 aminoacido, de modo que se prepara una serie
de péptidos que cubren cada fragmento de 8 aminoacidos de la secuencia de toxina. Se pueden preparar menos
péptidos usando compensaciones mas grandes, por ejemplo, 2 0 3 aminoacidos. Ademas, se pueden sintetizar
péptidos mas largos (por ejemplo, 9, 10 u 11 mers). La unién de péptidos a anticuerpos se puede determinar usando
metodologias estandar que incluyen resonancia de plasmén superficial (por ejemplo, Biacore) y ensayos de ELISA.
Para el examen de epitopos conformacionales, pueden usarse los anticuerpos proporcionados en el presente
documento, en algunas realizaciones, uniendo fragmentos de péptidos mas grandes. Se han descrito y pueden usarse
otros métodos que usan espectrometria de masas para definir epitopos conformacionales (véase, por ejemplo,
Baerga-Ortiz et al., Protein Science 11: 1300-1308, 2002 y referencias citadas en el mismo). Alun se proporcionan
otros métodos para la determinacion de epitopos en trabajos de referencia de laboratorio estandar, tales como la
Unidad 6.8 ("Phage Display Selection and Analysis of B-cell Epitopes”) y la Unidad 9.8 ("ldentification of Antigenic
Determinants Using Synthetic Peptide Combinatorial Libraries™) de Current Protocols in Immunology, Coligan et al.,
eds., John Wiley & Sons. Los epitopos se pueden confirmar introduciendo una o mas mutaciones o supresiones
puntuales en un epitopo conocido, y luego probando la unién con uno o mas anticuerpos para determinar qué
mutaciones reducen la unién de los anticuerpos.

Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno proporcionados por la invencion pueden unirse especificamente a
la toxina A y/o la toxina B con afinidad sub-nanomolar. Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno pueden
tener afinidades de unién de aproximadamente 1 x 10° M o menos, aproximadamente 1 x 10'© M o menos, o
aproximadamente 1 x 10" M o menos. En una realizacion particular, la afinidad de unién es inferior a
aproximadamente 5 x 10710 M.

Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno pueden tener una constante de asociacion (Kasociacion) a la toxina A
o la toxina B de al menos 102 M-'s"!; al menos 10° M-'s'; al menos 10* M-'s’'; al menos 10° M-'s*!; al menos 108 M-'s-
'; 0 al menos 107 M's!, medido por resonancia de plasmén superficial. Los anticuerpos o los fragmentos de unién a
antigeno pueden tener una constante de disociacion (Kdisociacion) de la toxina A o la toxina B de a lo sumo 103 s; alo
sumo 10 s'; alo sumo 10 s; 0 a lo sumo 10 s', medido por resonancia de plasmén superficial. Los anticuerpos
o fragmentos de unién a antigeno pueden tener una constante de disociacién (Kp) para la toxina A o la toxina B de a
lo sumo 107 M; a lo sumo 108 M; a lo sumo 10° M; a lo sumo 10-'° M; a lo sumo 10" M; a lo sumo 10> M; o a lo
sumo 1073 M.

Como se usa en el presente documento, los términos "anticuerpo” o "inmunoglobulina" incluyen glicoproteinas que
comprenden al menos dos polipéptidos de cadena pesada (H) y dos polipéptidos de cadena ligera (L) interconectados
por enlaces disulfuro. Cada cadena pesada esta compuesta por una regién variable de cadena pesada (abreviada en
este documento como HCVR o VH) y una region constante de cadena pesada (Cr). La region constante de la cadena
pesada estda compuesta por tres dominios, CH1, CH2 y CH3. Cada cadena ligera se compone de una regién variable
de la cadena ligera (abreviada en el presente documento como LCVR o VL) y una regién constante de la cadena ligera
(CL). La region constante de la cadena ligera se compone de un dominio, CL. Las regiones Vn y VL se pueden subdividir
en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas
con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones marco (FR). Cada VH y VL esta 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 unién que interactda con/se une a un antigeno. Las regiones constantes de los
anticuerpos pueden mediar la union 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
clasico.

Lainvencién proporciona ademas otras formas de anticuerpos, tales como anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos
producidos de forma recombinante, anticuerpos biespecificos, heteroespecificos o multiméricos, diacuerpos, etc.,
como se describe adicionalmente en el presente documento.

El término "fragmento de unién a antigeno" de un anticuerpo como se usa en el presente documento, se refiere a una
0 mas porciones de un anticuerpo que retienen la capacidad de unirse especificamente a un antigeno (por ejemplo,
toxina A, toxina B, toxina A y toxina B, etc.) o a regiones epitopicas de un antigeno. Se ha demostrado que la funcién
de unién a antigeno de un anticuerpo puede realizarse mediante fragmentos de un anticuerpo de longitud completa.
En una realizacién, los fragmentos de anticuerpo monoclonal funcionan de manera similar a los anticuerpos
monoclonales homologos intactos. En una realizacion, los fragmentos de anticuerpo monoclonal reaccionan de forma
cruzada con los anticuerpos monoclonales homoélogos intactos. En una realizacion, los fragmentos de anticuerpo
monoclonal pueden usarse indistintamente con los anticuerpos monoclonales homoélogos intactos. Los ejemplos de
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fragmentos de unién incluidos en el término "fragmento de unién a antigeno" de un anticuerpo incluyen (i) un fragmento
Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios Vi, Vi, CLy Cn1; (i) un fragmento F(ab’)z2, un fragmento
bivalente que comprende dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la region 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 Vu;y
(vi) una region determinante de complementariedad aislada (CDR). Ademas, aunque los dos dominios del fragmento
Fv, VLy Vh, estan codificados por genes separados, pueden unirse, mediante métodos recombinantes, por un conector
sintético que les permite formarse como una sola cadena de proteina en la que las regiones VL y Vi se emparejan
para formar moléculas monovalentes (conocidas como Fv de cadena unica (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
anticuerpos de cadena sencilla también estan destinados a estar incluidos en el término "fragmento de unién a
antigeno" de un anticuerpo. Estos fragmentos de anticuerpo se obtienen utilizando procedimientos convencionales,
tales como los procedimientos de fragmentacion proteolitica, como se describe en J. Goding, Monoclonal Antibodies:
Principles and Practice, paginas 98-118 (NY Academic Press 1983), asi 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
que los anticuerpos intactos.

En una realizacion, los fragmentos Fab de mAb de la invencion se generaron y probaron para determinar su actividad
de neutralizacion en ensayos con base en células, como se describe en el Ejemplo 10 de la presente invencion. Por
lo tanto, los fragmentos de anticuerpos, tales como los fragmentos Fab, de los mAb de la invencién también se pueden
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 esta sustancialmente
libre de otros anticuerpos que tienen especificidades antigénicas diferentes (por ejemplo, un anticuerpo aislado que
se une especificamente a la toxina A estd sustancialmente libre de anticuerpos que especificamente se unen a
antigenos distintos de la toxina A). Sin embargo, un anticuerpo aislado que se une especificamente a un epitopo,
isoforma o variante de la toxina A o la toxina B, generalmente tiene reactividad cruzada con otros antigenos
relacionados, por ejemplo, de otras cepas de C. difficile. Ademas, un anticuerpo aislado que se une especificamente
a un epitopo, isoforma o variante de la toxina A también puede unirse especificamente a la toxina B, y un anticuerpo
aislado que se une especificamente a un epitopo, isoforma o variante de la toxina B también puede unirse
especificamente a la toxina A. Sin embargo, en algunas realizaciones, el anticuerpo aislado o fragmento de unién a
antigeno del mismo que se une especificamente a un epitopo, isoforma o variante de la toxina A tampoco se une
especificamente a la toxina B. En otras realizaciones mas, el anticuerpo aislado o fragmento de unién a antigeno del
mismo que se une especificamente a un epitopo, isoforma o variante de toxina B tampoco se une especificamente a
la toxina A. Ademas, un anticuerpo aislado puede estar sustancialmente libre de otro material celular y/o productos
quimicos. Los anticuerpos que estan sustancialmente libres de otros anticuerpos que tienen diferentes especificidades
antigénicas, u otros materiales y/o productos quimicos y/o proteinas pueden ser anticuerpos aislados y/o purificados.
Los anticuerpos pueden purificarse mediante métodos cominmente realizados por aquellos expertos en la técnica,
por ejemplo, cromatografia de afinidad, cromatografia de proteina A y similares. Como se usa en el presente
documento, "unién especifica" se refiere a la union del anticuerpo a un antigeno predeterminado o afin. Tipicamente,
el anticuerpo se une con una afinidad que es al menos dos veces mayor que su afinidad por unirse a un antigeno no
especifico (por ejemplo, BSA, caseina) diferente del antigeno predeterminado o un antigeno estrechamente
relacionado. En una realizacién, un anticuerpo de la invencion puede unirse a un epitopo lineal del antigeno objetivo,
por ejemplo, toxina A y/o toxina B. En una realizacion, un anticuerpo de la invenciéon puede unirse a un epitopo
conformacional del antigeno objetivo, por ejemplo, toxina A y/o toxina B.

Los anticuerpos aislados de la invenciéon abarcan diversos isotipos de cadena pesada y ligera de anticuerpo
(inmunoglobulina), tales como las clases de cadena pesada o isotipos IgG1, IgG2, IgG3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2, IgAsec,
IgD, IgE, y subtipos de los mismos, por ejemplo, 1gG2a, 1gG2b; y los isotipos de cadena ligera kK y A, y sus subtipos.
En una realizacion, los anticuerpos aislados son del isotipo IgG2a o IgG1 k. Como se usa en el presente documento,
"isotipo” se refiere a la clase de anticuerpo (por ejemplo, IgM 0 IgG1 o A1) que esta codificada por genes de la regién
constante de cadena pesada y ligera. Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos pueden ser
de longitud completa o pueden incluir solo un fragmento de unién a antigeno, tal como el dominio constante y/o variable
del anticuerpo de 1gG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgM, IgA1, IgA2, IgAsec, IgD, o IgE, o pueden consistir de un fragmento
Fab, un fragmento F(ab’)2 y un fragmento Fv.

Los anticuerpos de la presente invencion 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 proteina de la toxina A y/o la toxina B por via
subcutanea 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 pL por sitio en seis sitios diferentes,
tipicamente con uno o mas adyuvantes. Los conejos se sangran dos semanas después de la primera inyeccién y se
refuerzan periédicamente con el mismo antigeno tres veces cada seis semanas. Se recoge una muestra de suero 10
dias después de cada refuerzo. Los anticuerpos policlonales se recuperan del suero, preferiblemente por
cromatografia de afinidad usando la toxina A y/o la toxina B para capturar el anticuerpo. Este y otros procedimientos

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2757675713

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 produccién 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 preparacion de
moléculas de anticuerpo de composicion molecular Unica. Un anticuerpo monoclonal muestra una sola especificidad
y afinidad de unién por un epitopo particular de un antigeno o inmundgeno dado. El proceso de produccién de
anticuerpos monoclonales implica la obtencidn de células somaticas inmunes con el potencial de producir anticuerpos,
en particular linfocitos B, que han sido inmunizados previamente con el antigeno de interés, in vivo o in vitro o ambos,
y que son adecuados para la fusion con una linea de mieloma de células B. Los anticuerpos monoclonales se pueden
producir usando células inmunes y células de mieloma de diferentes especies, tales como células de murino y
humanas y lineas celulares, o por ejemplo, en cepas de ratones que han sido modificadas genéticamente para albergar
un sistema inmunitario humano, tal como se describe mas adelante.

Aunque los anticuerpos monoclonales dirigidos contra la toxina A y la toxina B se han producido tipicamente
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 invencidén disefiando y empleando una nueva estrategia de
inmunizacion. De acuerdo con la invencién, 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 sirvié
para identificar aquellos animales inmunizados que habian desarrollado anticuerpos protectores Unicos en virtud del
nuevo esquema de inmunizacién. Sin desear limitarse a la teoria, el régimen de refuerzo de la toxina A y/o la toxina B
activas fue mas 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
supervivencia a pesar de haber recibido la toxina activa. La produccién 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 proteccién tanto in vitro como in vivo. En la produccion
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
aluminio, hidréxido de aluminio, Ribi (es decir, lipido 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 citotoxicos (CTL) puede prepararse mediante la conjugacion de toxinas (o fragmentos, derivados inactivos
0 analogos de las mismas) a lipidos, tales como, por ejemplo, tripalmitoil-S-glicerilcisteinil-seril-serina.

En otras realizaciones, se pueden utilizar métodos de inmunizacién adicionales para generar anticuerpos
monoclonales dirigidos contra la toxina A y/o la toxina B. Por ejemplo, la inmunizacion in vivo de animales (por ejemplo,
ratones) se puede llevar a cabo con el tipo y la cantidad deseados de proteina o polipéptido, por ejemplo, toxoide o
toxina. Dichas inmunizaciones se repiten segln sea necesario a intervalos de hasta varias semanas para obtener un
titulo suficiente de anticuerpos. Una vez inmunizados, los animales pueden usarse como fuente de linfocitos
productores de anticuerpos. Después del ultimo refuerzo de antigeno, los animales se sacrifican y se extraen las
células del bazo. Los linfocitos de ratén producen un mayor porcentaje de fusiones estables con las lineas de mieloma
de ratdn descritas en este documento. De estas, la cepa de raton BALB/c es adecuada. Sin embargo, otras cepas de
raton, conejo, hamster, oveja, cabra y rana también pueden usarse como huéspedes para preparar células productoras
de anticuerpos. Véase, Goding (en Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, segunda edicion., Paginas. 60-61,
Orlando, Florida, Academic Press, 1986). En particular, se pueden usar cepas de ratén que tienen genes de
inmunoglobulina humana insertados en el genoma (y que no pueden producir inmunoglobulinas de ratén). Los
ejemplos incluyen las cepas de raton 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 inmunizacion.

Las células productoras de anticuerpos que se encuentran en la etapa de plasmablastos en division se fusionan
preferentemente. Las células somaticas se pueden obtener, por ejemplo, de los ganglios linfaticos, bazos y sangre
periférica de animales cebados con antigeno, y las células linfaticas de eleccién dependen en gran medida de su
utilidad empirica en el sistema de fusion particular. Los linfocitos secretores de anticuerpos se fusionan luego con
células de mieloma de células B (de raton) o células transformadas, que son capaces de replicarse indefinidamente
en cultivo celular, produciendo asi una linea celular inmortal que secreta inmunoglobulinas. Las células fusionadas
resultantes, o hibridomas, se cultivan, y las colonias resultantes se seleccionan para la produccion 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
metodologia y tecnologia 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 somaticas humanas capaces de producir anticuerpos, especificamente linfocitos B, son

adecuadas para la fusion con lineas celulares de mieloma. Si bien se pueden utilizar linfocitos B de bazos obtenidos
através de una biopsia, amigdalas o ganglios linfaticos de un individuo, se prefieren los linfocitos B de sangre periférica
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(PBL) mas facilmente accesibles. Ademas, 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., paginas 77-96).
Aunque se prefieren los procedimientos de hibridacion de células somaticas, en principio, se pueden emplear otras
técnicas para producir anticuerpos monoclonales, tales como la transformacion viral u oncogénica de linfocitos B.

Las lineas celulares de mieloma adecuadas para su uso en procedimientos de fusién que producen hibridomas
preferiblemente no producen anticuerpos, tienen una alta eficacia de fusién y deficiencias enzimaticas que los hacen
incapaces de crecer en ciertos medios selectivos que soportan el crecimiento de los hibridomas deseados. Los
ejemplos de tales lineas celulares de mieloma que pueden usarse para la produccion de lineas 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,
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., paginas 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, Amsterdam, Elsevier, 1984).

La fusién con células de mieloma de mamifero u otros comparieros de fusidén capaces de replicarse indefinidamente
en cultivo celular se efectia mediante técnicas estandar y bien conocidas, por ejemplo, usando polietilenglicol ("PEG")
u otros agentes de fusién (véase Milstein y Kohler, Eur. J. Immunol. 6: 511 (1976)).

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 aislan por
medios recombinantes, tales como anticuerpos aislados de un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico para
genes de inmunoglobulina de otras especies, anticuerpos expresados usando un vector de expresion recombinante
transfectado en una célula huésped, anticuerpos aislados de una biblioteca de anticuerpos recombinante,
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 aln 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
hipervariables de inmunoglobulina (Ig) murina con una regién constante de Ilg humana o regiones marco constantes y
variables. En algunas realizaciones, el anticuerpo quimérico comprende la region variable de cualquiera de los
anticuerpos depositados proporcionados en el presente documento y una regién constante humana. En algunas
realizaciones, la region constante humana es una region constante de IgG humana, tal como una regién constante de
IlgG1 humana. Los anticuerpos quiméricos se pueden producir mediante el método proporcionado a continuaciéon en
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 unién a antigeno del anticuerpo original, por ejemplo, anticuerpo monoclonal murino, en asociacién 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 unién del anticuerpo murino, pero que tienen regiones
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 dosificacién 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
proporcionados en este documento y para determinar si los anticuerpos humanizados tratan y/o previenen la recaida
de unainfeccidn establecida por C. difficile. Un experto habitual en la técnica también puede usar los métodos descritos
en este documento, incluido el modelo de hamster de infeccién por C. difficile que se describe a continuacién.

Las secuencias de los mAb humanizados pueden disefiarse mediante el siguiente método ilustrativo, no limitante.
Primero, se identifican los residuos de aminoacidos marco importantes para la estructura de la CDR. Paralelamente,
las secuencias de V1 y VL humanas que tienen una alta homologia con las Vi y VL murinas, respectivamente, se
seleccionan entre las secuencias conocidas de inmunoglobulina humana (linea germinal). Las secuencias de CDR del
mAb murino, junto con los residuos de aminoacidos marco importantes para mantener la estructura de las CDR, se
injertan en las secuencias marco humanas seleccionadas. Ademas, los residuos de aminoacidos del marco humano
que se encuentran atipicos en el subgrupo de la region V correspondiente se sustituyen con los residuos tipicos para
reducir la inmunogenicidad potencial del mAb humanizado resultante. Estas regiones Vuy VL humanizadas se clonan
en los vectores de expresion, por ejemplo, pPCON Gamma y pCON kappa (Lonza Biologies, Berkshire, Reino Unido),
respectivamente. Estos vectores codifican la region o regiones constantes de los genes de cadena pesada y ligera de
inmunoglobulina humana. Las células 293T pueden transfectarse transitoriamente con estos vectores de expresion
usando el sistema Effectene (Qiagen, Valencia, CA). Los sobrenadantes celulares que contienen mAb quimérico
secretado pueden recogerse después de la transfeccién, por ejemplo, después de tres dias, y purificarse usando
cromatografia de proteina A. Se pueden usar otros vectores de expresion y células huésped para producir de forma
recombinante los anticuerpos descritos, tal como lo entienden los expertos en la materia.
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Otros métodos para humanizar anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno 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 unién a antigeno humanizados de acuerdo con los métodos
proporcionados en estas patentes también se proporcionan en el presente documento.

En una realizacién, un mAb humanizado anti-toxina A de C. difficile (hmAb) de la invencién abarca una proteina 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 region VH que comprende la secuencia de aminoacidos como se establece en la
SEQ ID NO: 1 y una regién CH humana, por ejemplo, una regioén C de IgG1, y (ii) dos polipéptidos de cadena ligera
(L), en donde cada cadena L contiene una regién VL que comprende la secuencia de aminoacidos como se establece
en la SEQ ID NO: 3 y una region CL humana, por ejemplo, una region C de cadena k. En una realizacién, un mAb
humanizado anti-toxina A de C. difficile de la invencion abarca una proteina de inmunoglobulina, o un fragmento de la
misma, que esta compuesta por (i) dos polipéptidos de cadena pesada (H), en donde cada cadena H contiene una
region VH que comprende la secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 2 y una regién CH
humana, por ejemplo, una regién C, de IgG1 y (ii) dos polipéptidos de cadena ligera (L), en donde cada cadena L
contiene una region VL que comprende la secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 3 y una
region CL humana, por ejemplo, una regién C de cadena k. En una realizacion, un mAb humanizado anti-toxina A de
C. difficile de la invencidon abarca una proteina de inmunoglobulina que esta compuesta de (i) dos polipéptidos de
cadena pesada (H), en donde cada cadena H contiene una regién VH que comprende la secuencia de aminoacidos
como se establece en la SEQ ID NO: 1 y un regiéon CH humana, por ejemplo, una region C de IgG1, y (ii) dos
polipéptidos de cadena ligera (L), en donde cada cadena L contiene una region VL que comprende la secuencia de
aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 4 y una regién CL humana, por ejemplo, una region C de cadena
K. En una realizacién, un mAb humanizado anti-toxina A de C. difficile de la invencién abarca una proteina de
inmunoglobulina que esta compuesta de (i) dos polipéptidos de cadena pesada (H), en donde cada cadena H contiene
una region VH que comprende la secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 2 y un regiéon CH
humana, por ejemplo, una regién C de IgG1, y (ii) dos polipéptidos de cadena ligera (L), en donde cada cadena L
contiene una region VL que comprende la secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 4 y una
region CL humana, por ejemplo, una regién C de cadena k. Tales mAb humanizados anti-toxina A de C. difficile
abarcan un mAb hPA-39 de la invencion.

En una realizacion, un mAb humanizado anti-toxina A de C. difficile de la invenciéon abarca una proteina de
inmunoglobulina que esta compuesta de (i) dos polipéptidos de cadena pesada (H), en donde cada cadena H contiene
una region VH que comprende la secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 5 y un regi6on CH
humana, por ejemplo, una regién C de IgG1, y (ii) dos polipéptidos de cadena ligera (L), en donde cada cadena L
contiene una region VL que comprende la secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 7 y una
region CL humana , por ejemplo, una regién C de cadena k. En una realizacion, un mAb humanizado anti-toxina A de
C. difficile de la invencidén abarca una proteina de inmunoglobulina que esta compuesta de (i) dos polipéptidos de
cadena pesada (H), en donde cada cadena H contiene una regién VH que comprende la secuencia de aminoacidos
como se establece en la SEQ ID NO: 6 y un region CH humana, por ejemplo, una region C de IgG1, y (ii) dos
polipéptidos de cadena ligera (L), en donde cada cadena L contiene una regién VL que comprende la secuencia de
aminodcidos como se establece en la SEQ ID NO: 7 y una region CL humana , por ejemplo, una region C de cadena
K. Tales mAb humanizados anti-toxina A de C. difficile abarcan un mAb hPA-50 de la invencion.

En una realizacién, un mAb humanizados anti-toxina B de C. difficile de la invencién abarca una proteina de
inmunoglobulina que esta compuesta de (i) dos polipéptidos de cadena pesada (H), en donde cada cadena H contiene
una region VH que comprende la secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 8 y una regién CH
humana, por ejemplo, una regién C de IgG1, y (ii) dos polipéptidos de cadena ligera (L), en donde cada cadena L
contiene una region VL que comprende la secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 10 y una
region CL humana , por ejemplo, una regién C de cadena k. En una realizaciéon, un mAb humanizado anti-toxina B de
C. difficile de la invencidon abarca una proteina de inmunoglobulina que esta compuesta de (i) dos polipéptidos de
cadena pesada (H), en donde cada cadena H contiene una regién VH que comprende la secuencia de aminoacidos
como se establece en la SEQ ID NO: 9 y un regiéon CH humana, por ejemplo, una regién C de IgG1, y (ii) dos
polipéptidos de cadena ligera (L), en donde cada cadena L contiene una region VL que comprende la secuencia de
aminoacidos como se establece en SEQ ID NO: 10 y una regién CL humana , por ejemplo, una regién C de cadena k.
Tales mAb humanizados anti-toxina B de C. difficile abarcan un mAb hPA-41 de la invencion.

Las regiones C de cadena L y de cadena H de los anticuerpos humanizados de la invencion descritos anteriormente
pueden comprender la regién C de la cadena L k humana (CL) y la region C de cadena H de IgG1 humana (Cwv) 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 regién C de
cadena H humana seleccionada de los isotipos 1gG2a, IgG2b, 1gG3 o IgG4.

En una realizacién ilustrativa, la invencién abarca un anticuerpo monoclonal, o un fragmento del mismo, generado
contra la toxina A de C. difficile, en el que el anticuerpo esta compuesto por dos polipéptidos de cadena pesada, cada
cadena pesada que contiene una region VH y una region CH humana y dos polipéptidos de cadena ligera, cada cadena
ligera contiene una region VL y una region CL humana. La secuencia de &cido nucleico (o ADNc) que codifica la
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secuencia de aminodcidos 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 acido nucleico (0 ADNc) que codifica la secuencia de aminoacidos
consecutiva del polipéptido de cadena ligera de la SEQ ID NO: 16 se establece en la SEQ ID NO: 17 (Figura 38A).

En una realizacién ilustrativa, la invencién abarca un anticuerpo monoclonal, o un fragmento del mismo, generado
contra la toxina A de C. difficile, en el que el anticuerpo esta compuesto por dos polipéptidos de cadena pesada, cada
cadena pesada que contiene una region VH y una region CH humana y dos polipéptidos de cadena ligera, cada cadena
ligera contiene una region VL y una region CL humana. La secuencia de &cido nucleico (o ADNc) que codifica la
secuencia de aminodcidos 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 acido nucleico (o ADNc) que codifica la secuencia de aminoacidos
consecutiva del polipéptido de cadena ligera de la SEQ ID NO: 20 se establece en la SEQ ID NO: 21 (Figura 39A).

En una realizacion ilustrativa, la invencién abarca un anticuerpo monoclonal, o un fragmento del mismo, generado
contra la toxina B de C. difficile, en el que el anticuerpo esta compuesto por dos polipéptidos de cadena pesada, cada
cadena pesada que contiene una region VH y una region CH humana y dos polipéptidos de cadena ligera, cada cadena
ligera contiene una region VL y una region CL humana. La secuencia de &cido nucleico (o ADNc) que codifica la
secuencia de aminodcidos 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 acido nucleico (o ADNc) que codifica la secuencia de aminoacidos
consecutiva del polipéptido de cadena ligera de la SEQ ID NO: 24 se establece en la SEQ ID NO: 25 (Figura 40A).

La invencion 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’)z, fragmentos
Fc, fragmentos Fd y similares. En una realizacion, porciones o fragmentos de los anticuerpos humanizados que
contienen regiones V, o porciones funcionales de los mismos, se unirdn Optimamente a la toxina respectiva y
neutralizaran la actividad de la toxina. En una realizacion, tales porciones funcionales o fragmentos de los anticuerpos
humanizados neutralizan 6ptimamente la actividad de la toxina a un nivel similar, si no mejor, que el del anticuerpo
humanizado completo.

De acuerdo con la invencién, se proporcionan mAb humanizados molecularmente clonados dirigidos contra las toxinas
A o Bde C. difficile. Tales mAb humanizados se aislaron y caracterizaron como se describe en el Ejemplo 9, secciones
D y E a continuacion. En una realizacién, la region constante de cadena ligera (CL) de cada uno de los anticuerpos
humanizados es de la clase kappa (k). En una realizacién, la region constante de cadena pesada (CH) de cada uno
de los anticuerpos humanizados es del isotipo IgG1. En otras realizaciones, la regiéon CH de los anticuerpos
humanizados es del isotipo 1gG2a, IgG2b, 1gG3, 1gG4, IgA, IgE, IgA o IgM. Se encontrdé que los mAb humanizados
que contienen regiones variables (V) Unicas 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 unién y/o neutralizacion. Los ejemplos no limitantes de fragmentos de anticuerpos incluyen
fragmentos Fab, F(ab)z2 y F(ab’) o F(ab’)2. Las realizaciones de la invencién estan 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
regién V de la cadena L se selecciona de uno o mas de la SEQ ID NO: 3, la SEQ ID NO: 4y la SEQ ID NO: 7. En una
realizacién, la invencion se dirige a las CDR, a saber, CDR1, CDR2 y/o CDRS, en las regiones VH y VL de los
anticuerpos descritos. Las realizaciones de la invencién estan dirigidas a mAb humanizado anti-toxina B de C. difficile,
o fragmentos de los mismos, que tienen actividad contra la toxina B de C. difficile, en donde la region V de la cadena
L se establece en la SEQ ID NO: 10. Las realizaciones de la invencién estan 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
region V de la cadena H se selecciona de uno o mas de la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 2,la SEQ ID NO: 5y la SEQ
ID NO: 6. Las realizaciones de la invencion estan dirigidas a mAb humanizados anti-toxina B de C. difficile, o
fragmentos de los mismos, que tienen actividad contra la toxina B de C. difficile, en donde la region V de la cadena H
se selecciona de uno o mas de la SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9. En una realizacion, la invencion se dirige a las CDR,
a saber, CDR1, CDR2 y/o CDRS, en las regiones VH y VL de los anticuerpos descritos.

En otras realizaciones, la invencién abarca acidos nucleicos que codifican porciones de unién a antigeno, CDR o
regiones variables (V) de los anticuerpos anti-toxina A y/o anti-toxina B de C. difficile de la invencién. 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 invencién abarca las
secuencias de amino&cidos de las porciones de unién a antigeno, CDR o regiones V que estan codificadas por los
acidos nucleicos respectivos.

De acuerdo con otra realizacién, los anticuerpos monoclonales de la presente invencion se pueden modificar para que
tengan la forma de un anticuerpo biespecifico, un anticuerpo bifuncional, un anticuerpo multiespecifico o un anticuerpo
heterofuncional. Se pueden encontrar ejemplos no limitantes de anticuerpos biespecificos y heteroespecificos y
procedimientos para fabricar tales anticuerpos en varias publicaciones ilustrativas, por ejemplo, los documentos
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
biespecifico" pretende incluir cualquier agente, por ejemplo, una proteina, péptido o complejo de proteina o péptido,
que tiene dos especificidades de union diferentes y que se une o interactda con (a) la toxina A de C. difficile y ( b) la
toxina B de C. difficile. En una realizacion, el anticuerpo biespecifico comprende PA-39 o PA-50 o un fragmento de
unién a antigeno de los mismos y PA-41, o un fragmento de unién a antigeno del mismo. En una realizacion, el
anticuerpo biespecifico comprende una forma quimérica o humanizada de PA-39 o PA-50, o un fragmento de union a
antigeno de los mismos y PA-41, o un fragmento de unién a antigeno del mismo. Por consiguiente, un anticuerpo
biespecifico que comprende PA-39 y PA-41, o formas quiméricas o humanizadas de los mismos, o un fragmento de
unién a antigeno de los mismos, se uniria a la toxina Ay a la toxina B de C. difficile. De manera similar, un anticuerpo
biespecifico que comprende PA-50 y PA-41, o formas quiméricas o humanizadas de los mismos, o un fragmento de
unién a antigeno de los mismos, se unirian tanto a la toxina A como a la toxina B de C. difficile. El término "anticuerpo
multiespecifico” pretende incluir cualquier agente, por ejemplo, una proteina, péptido o complejo de proteina o péptido,
que tenga mas de dos especificidades de unién diferentes y que se una o interactie con (a) la toxina A de C. difficile,
(b) la toxina B de C. difficile, y (c) al menos otro componente. Por consiguiente, la invencién incluye, pero no se limita
a, anticuerpos biespecificos, triespecificos, tetraespecificos y otros anticuerpos multiespecificos. En una realizacién,
los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los anticuerpos biespecificos 0 multiespecificos se humanizan.

El término "anticuerpos biespecificos" incluye ademas diacuerpos. Los diacuerpos proporcionan anticuerpos
terapéuticos que tienen doble especificidad y que son capaces de atacar multiples epitopos diferentes con una sola
molécula. Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes biespecificos en los que los dominios V1 y VL se expresan en
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 unién a antigeno (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 union a antigeno del
anticuerpo biespecifico estan quimicamente unidas o son expresadas por una célula modificada genéticamente para
producir el anticuerpo biespecifico. (Véase en general, Fanger et al., 1995 Drug News & Perspec. 8 (3): 133-137). En
una realizacién, se puede administrar una cantidad eficaz de un anticuerpo biespecifico a un sujeto con infeccién por
C. difficile y/o una enfermedad asociada a C. difficile, y el anticuerpo biespecifico neutraliza la toxicidad de la toxina A
y la toxina B en el sujeto.

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 linea germinal humana. Los anticuerpos humanos pueden incluir residuos de
aminoacidos no codificados por secuencias de inmunoglobulina de la linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones
introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica del sitio in vitro o por mutacién somatica in vivo). Sin embargo, el
término "anticuerpo humano", como se usa en el presente documento, no pretende incluir anticuerpos en los que las
secuencias de CDR derivadas de la linea germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratén, 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 raton.

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 alli. Estos animales han sido modificados genéticamente de modo que exista una supresién funcional en la
produccion de anticuerpos enddgenos (por ejemplo, murinos). Los animales se modifican ain mas para contener todo
o una parte del locus del gen de inmunoglobulina de linea germinal humana de tal manera que la inmunizacién de
estos animales da como resultado la produccién de anticuerpos completamente humanos contra el antigeno de interés.
Después de la inmunizacibn de estos ratones (por ejemplo, ratones XenoMouse (Abgenix), HumAb
(Medarex/GenPharm)), los anticuerpos monoclonales se preparan de acuerdo con la tecnologia estandar de
hibridoma. Estos anticuerpos monoclonales tienen secuencias de aminoacidos de inmunoglobulina humana y, por lo
tanto, no provocaran respuestas de anticuerpos humanos anti-raton (HAMA) cuando se administran a humanos.

Los expertos en la materia apreciaran que en este documento también se proporcionan los acidos nucleicos y
polinucleétidos que codifican los anticuerpos descritos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos. También se
apreciara que en el presente documento se proporcionan acidos nucleicos y polinucleétidos que comprenden una
secuencia que codifica los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos. Por lo tanto, la invencién
proporciona vectores y plasmidos modificados para contener y/o expresar acidos nucleicos y polinucleétidos que
codifican anticuerpos. Como se usa en el presente documento, una "region de codificacion” se refiere a una regién de
una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de polipéptidos; la regién de codificacion puede incluir una
region que codifica una porcién de una proteina que luego se escinde, tal como un péptido sefial. En algunos casos,
las secuencias de nucleotidos y aminoacidos pueden incluir secuencias que codifican o que son péptidos sefial. La
invencion abarca cada una de estas secuencias con, o sin, la porciéon de la secuencia que codifica o es un péptido
sefal.
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Los anticuerpos proporcionados en el presente documento pueden clonarse usando el siguiente método, asi 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 purificacion de la columna de centrifugacién se puede
usar para eliminar nucleétidos libres. Luego, se puede agregar una cola de poli-dG en 3' con transferasa terminal. La
amplificacion por PCR se puede realizar usando un cebador oligo-dC mas un cebador degenerado a la regién
constante. Aproximadamente, se pueden realizar 40 ciclos para una amplificacion robusta de la cadena pesada. Se
puede realizar entonces la secuenciacion directa de los productos de PCR.

En ciertas realizaciones, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo esté codificado por una molécula
de acido nucleico que es altamente homologa a las moléculas de acido nucleico anteriores. La molécula de acido
nucleico homologa puede comprender una secuencia de nucleétidos que es al menos aproximadamente 90% idéntica
a la secuencia de nucledtidos proporcionada en este documento. La molécula de acido nucleico homéloga puede
comprender una secuencia de nucle6tidos que es al menos aproximadamente 95% idéntica, al menos
aproximadamente 97% idéntica, al menos aproximadamente 98% idéntica o al menos aproximadamente 99% idéntica
a la secuencia de nucleétidos proporcionada en este documento. La homologia se puede calcular utilizando varias
herramientas de software disponibles publicamente, 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 Informacion Biotecnoldgica
(NCBI) en los Institutos Nacionales de Salud.

Un método para identificar secuencias de nucleétidos altamente homologas es mediante hibridacion de &cido nucleico.
También se proporcionan en el presente documento anticuerpos que tienen las propiedades de unién a toxina A y/o
toxina B y otras propiedades funcionales descritas en este documento, que estan codificadas por moléculas de acido
nucleico que se hibridan en condiciones de alta rigurosidad con las moléculas de acido nucleico que codifican los
anticuerpos de la invencién. La identificacion de secuencias relacionadas también se puede lograr usando la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) y otras técnicas de amplificacion adecuadas para la clonacién de secuencias de
acido nucleico relacionadas. Para tales técnicas, los cebadores de PCR se seleccionan tipicamente para amplificar
porciones de una secuencia de acido nucleico de interés, tal como una CDR.

El término "condiciones de alta rigurosidad” como se usa en el presente documento se refiere a parametros con los
que la técnica esta familiarizada. Los parametros de hibridacion de acido nucleico se pueden encontrar en referencias
que compilan dichos métodos, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook, et al., Eds.,
segunda edicion, 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 hibridacién a 65 °C en tampon de hibridacion (3,5X SSC, Ficoll al 0,02%,
polivinilpirrolidona al 0,02%, Albamina 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 acido
etilendiaminotetraacético. Después de la hibridacién, se lava una membrana sobre la cual se transfiere el acido
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.

En el presente documento se proporcionan vectores (por ejemplo, vectores de expresion) o plasmidos que
comprenden las moléculas de acido nucleico descritas, ademas de otras secuencias de acido nucleico, por ejemplo,
ORI, promotor, potenciador, secuencias de terminacion, requeridas para la expresion de proteinas, polipéptidos o
péptidos. Los vectores se pueden usar para transformar o transfectar células huésped para producir los anticuerpos o
fragmentos de union a antigeno de los mismos con la especificidad de unién y/o caracteristicas de los anticuerpos o
fragmentos de union a antigeno descritos en el presente documento. En una realizacion, los vectores pueden
comprender una molécula de acido nucleico aislada que codifica la cadena pesada o una porcién de la misma de los
anticuerpos y fragmentos de unién a antigeno proporcionados. En otra realizacion, los vectores pueden comprender
las secuencias de acido nucleico que codifican la cadena ligera o una porcién de la misma. En una realizacion
adicional, los vectores de la invencion pueden comprender una secuencia para una cadena pesada o una porcion de
la misma y una secuencia de una cadena ligera o una porcién de la misma. En una realizacion adicional, se
proporcionan plasmidos que producen los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno descritos en este documento.

Se proporcionan también versiones modificadas de los anticuerpos de la invencién. Las modificaciones a un anticuerpo
o fragmento de unién a antigeno del mismo se realizan tipicamente en el acido nucleico que codifica el anticuerpo o
fragmento de union a antigeno del mismo, y pueden incluir supresiones, mutaciones puntuales, truncamientos,
sustituciones de aminoacidos y adiciones de aminodacidos o fracciones que no son aminoacidos. Alternativamente, se
pueden hacer modificaciones directamente al polipéptido, tal como por escisién, adicién de una molécula enlazadora,
adicion de una fraccion detectable, tal como biotina, adicién de un acido graso y similares. Las modificaciones también
abarcan proteinas de fusién que comprenden todo o parte del anticuerpo o la secuencia de aminoacidos del fragmento
de unién al antigeno. Las modificaciones incluyen ademas el acoplamiento o la unién del anticuerpo a otro agente, tal
como un agente citotoxico, farmaco o terapéutico.

Los polipéptidos modificados incluyen polipéptidos que se modifican especificamente para alterar una caracteristica
del polipéptido no relacionada con su actividad fisiolégica. Por ejemplo, los residuos de cisteina pueden sustituirse o
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eliminarse para evitar enlaces disulfuro no deseados. De manera similar, ciertos aminoacidos se pueden cambiar para
mejorar la expresion de un polipéptido eliminando la protedlisis por proteasas en un sistema de expresion (por ejemplo,
residuos de aminoacidos dibasicos en sistemas de expresién de levadura en los que esta presente la actividad de la
proteasa KEX2). Ademas, se pueden cambiar uno o0 mas aminoacidos, particularmente en la region constante de Ig,
para evitar la degradacion proteolitica del anticuerpo por enzimas que siguen ciertas vias de administracion, por
ejemplo, administracion 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 &cido nucleico que codifica el
polipéptido. Las mutaciones de un acido nucleico que codifica un polipéptido conservan preferiblemente el marco de
lectura de aminoacidos de la secuencia de codificacion, y preferiblemente no crean regiones en el acido nucleico que
puedan hibridarse para formar estructuras secundarias, tales como horquillas o bucles, que pueden ser perjudiciales
para la expresion del polipéptido modificado.

Se pueden realizar modificaciones en cualquiera de los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos
seleccionando una sustitucién de aminoacidos, o mediante mutagénesis aleatoria de un sitio seleccionado en un acido
nucleico que codifica el polipéptido. Los polipéptidos modificados pueden entonces expresarse y probarse para una o
mas actividades para determinar qué mutacién proporciona un polipéptido modificado con las propiedades deseadas.
Se pueden realizar mutaciones adicionales en polipéptidos modificados (0 en polipéptidos no modificados) que no
mencionan la secuencia de aminodacidos del polipéptido, pero que proporcionan codones preferidos para la traduccion
en un huésped particular. Los codones preferidos para la traduccién de un acido nucleico en, por ejemplo, E. coli, son
bien conocidos por los expertos en la materia. Todavia se pueden hacer otras mutaciones en las secuencias no
codificantes de una secuencia o clon de ADNc para mejorar la expresién del polipéptido. La actividad de los
polipéptidos modificados se puede probar clonando el gen que codifica el polipéptido modificado en un vector de
expresion, introduciendo el vector en una célula huésped apropiada, expresando el polipéptido modificado y probando
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 dara cuenta de que se pueden hacer sustituciones conservadoras de aminoacidos
en polipéptidos para proporcionar polipéptidos funcionalmente equivalentes. Como se usa en el presente documento,
una "sustitucién conservadora de aminodcidos" se refiere a una sustitucion de aminoacidos que no altera la carga
relativa o las caracteristicas de tamafio de la proteina en la que se realiza la sustitucion de amino&cidos. 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 edicién, 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. Las sustituciones conservadoras de aminodacidos incluyen
sustituciones hechas entre aminoacidos dentro de los siguientes ejemplos de grupos: (a) M, I, L, V; (b) F, Y, W; (c) K,
R H; (@A G;(e)S, T;(f) Q N;y (9) E, D.

Las sustituciones conservadoras de amino&cidos en polipéptidos tipicamente se realizan mediante la alteracion de un
acido 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 aminoacidos se pueden realizar por mutacién
dirigida por PCR, mutagénesis dirigida al sitio o por sintesis quimica de un gen que codifica un polipéptido. Cuando
las sustituciones de aminoacidos se realizan a un pequefo fragmento de un polipéptido, las sustituciones se pueden
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 expresién bacteriano o de
mamifero, 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.

Un anticuerpo anti-toxina, o una porcion de unién a antigeno del mismo, de la invencién puede derivarse o unirse a
otra molécula funcional, por ejemplo, otro péptido o proteina. Ademas, un anticuerpo o una porcién de anticuerpo se
puede unir funcionalmente, por ejemplo, mediante acoplamiento quimico, fusidon genética, asociacién no covalente,
etc., a una o mas entidades moleculares, tales como otro anticuerpo, un agente detectable, un agente citotéxico, un
agente terapéutico, un agente farmacéutico y/o una proteina o péptido que puede mediar la asociacién con otra
molécula, por ejemplo, una regién central de estreptavidina o una etiqueta de polihistidina.

Una proteina o anticuerpo derivado se puede producir mediante entrecruzamiento o el acoplamiento de dos o0 mas
proteinas 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
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 unién a antigeno del mismo de la invencién puede conjugarse con otra entidad molecular, tal como un
marcador. Los agentes o marcadores detectables con los que una proteina puede derivarse o marcarse incluyen
compuestos fluorescentes, enzimas, grupos prostéticos (por ejemplo, estreptavidina/biotina y avidina/biotina),
materiales quimioluminiscentes, materiales bioluminiscentes, entidades quimicas y materiales radiactivos. Los
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ejemplos de compuestos fluorescentes detectables incluyen fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina (FITC),
rodamina y ficoeritrina. Una proteina o anticuerpo también puede derivarse con enzimas detectables, tales como
fosfatasa alcalina (AP), peroxidasa de rabano picante, beta-galactosidasa, acetilcolinesterasa, glucosa oxidasa, etc.
Tales proteinas o anticuerpos derivados enzimaticamente se vuelven detectables tras la adicién de un sustrato
especifico de la enzima para producir un producto de reaccién detectable. Las proteinas derivadas con un grupo
prostético, como la biotina, se pueden detectar por medicién indirecta de la unién de avidina o estreptavidina.

Las proteinas y anticuerpos marcados pueden usarse como agentes o reactivos de diagnéstico y/o experimentales
para aislar un antigeno conocido o predeterminado mediante técnicas estandar, tales como cromatografia de afinidad
o inmunoprecipitacion, o para detectar un antigeno conocido o predeterminado para determinar niveles de proteina en
el tejido como parte de un procedimiento de prueba clinica, por ejemplo, para controlar la eficacia de un régimen de
tratamiento dado. En una realizacién, el antigeno a detectar puede ser una toxina en un lisado celular o en una muestra
de paciente.

En una realizacion particular, los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de la invenciéon se usan en
combinacion, por ejemplo, como una composicion farmacéutica que comprende dos o0 mas anticuerpos diferentes o
fragmentos de unidén a antigeno de los mismos (por ejemplo, uno 0 mas dirigidos contra la toxina A y uno o mas
dirigidos contra la toxina B, dos o mas dirigidos contra la toxina A, o dos 0 mas dirigidos contra la toxina B, etc.). Las
combinaciones de anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los mismos pueden combinarse en una terapia
Unica (es decir, administrarse simultaneamente) para lograr un efecto terapéutico deseado. Alternativamente, los
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos pueden administrarse por separado (es decir, en
diferentes momentos). Se deduce, por lo tanto, que los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos
pueden almacenarse juntos o por separado. Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos pueden
almacenarse en un medio acuoso o como una forma liofilizada, que puede reconstituirse antes de su uso.

En otra realizacion, se proporcionan composiciones que comprenden uno 0 mas anticuerpos aislados o un fragmento
de unién a antigeno de los mismos. También se proporcionan composiciones que comprenden una combinacion de
uno o mas de los anticuerpos mencionados anteriormente o fragmentos de unién a antigeno de los mismos. También
se proporcionan composiciones, cada una de las cuales contiene uno o mas de los anticuerpos mencionados
anteriormente o fragmentos de union a antigeno de los mismos, cuyas composiciones estan destinadas a usarse en
combinacion. Dichas composiciones pueden incluir un portador, excipiente, vehiculo o diluyente fisiolégica o
farmacéuticamente aceptable. El portador, excipiente, vehiculo o diluyente fisiolégica o farmacéuticamente aceptable
se puede mezclar con el anticuerpo aislado o fragmento de unidén a antigeno del mismo. En una realizacién, las
composiciones incluyen una combinacién de multiples (por ejemplo, dos 0 méas) anticuerpos aislados o fragmentos de
unién a antigeno de los mismos. En una realizacién, uno o méas de sus anticuerpos o fragmentos de unioén a antigeno
de la composicion se unen especificamente a la toxina A de C. difficile y neutralizan sus efectos toxicos, mientras que
uno o mas de los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos se unen especificamente a la toxina B
de C. difficile y neutralizan sus efectos toxicos. En una realizacién, se humanizan uno o mas de los anticuerpos o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos que se unen especificamente a la toxina A de C. difficile y neutralizan
sus efectos toxicos y uno o mas que se unen especificamente a la toxina B de C. difficile y neutralizan sus efectos
toxicos.

En una realizacion particular, la composicion comprende una combinacién de un anticuerpo anti-toxina A o un
fragmento de union a antigeno del mismo como se describe en el presente documento y un anticuerpo anti-toxina B o
fragmento de unién a antigeno del mismo como se describe en el presente documento. En dicha composicion, el
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 composicion, 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
realizacién, los anticuerpos de la composicion se humanizan. En una realizacién, la composicién comprende una
combinacion de mAb PTA-9888, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o una forma humanizada del mismo, y
mAb 9693, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o una forma humanizada del mismo. En una realizacion, la
composicién comprende una combinacién de mAb PTA-9694, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o una
forma humanizada del mismo, y mAb 9693, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o una forma humanizada
del mismo. En una realizacién, la composicion comprende una combinacion de cualquiera de los siguientes: mAb PTA-
9692, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o una forma humanizada del mismo y mAb 9693, un fragmento
de unién a antigeno del mismo, o una forma humanizada del mismo; o mAb PTA-9888, un fragmento de union a
antigeno del mismo, o una forma humanizada del mismo y mAb 9692, un fragmento de unién a antigeno del mismo,
o una forma humanizada del mismo; o mAb PTA-9694, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o una forma
humanizada del mismo y mAb 9692, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o una forma humanizada del mismo.

Las composiciones farmacéuticas también pueden administrarse en terapia de combinacién, es decir, combinadas
con otros agentes terapéuticos. Por ejemplo, la terapia de combinacién puede incluir una composiciéon que comprende
uno o mas anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos como se proporciona en el presente
documento con al menos otra terapia convencional. Dichos agentes terapéuticos adicionales incluyen la terapéutica
antibidtica y la terapéutica no antibiética. Los agentes terapéuticos adicionales incluyen la vacuna contra el toxoide de
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 generacién), fluoroquinolonas (tales como gatifloxacina o moxifloxacina), macrdélidos (por
ejemplo, eritromicina, claritromicina, azitromicina), penicilinas, aminoglicésidos, trimetoprim-sulfametoxazol,
cloranfenicol, tetraciclina, imipenem, y meropenem. Los agentes terapéuticos adicionales también incluyen
antibiéticos, agentes antibacterianos, bactericidas o bacteriostaticos. En una realizacién, el agente terapéutico
adicional puede ser una molécula pequefia o un compuesto quimico de bajo peso molecular, que se dirige a C. difficile
y/o sus toxinas. En una realizacion, el agente terapéutico adicional es OPT-80. Los agentes terapéuticos no antibiéticos
incluyen tolevamer, un polimero aniénico de alto peso molecular que se une a las toxinas Ay B a través de mecanismos
de carga no especificos.

Como alternativa, se prevé que los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos de la invencién se
puedan usar en combinacion con otros anticuerpos o fragmentos de union a antigeno 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
WO/2006/121422; US2005/0287150).

También se incluye en el presente documento, un método que implica el uso de los anticuerpos o fragmentos de union
a antigeno de los mismos de la invencién para el tratamiento o la profilaxis, es decir, para tratar, resolver, mejorar,
erradicar, prevenir o retrasar la infeccién por C. difficile o una enfermedad asociada con C. difficile, patologia, o
desarrollo o progresion de la misma. La CDAD generalmente se precipita por la alteracion de la flora del colon a través
del uso de antibiéticos como clindamicina, cefalosporinas y fluoroquinolonas. Esta perturbacién en el microambiente
del colon, junto con la exposicion a las esporas de C. difficile, conduce a la colonizacién en individuos afectados.
Aproximadamente un tercio de todos los pacientes que se colonizan desarrollan CDAD, lo que puede provocar diarrea
severa, perforacion del colon, colectomia y muerte. Por lo tanto, se proporcionan métodos mediante los cuales a un
sujeto se le administran uno o mas anticuerpos de la invencién, o una composicion como se describe en el presente
documento para tratar la infeccién por C. difficile o CDAD.

Como se usa en el presente documento, "tratar" se refiere a cualquier beneficio para un sujeto con infeccién por C.
difficile o enfermedad asociada a C. difficile conferida mediante la administracion de los anticuerpos o una composicion
o combinacién de composiciones proporcionadas en el presente documento. Por ejemplo y sin limitacién, tal beneficio
puede ser la eliminacion de uno o mas sintomas o efectos adversos, o una reduccion o mejora de la gravedad de uno
0 mas sintomas o efectos adversos que resultan de la infeccidén o enfermedad; un retraso, detencion o reversion en la
progresion de la infeccion o enfermedad; una recolonizacion, resurgimiento o repoblacion de la microflora normal y
natural del tracto gastrointestinal, colon, intestino, etc., o la cura de la infeccién o enfermedad (es decir, un médico
evaluaria al sujeto y determinaria que el sujeto ya no tiene la infeccién o enfermedad). Los sintomas o efectos adversos
asociados con la infeccion por C. difficile incluyen deshidratacion, diarrea, calambres, insuficiencia renal, perforacién
intestinal, megacolon tdxico, 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 sintomas o efectos adversos
proporcionados en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, una "infeccién por C. difficile" se refiere a una infeccion 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 relacién con una o mas
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
el intestino u otros érganos y tejidos que comprenden el tracto gastrointestinal. Tipicamente, CDAD resulta de la
adquisicion y proliferacion de C. difficile en el intestino. In vivo, las toxinas A y B demuestran diferentes perfiles
patolégicos 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 citotdxica en forma mas potente in vitro. Se han reportado cada vez mas cepas negativas para
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
eliminacion del dominio repetitivo del gen tcdA, pero aun son capaces de causar enfermedad clinica. Por el contrario,
hasta la fecha no hay informes de cepas positivas para toxina A, negativas para toxina B (A+/B-) en humanos.

La infeccion por C. difficile se manifiesta cominmente como diarrea leve a moderada, ocasionalmente con calambres
abdominales. En ocasiones se observan pseudomembranas, que son placas adherentes de color blanco amarillento
en la mucosa intestinal. En casos raros, los pacientes con infeccién por C. difficile pueden presentar un abdomen
agudo y una colitis fulminante potencialmente mortal, que resulta de una interrupcion de la flora bacteriana normal del
colon, la colonizacién con C. difficile y la liberacidn de toxinas que causan inflamacion y dafio de la mucosa. La terapia
con antibidticos es el factor clave que altera la flora del colon. Mientras que la flora intestinal normal resiste la
colonizacién y el crecimiento excesivo de C. difficile, el uso de antibiéticos, que suprime la flora normal, permite que
proliferen las bacterias C. difficile. C. difficile esta 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 invencion se utilizan para el tratamiento de sujetos que son
asintomaticos, pero que son susceptibles o estan en riesgo de contraer la infeccion por C. difficile y ser afectados por
sus enfermedades asociadas. Dichos sujetos pueden ser hospitalizados o pueden estar fuera de un entorno
hospitalario.
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El principal factor de riesgo para la enfermedad relacionada con C. difficile es la exposicion previa a antibiéticos. Los
antibiéticos mas comunes implicados en la colitis por C. difficile incluyen cefalosporinas (especialmente de segunda y
tercera generacién), ampicilina/amoxicilina y clindamicina. Los antibiéticos menos cominmente implicados son los
macrélidos (es decir, eritromicina, claritromicina, azitromicina) y otras penicilinas. Los compuestos u otros agentes que
ocasionalmente se informa que causan la enfermedad incluyen aminoglicésidos, fluoroquinolonas, trimetoprim-
sulfametoxazol, metronidazol, cloranfenicol, tetraciclina, imipenem y meropenem. Incluso una breve exposicion a
cualquier antibiético puede causar colitis por C. difficile, particularmente si la flora intestinal normal se ve afectada
negativamente o muere. Un curso prolongado de antibidticos, o el uso de dos 0 mas antibidticos, aumenta el riesgo
de enfermedad. Se ha demostrado que los antibiéticos utilizados tradicionalmente para tratar la colitis por C. difficile
causan enfermedades. Otros factores de riesgo asociados con la infeccién por C. difficile incluyen edad avanzada (>
65 afos); sistema inmunitario debilitado; hospitalizacion reciente (particularmente compartir una habitacion de hospital
con un paciente infectado, estadias en unidades de cuidados intensivos y estadias prolongadas en el hospital); vivir
en un hogar de ancianos, hospicio u otro centro de atencién a largo plazo; cirugia abdominal; enfermedad de colon
crénica (por ejemplo, enfermedad inflamatoria del intestino (IBD) o cancer colorrectal); tomar antiacidos recetados o
de venta libre que pueden reducir el &cido del estémago y permitir que C. difficile pase mas facilmente al intestino; y
una infeccién previa por C. difficile. Otros factores asociados con la enfermedad de C. difficile incluyen agentes
antineoplasicos, principalmente metotrexato, sindrome hemolitico-urémico, neoplasias, isquemia intestinal,
insuficiencia renal, enterocolitis necrotizante, enfermedad de Hirschsprung, IBD y procedimientos gastrointestinales
no quirdrgicos, incluidos los tubos nasogastricos. Los sujetos a los que se pueden administrar las composiciones
proporcionadas en el presente documento incluyen cualquiera de los sujetos descritos que estan en riesgo de infeccion
por C. difficile.

Mientras que la mayoria de los pacientes con colitis por C. difficile se recuperan sin terapia especifica, los sintomas
pueden ser prolongados y debilitantes. La diarrea asociada a C. difficile puede ser una afeccion grave con una tasa
de mortalidad de hasta el 25% en pacientes ancianos que son fragiles. Los informes que se centran en pacientes con
enfermedades mas graves indican tasas de mortalidad del 10-30%. La infeccion por C. difficile es mas comun en
personas de edad avanzada, y la vejez puede promover la susceptibilidad a la colonizacion y la enfermedad. Mientras
que los bebés y los nifios pequefios con frecuencia albergan C. difficile y sus toxinas, la infeccion clinica es poco
comun. La infeccién cruzada por C. difficile es comln en las unidades neonatales, pero los recién nacidos no parecen
desarrollar diarrea asociada a C. difficile.

En el presente documento se proporcionan varios métodos que usan los anticuerpos humanizados de la invencién y/o
las composiciones proporcionadas en el presente documento. Por ejemplo, un método para tratar a un sujeto que tiene
infeccion o enfermedad por C. difficile, exhibe cualquiera de los sintomas o los efectos adversos proporcionados en el
presente documento, o tiene alguna de las enfermedades provistas en el presente documento. En una realizacién, el
método reduce, disminuye o mejora la gravedad de la enfermedad asociada con la infeccion 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.

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 realizacion, 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 union a antigeno del mismo como un anticuerpo anti-toxina B
humanizado o un fragmento de unién a antigeno del mismo, o una composicién que comprende estos anticuerpos. En
otro aspecto, la toxina A y la toxina B sistémicas combinadas de C. difficile se neutralizan mediante la administracién
de un anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo que se une especificamente a la toxina A y la toxina B,
0 una composicion 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.

Como otra realizacion, también se proporciona un método para restaurar la flora gastrointestinal normal en un sujeto
infectado con C. difficile, para tratar eficazmente la infeccion causada por C. difficile y/o sus toxinas. Como otra
realizacién mas, también se proporciona un método para reducir la susceptibilidad de un sujeto a infeccién por C.
difficile o enfermedad asociada a C. difficile. Como otra realizacion, se proporciona un método para prevenir la infeccion
por C. difficile o la enfermedad asociada a C. difficile en un sujeto.

En los métodos mencionados anteriormente, al sujeto se le administra uno o mas de los anticuerpos o las
composiciones proporcionadas en el presente documento (por ejemplo, una composicion que comprende un
anticuerpo monoclonal o un fragmento de unién a antigeno del mismo dirigido contra la toxina A de C. difficile y una
composicién que comprende un anticuerpo monoclonal o fragmento de unién a antigeno dirigido contra la toxina B de
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 composicion que comprende un portador,
vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable, y opcionalmente otro antibiodtico, no antibiético, farmaco o agente
terapéutico eficaz contra C. difficile y/o sus enterotoxinas.
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Un anticuerpo monoclonal humanizado anti-toxina A o fragmento de unién a antigeno del mismo y/o un anticuerpo
monoclonal anti-toxina B humanizado o fragmento de unién a antigeno del mismo, o una composicion
farmacéuticamente aceptable que comprende los anticuerpos humanizados o fragmentos de unién a antigeno del
mismo, por separado o juntos, se pueden usar en cualquiera de los métodos descritos de acuerdo con la invencion.

Como se usa en el presente documento, "portador farmacéuticamente aceptable” o "portador fisiolégicamente
aceptable” incluye todas y cada una de las sales, disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifungicos, agentes isotonicos y de retardo de absorcién, y similares que son fisiologicamente
compatibles. Preferiblemente, el portador es adecuado para administracion oral, intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, subcutanea, parenteral, espinal o epidérmica (por ejemplo, por inyeccion o infusién). Dependiendo de
la ruta de administracion, el compuesto activo, es decir, el anticuerpo, puede recubrirse con un material para proteger
el compuesto de la accion de los acidos y otras condiciones naturales que pueden inactivar el compuesto.

Cuando se administran, las preparaciones farmacéuticas de la invencién se aplican en cantidades farmacéuticamente
aceptables y en composiciones farmacéuticamente aceptables. El término "farmacéuticamente aceptable" significa un
material no téxico, fisiologicamente aceptable que no interfiere con la efectividad de la actividad bioldgica de los
ingredientes activos. Dichas preparaciones pueden contener habitualmente sales, agentes tamponantes,
conservantes, vehiculos 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
convenientemente para preparar sales farmacéuticamente aceptables de las mismas y no estan excluidas del alcance
de la invencion.

Una sal retiene la actividad biolégica deseada del compuesto original y no imparte ningun efecto toxicolégico no
deseado (véase, por ejemplo, Berge, S.M., et al., (1977) J. Pharm. Sci. 66: 1-19). Los ejemplos de tales sales incluyen
sales de adicion de &cido y sales de adicion de base. Las sales de adicion de &cido incluyen aquellas derivadas de
acidos inorganicos no téxicos, tales como clorhidrico, nitrico, fosférico, sulfarico, bromhidrico, yodhidrico, fosforoso y
similares, asi como de acidos organicos no toxicos tales como acidos mono y dicarboxilicos alifaticos, acidos
alcanoicos sustituidos con fenilo, acidos hidroxialcanoicos, acidos aromaticos, acidos sulfénicos alifaticos y aromaticos
y similares. Las sales de adicion de bases incluyen las derivadas de metales alcalinotérreos, tales como sodio, potasio,
magnesio, calcio y similares, asi como de aminas organicas no toxicas, tales como N,N'-dibenciletilendiamina, N-
metilglucamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina, acetato de etilendiamina (EDTA), con o sin un
contraion, tal como sodio o calcio, procaina y similares.

Cualquiera de las composiciones de la invencidn puede combinarse, si se desea, con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. El término "vehiculo farmacéuticamente aceptable" como se usa en el presente documento significa uno o
mas rellenos, diluyentes o sustancias encapsulantes sélidos o liquidos compatibles que son adecuados para la
administracion en un ser humano. El término "vehiculo" denota un ingrediente organico o inorganico, natural o sintético,
con el que se combina el ingrediente activo para facilitar la aplicaciéon. Los componentes de las composiciones
farmacéuticas también pueden mezclarse con las moléculas de las composiciones proporcionadas, y entre si, de tal
manera que no haya interaccién que perjudique sustancialmente la eficacia farmacéutica deseada.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener agentes tamponantes adecuados, que incluyen: acido acético en
una sal; acido citrico en una sal; acido bérico en una sal; y acido fosférico en una sal.

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 dosificacion unitaria y pueden
prepararse por cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de la farmacia. Todos los métodos incluyen la
etapa de asociar el agente activo con un vehiculo que constituye uno o mas ingredientes accesorios. En general, las
composiciones se preparan asociando de manera uniforme e intima el compuesto activo con un vehiculo liquido, un
vehiculo sélido finamente dividido, o ambos, y luego, si es necesario, dando forma al producto.

Los anticuerpos anti-toxina A y anti-toxina B de la invencion, o porciones de los mismos, pueden proporcionarse de
acuerdo con regimenes de dosificacion que pueden ajustarse para proporcionar la respuesta éptima deseada, tal como
una respuesta terapéutica o profilactica, en un individuo particular. llustrativamente, se puede administrar un Unico
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 situacién terapéutica particular. Las composiciones
parenterales pueden envasarse o prepararse en forma de dosificacion unitaria para facilitar la administracion y la
uniformidad de la dosificacion. La forma de dosificacion unitaria se refiere a unidades fisicamente 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 asociacion con el
portador, vehiculo, excipiente o diluyente farmacéutico requerido. La especificacion para las formas de dosificacion
unitarias de la invencién esta dictada por y depende directamente de (a) las caracteristicas Unicas del compuesto
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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 administracion parenteral comprenden convenientemente una preparacion
acuosa 0 no acuosa estéril, que es preferiblemente isoténica con la sangre del receptor. Esta preparacion puede
formularse de acuerdo con métodos conocidos usando agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspension
adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién o suspension inyectable estéril en un
diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no téxico, por ejemplo, como una solucién en 1,3-butanodiol. Entre
los vehiculos y solventes aceptables que pueden emplearse estan el agua, la solucién de Ringer y la solucién isoténica
de cloruro de sodio. Ademas, los aceites fijos estériles se emplean convencionalmente como solvente 0 medio de
suspension. Para este propdsito, se puede emplear cualquier aceite fijo suave, incluyendo mono o diglicéridos
sintéticos. Ademas, los acidos grasos como el acido oleico pueden usarse en la preparacion de inyectables. Las
formulaciones de portador adecuadas para administracion oral, subcutanea, intraperitoneal, intravenosa,
intramuscular, etc. se pueden encontrar en Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA.

Los componentes activos pueden prepararse con vehiculos que protegeran los componentes contra la liberacion
rapida, tales como una formulacion de liberacion controlada, que incluye implantes y sistemas de administracion
microencapsulados. Se pueden usar polimeros biodegradables y biocompatibles, tales como acetato de etileno y vinilo,
polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Muchos métodos para la preparacion
de tales formulaciones estan patentados o son generalmente conocidos por los expertos en la materia. Véase, por
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 invencion como agentes terapéuticos pueden administrarse por cualquier via
convencional, incluyendo inyeccion o por infusion gradual a lo largo del tiempo. La ruta de administracién puede, como
ejemplos no limitantes, ser oral, intravenosa, subcutanea, intraperitoneal, intramuscular, intratecal, intracavitaria,
retroorbital, vaginal, rectal, por inhalacién, aspiracion, dérmica, via supositorio o transdérmica.

Los anticuerpos y las composiciones de la invenciéon se administran en cantidades o dosis efectivas. Una "cantidad
efectiva" es la cantidad de un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo o composicién o composiciones
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 infeccion por
C. difficile, diarrea 0 una enfermedad asociada a C. difficile en un sujeto. Esto puede implicar solo retrasar la progresion
de la infeccién, diarrea o enfermedad durante un periodo sostenido, por ejemplo, més de una semana, dos semanas,
tres semanas, un mes, dos meses, tres meses 0 mas de tres meses. Sin embargo, tales cantidades efectivas tratan o
detienen de manera 6ptima la progresion de la infeccion, diarrea o enfermedad de forma permanente. Esto puede ser
monitoreado por métodos rutinarios. La respuesta deseada al tratamiento de la enfermedad o afecciéon también puede
retrasar el inicio o incluso prevenir el inicio de la infeccion o enfermedad.

Las cantidades efectivas dependeran, por supuesto, de la infeccion o enfermedad particular que se esté tratando, la
gravedad de la infeccion o enfermedad, los parametros individuales del paciente que incluyen edad, estado fisico,
tamano y peso, la duracion del tratamiento, la naturaleza de la terapia concurrente (si la hay), la ruta especifica de
administracion 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 mas que pruebas de rutina o
experimentacion. Generalmente se prefiere que se use una dosis maxima de los componentes individuales o
combinaciones de los mismos, es decir, la dosis mas alta segura de acuerdo con un criterio médico sélido. Sin
embargo, los expertos en la materia entenderan que un paciente puede insistir en una dosis mas baja o una dosis
tolerable por razones médicas, psicoldgicas o practicamente por cualquier otra razoén.

Las composiciones farmacéuticas usadas en los métodos anteriores son preferiblemente estériles y contienen una
cantidad eficaz de uno 0 mas anticuerpos o fragmentos de union a antigeno proporcionados en el presente documento
para producir la respuesta deseada en una unidad de peso o volumen adecuada para la administracion a un paciente.
La respuesta puede, por ejemplo, medirse determinando los efectos fisiolégicos de la composicion, tal como la
disminucion de los sintomas de la enfermedad. Los expertos en la técnica conoceran otros ensayos y pueden
emplearse para medir el nivel de la respuesta.

Las dosis o cantidades de las composiciones administradas a un sujeto pueden elegirse de acuerdo con diferentes
parametros, en particular de acuerdo con el modo de administracion utilizado y el estado del sujeto. Otros factores
incluyen el periodo deseado de tratamiento. En el caso de que una respuesta en un sujeto sea insuficiente a las dosis
iniciales aplicadas, se pueden emplear dosis mas altas (o efectivamente dosis mas altas por una ruta de administracion
diferente y mas localizada) en la medida en que la tolerancia del paciente lo permita.

En general, las dosis o cantidades pueden variar de aproximadamente 1 pg/kg a aproximadamente 100.000 ug/kg.
Los ejemplos no limitantes de intervalos de dosis que constituyen una cantidad terapéutica o profilacticamente efectiva
de un anticuerpo, porcion de anticuerpo o composicion de la invencion incluyen 0,1 mg/kg-100 mg/kg; 0,1 mg/kg-60
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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apreciara que para cualquier individuo, paciente o sujeto en particular, las dosis especificas y los regimenes de
dosificacién deben ajustarse con el tiempo de acuerdo con las necesidades individuales y el juicio del profesional
calificado que administra o supervisa la administraciéon de los anticuerpos y/o composiciones. Dichos intervalos de
dosis son solo ejemplos y no pretenden limitar el alcance o la practica de la invencion. Segun la composicién, la dosis
puede administrarse de forma continua, tal como mediante una bomba continua, o a intervalos periédicos. Los
intervalos de tiempo deseados de multiples dosis de una composicién particular se pueden determinar sin una
experimentacion excesiva por parte de un experto en la materia. Los expertos en la técnica conoceran otros protocolos
para la administracién de las composiciones, en los que la cantidad de dosis, el programa de administracion, los sitios
de administracion, el modo de administracion y similares varian de lo anterior.

La administracion de las composiciones a mamiferos 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 invencién o composiciones
que comprenden anticuerpos de la invencién, e instrucciones de uso. Los kits pueden contener ademas al menos un
reactivo adicional, tal como un agente terapéutico adicional, 0 uno o méas anticuerpos adicionales o fragmentos de
unién a antigeno como se proporciona en el presente documento (por ejemplo, un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo a la toxina A cuando el primer anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo en el kit
es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo contra la toxina B, y viceversa).

Los componentes de los kits pueden envasarse en medio acuoso o en forma liofilizada. Cuando los anticuerpos o
fragmentos de unién a antigeno de los mismos se usan en los kits en forma de conjugados (por ejemplo, un conjugado
de anticuerpos biespecificos), los componentes de dichos conjugados pueden suministrarse en forma totalmente
conjugada, en forma de compuestos intermedios 0 como fracciones separadas para ser conjugados por el usuario o
el kit de acuerdo con las instrucciones de uso proporcionadas.

Un kit puede comprender un portador que esta compartimentado para recibir en confinamiento cercano uno o mas
medios de contenedor, 0 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 mas
anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los mismos. Un segundo medio contenedor o serie de medios
contenedores puede contener uno o mas anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos, en donde los
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos son diferentes de aquellos en el primer medio contenedor,
0 algun otro agente terapéutico adicional. Los kits proporcionados en el presente documento pueden incluir ademas
un tercer contenedor que contiene una molécula para unir los anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno contenidos
en el primer y segundo contenedor.

Como se usa en este documento con respecto a polipéptidos, proteinas o fragmentos de los mismos, "aislado" significa
separado de su entorno nativo y presente en cantidad suficiente para permitir su identificacion o uso. Aislado, cuando
se refiere a una proteina o polipéptido, significa, por ejemplo: (i) producido selectivamente por clonaciéon de expresion
o (ii) purificado tal como mediante cromatografia o electroforesis. Las proteinas o polipéptidos aislados pueden ser,
pero no necesariamente, sustancialmente puros. El término "sustancialmente puro" significa que las proteinas o
polipéptidos estan esencialmente libres de otras sustancias con las que se pueden encontrar en la naturaleza, o de
sistemas in vivo en un grado préactico y apropiado para su uso previsto. Los polipéptidos sustancialmente puros se
pueden producir mediante técnicas bien conocidas en la materia. Debido a que una proteina aislada puede mezclarse
con un vehiculo farmacéuticamente aceptable en una preparacion farmacéutica, la proteina puede comprender solo
un pequefo porcentaje en peso de la preparacién. No obstante, la proteina esta 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
proteinas de origen natural.

También se proporcionan métodos para evaluar la eficacia de un agente candidato para el tratamiento de infeccion
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 infeccion 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 infeccién por
C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile" es cualquier agente que se cree que promueve la apariciéon o progresion
de la infeccion por C. difficile o enfermedad asociada a C. difficile. Tal agente puede ser un agente antibiético o no
antibiético. Por ejemplo, el agente puede ser cualquiera de los antibiéticos descritos en el presente documento.
llustrativamente, dicho antibiético puede ser clindamicina, metronidazol, vancomicina, fidaxomicina, nitazoxanida,
rifaximina, ramoplanina o una combinacién de los mismos.

En estos métodos, el agente candidato puede administrarse al sujeto antes o después de la inoculacion con C. difficile.
El agente candidato puede ser cualquier agente que se cree que tiene el potencial para tratar o prevenir la infeccion
por C. difficile o la enfermedad asociada a C. difficile. Los agentes candidatos, que pueden ser un antibiético o no
antibiético, incluyen anticuerpos o fragmentos de union a antigeno de los mismos que se unen especificamente 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
los ejemplos a continuacion.
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El objetivo final del tratamiento de CDAD es descontinuar todos los antibidticos y permitir la restauracion de la
microflora intestinal normal. De acuerdo con la invencién, los mAb anti-toxina Ay B descritos en el presente documento
pueden proporcionar terapias no antibiéticas disefiadas para bloquear los efectos patogénicos de las toxinas de C.
difficile, permitir la interrupcién de los antibiéticos y, por lo tanto, proporcionar tiempo para que el colon sane y la
microflora intestinal normal se restablezca. Los antibiéticos monoclonales de la invencion han demostrado una
proteccion completa y duradera (> 37 dias) en un modelo estricto de hamster de CDAD. Basado en sus caracteristicas
y propiedades excepcionales, los mAb anti-toxina A y toxina B de C. difficile de la invencidn proporcionan nuevas
opciones de tratamiento y medicamentos para pacientes mal atendidos por las terapias existentes, incluidos aquellos
individuos afectados por los casos mas graves de enfermedad.

La presente invencién abarca ademas una vacuna o inmunégeno que comprende porciones, fragmentos o péptidos
de toxina A y/o toxina B de C. difficile que contiene las regiones epitdpicas reconocidas y/o unidas por uno o mas de
los anticuerpos monoclonales PA-39 (Numero de acceso de la ATCC PTA-9692), una forma humanizada de PA-39,
anticuerpo monoclonal PA-50 (Numero de acceso de la ATCC PTA-9694), una forma humanizada de PA-50,
anticuerpo monoclonal PA-41 (Numero de acceso de la ATCC PTA-9693), una forma humanizada de PA-41, un
anticuerpo que compite por la unién de la toxina A con el anticuerpo monoclonal PA-39 o una forma humanizada del
mismo, un anticuerpo que compite por la uniéon de la toxina A con el anticuerpo monoclonal PA-50 o una forma
humanizada del mismo, o un anticuerpo que compite por la unién de la toxina B con el anticuerpo monoclonal PA-41
o una forma humanizada del mismo. En una realizacién, la vacuna o inmunégeno comprende porciones, fragmentos
o péptidos de la toxina A y la toxina B de C. difficile que contienen las regiones epitopicas reconocidas y/o unidas por
uno o mas de los anticuerpos monoclonales PA-39 (Numero de acceso de la ATCC PTA -9692), una forma humanizada
de PA-39, o un anticuerpo que compite por la unién de la toxina A y la toxina B con el anticuerpo monoclonal PA-39 o
una forma humanizada de la misma. En una realizacidn, las porciones, fragmentos o péptidos que contienen epitopos
de la toxina A y/o la toxina B de la vacuna o inmund6geno se derivan de la proteina de la toxina A o de la toxina B
mediante escisién proteolitica. En una realizacion, los fragmentos, porciones o péptidos de la toxina A de la vacuna o
inmundgeno se producen por escision proteolitica por enteroquinasa. En una realizacion, los fragmentos, porciones o
péptidos de toxina B de la vacuna o inmundgeno se producen mediante escision proteolitica por caspasa (caspasa 1).
En una realizacion, las porciones o fragmentos de la vacuna o inmundgeno que contienen epitopos son péptidos
sintetizados quimica o de forma recombinante de la proteina de la toxina A o de la toxina B. En una realizacion, los
fragmentos, porciones o péptidos de la vacuna o inmundgeno que contienen una o mas regiones epitopicas de toxina
A y/o toxina B que son reconocidas y unidas por el anticuerpo se derivan de uno o mas 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 union al receptor de la toxina A; una region fuera del dominio de unién al receptor de la toxina A; la regién enzimatica
del terminal N de la toxina B; el dominio glucosiltransferasa de la toxina A; el dominio glucosiltransferasa de la toxina
B; el dominio proteolitico de la toxina A; el dominio proteolitico de la toxina B; el dominio hidrofébico, formador de poros
de la toxina A; o el dominio hidrofébico, formador de poros de la toxina B.

En algunas realizaciones, los fragmentos que contienen una o mas regiones epitopicas reconocidas y unidas por los
anticuerpos se derivan del extremo terminal amino de la toxina A o la toxina B. En algunas realizaciones, los
fragmentos que contienen una o mas regiones epitdpicas 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 mas
regiones epitépicas 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 mas regiones epitépicas reconocidas y
unidas por los anticuerpos se derivan del dominio proteolitico de la toxina A o la toxina B. En algunas realizaciones,
los fragmentos que contienen una o mas regiones epitdpicas reconocidas y unidas por los anticuerpos se derivan de
los compuestos hidréfobos, dominio formador de poros de la toxina A o la toxina B. En algunas realizaciones, los
fragmentos que contienen una o mas regiones epitopicas reconocidas y unidas por los anticuerpos se derivan del
dominio de unién al receptor de la toxina A. En algunas realizaciones, los fragmentos que contienen una o mas
regiones epitdpicas reconocidas y unidas por los anticuerpos se derivan del dominio de unién al receptor de la toxina
B. En algunas realizaciones, los fragmentos que contienen una o mas regiones epitdpicas reconocidas y unidas por
los anticuerpos se derivan de una region fuera del dominio de unién al receptor de la toxina A. En algunas
realizaciones, los fragmentos que contienen una o mas regiones epitopicas reconocidas y unidas por los anticuerpos
se derivan de la regién enzimatica del terminal N de la toxina B. En una realizacion, los fragmentos o porciones de la
toxina A y/o la toxina B que contienen epitopos tienen un tamano < 300 kDa. En otras realizaciones, los fragmentos o
porciones que contienen epitopos 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 tamafo. En otras
realizaciones, los fragmentos o porciones de toxina A que contienen epitopos son ~158-160 kDa; ~90-95 kDa, por
ejemplo, 91 kDa, y/o ~63-68 kDa, por ejemplo, 68 kDa de tamafo. En otras realizaciones, los fragmentos o porciones
de toxina B que contienen epitopos son de ~ 100-105 kDa, por ejemplo, 103 kDa, y/o de ~ 63-68 kDa, por ejemplo, 63
kDa de tamafio.

Tales porciones, fragmentos o péptidos de las toxinas, cuando se administran en forma de una vacuna o inmunégeno
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
permite al sujeto generar una respuesta inmune contra las toxinas y neutralizar, bloquear, reducir, mejorar, curar o
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tratar la enfermedad, infeccion asociada a C. difficile, o CDAD en el sujeto. En consecuencia, otra realizacion
proporciona un método para neutralizar, bloguear, reducir, mejorar, curar o tratar la infeccion 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 inmundgeno descritos anteriormente. En una realizacion, 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,
curando o tratando la enfermedad, infeccién asociada a C. difficile o CDAD en el sujeto. En otra realizacién, el sujeto
provoca una respuesta inmune celular a la toxina A y/o la toxina B de C. difficile. En otra realizacion, el sujeto provoca
una respuesta inmune humoral y celular a la toxina A y/o la toxina B de C. difficile.

En ofra realizacion, la invencion abarca un método para neutralizar, inhibir o bloquear la actividad de la toxina A y/o la
toxina B en o contra una célula susceptible a la infeccion por C. difficile, que comprende poner en contacto la célula
con un anticuerpo o fragmento de unién antigeno del mismo, de acuerdo con la presente invencion, en donde el
anticuerpo, o fragmento de unién al antigeno 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 accioén. En
una realizacién, el anticuerpo es uno o mas de un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo
quimérico. En una realizacion, la célula esta en un sujeto y el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo,
se administra en una cantidad eficaz al sujeto. En una realizacion, la célula esta dentro del tracto gastrointestinal, por
ejemplo, una célula epitelial intestinal del sujeto. En una realizacion, la toxina es la toxina A. En una realizacion, la
toxina es la toxina B. En una realizacion, la toxina es la toxina A y el mecanismo de accion del anticuerpo es un
mecanismo de accién de inhibicion competitiva. En una realizacion, la toxina es la toxina A y el anticuerpo, o fragmento
de union a antigeno de la misma, es PA-50 (nimero 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 realizacién, la toxina es la toxina A y el mecanismo de accién del anticuerpo es un mecanismo de accion de
inhibicion competitiva mixta. En una realizacion, la toxina es la toxina A y el anticuerpo, o su fragmento de unién al
antigeno, es PA-39 (numero de acceso de la ATCC PTA-9692), una forma humanizada del mismo, o un anticuerpo, o
fragmento del mismo, que compite con PA-39 para neutralizar la actividad de la toxina A. En una realizacion, la toxina
es la toxina B y el mecanismo de accién del anticuerpo es un mecanismo de accion de inhibicion competitiva mixta.
En una realizacion, la toxina es la toxina B y el anticuerpo, o fragmento de unién a antigeno del mismo, es PA-41
(nimero 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.

Como se usa en el presente documento, el término "inhibidor competitivo" de la toxina se refiere a un inhibidor de
neutralizacion de la toxina, por ejemplo, un anticuerpo, agente o molécula pequefia o entidad quimica, que muestra
un cambio de ECso hacia la derecha en la curva de neutralizacion, sin un cambio en el porcentaje maximo de
neutralizacion a medida que aumenta la concentracion de toxina en el cultivo. Por lo tanto, un inhibidor competitivo es
capaz tipicamente de superar el efecto citotdxico de la toxina mediante la adicion de mas inhibidor. El término "inhibidor
no competitivo" de una toxina se refiere a un inhibidor de neutralizacién de la toxina que muestra una disminucién en
el porcentaje maximo de neutralizacién sin un cambio en la concentracion, produciendo una respuesta semi-maxima
(ECs0) @ medida que aumenta la concentracion de toxina en el cultivo. Por lo tanto, un inhibidor no competitivo es
tipicamente incapaz de superar por completo el efecto citotoxico de la toxina mediante la adicion de mas inhibidor. El
término "inhibidor mixto competitivo" de la toxina se refiere a un inhibidor de neutralizacion de toxina que muestra
cierto grado de inhibicion competitiva y no competitiva a medida que aumenta la concentracion de toxina en el cultivo.
Por ejemplo, un inhibidor de toxina competitivo mixto puede unirse a la toxina y ejercer su efecto bloqueando la unién
de la toxina a una célula, asi como bloqueando otros efectos citotoxicos de la toxina; ejerciendo asi un mecanismo de
accion mixto competitivo.

Ejemplos

Ejemplo 1

Generacion de anticuerpos monoclonales neutralizantes contra la toxina A y/o la toxina B de C. difficile
A. preparacion de inmundgenos

Los anticuerpos monoclonales neutralizantes dirigidos contra la toxina A y/o la toxina B de C. difficile se generaron
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
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 cominmente utilizada de C. difficile. Se afadié el adyuvante Quil A (Accurate
Chemical, Westbury, NY) al volumen requerido de toxoide o toxina y se mezclé. La mezcla se prepard dentro de los
60 minutos de las inmunizaciones y se almacené en hielo hasta que estuvo lista para la inmunizacion. Para el refuerzo
final antes de la fusién, la toxina requerida se diluyé en PBS y se almacené en hielo hasta que se usé para la
inmunizacion.
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B. Inmunizacion y fusion

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 pg) por via subcutanea a intervalos
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 ratdn recibié una inmunizacién 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 pg, y un refuerzo final de toxina A (8 pg) tres dias antes de la esplenectomia. Para PA-39 y PA-41, dos
ratones recibieron tres o cinco inmunizaciones de refuerzo, respectivamente, cada tres semanas con toxina B, cada
refuerzo aumentando la dosis de 2 pug a 12,5 p g, y un refuerzo final de toxina B (20 ug) tres dias antes de la
esplenectomia. Para PA-50, un raton recibié una inmunizacion 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 ug, y un refuerzo final de
toxina A (10 pg) tres dias antes de la esplenectomia. Las dosis de inmunizacién y refuerzo de toxoide y toxina,
respectivamente, se administraron junto con adyuvante, por ejemplo, Quil A (10 pg). El refuerzo con la forma activa
de la toxina A o la toxina B sirvié 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 citotéxico de
la toxina A en las células CHO-K1 como se describe a continuacion. Los animales con el titulo més alto de anticuerpos
neutralizantes fueron elegidos para fusiones y aumentados con toxina sin adyuvante.

Después del refuerzo, los animales se sacrificaron, y los esplenocitos aislados se fusionaron con la linea celular Sp2/0,
usando métodos estandar. Los hibridomas se suspendieron en medio de seleccion, RPMI-1640, FBS al 10%, BM
Condimed-H1 al 10% (Roche Applied Science, Indianapolis, IN) y beta mercaptoetanol (para PA-38 y PA-39) o
Hybridoma-SFMy FBS al 10% (para PA-41 y PA-50) que contenia hipoxantina 100 uM, 1 ug/mL de azaserina y timidina
16 uM para presion selectiva. Los hibridomas se sembraron en placas de cultivo de tejido de fondo plano de 96 pozos
(BD Biosciences, San Jose, CA). Las placas se incubaron a 37 °C durante 3 dias, seguido de la adicién de medio de
crecimiento HT (el medio de seleccidn sin azaserina). La incubacion continud durante 4-7 dias adicionales antes de
seleccionar los sobrenadantes de hibridoma para la actividad neutralizante.

En la seleccion primaria para PA-38, se evaluaron 608 sobrenadantes de hibridoma por la capacidad para neutralizar
el efecto citotéxico de la toxina A (List Laboratories) en células CHO-K1 (ATCC # CCL-61, Manassas, VA). En la
selecciéon primaria para PA-39 y PA-41, se evaluaron 2416 sobrenadantes de hibridoma por la capacidad para
neutralizar el efecto citotdxico de la toxina B (List Laboratories) en células CHO-K1. En la seleccién primaria para PA-
50, se evaluaron 1440 sobrenadantes de hibridoma por la capacidad de neutralizar el efecto citotdxico de la toxina A
(TechLab Inc.) en células T-84. Un segundo ensayo examingd la inhibicién de la aglutinacion mediada por toxinas de
eritrocitos de conejo. A partir del procedimiento de seleccién, 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 seleccion. Las lineas celulares de hibridoma que produjeron
estos mAb se clonaron dos veces limitando la dilucion para generar lineas celulares clonales. Se determiné que los
mAb PA-38, PA-39, PA-41 y PA-50 eran los isotipo IgG2a,K, 1gG1,k, IgG1,k e IgGl,K, respectivamente, usando el kit
de isotipado de anticuerpos monoclonales de ratén IsoStrip (Roche Applied Science, Indianapolis, IN). Las lineas
celulares de hibridoma que producen mAb se designan con el mismo nombre que los mAb que ellas producen.

C. Seleccién: neutralizacion del efecto citotéxico de la toxina A o B sobre las células.

Los sobrenadantes de hibridoma se seleccionaron para determinar la capacidad de neutralizar el efecto citotéxico de
la toxina A o la toxina B en las células. Se desarroll6 un método de alto rendimiento para procesar miles de
sobrenadantes de hibridoma al mismo tiempo. El ensayo de citoxicidad utilizé 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 robético Biomek FX (Beckman
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 diluy6 hasta 240 ng/mL. Para el ensayo con CHO-K1, la toxina A
se diluyé hasta 2 pg/mL o la toxina B se diluyé hasta 6 ng/mL. Se agregé toxina diluida a las placas de dilucién 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
dilucion de reactivo usando el sistema Biomek FX. La mezcla de sobrenadante y toxina se incubd a 37 °C durante 1
hora y se afadid a las placas de ensayo que contenian las células usando el sistema Biomek FX. Después de incubar
a 37 °C durante 72 horas, se anadieron 20 pL/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 excitaciéon de 560 nm y una longitud de onda de emisién de 590 nm.
La supervivencia celular se comparé en cultivos no tratados y tratados con toxinas. El porcentaje de supervivencia
celular se grafico contra la concentracién.

D. Producciéon de mAb murinos de la invencioén.
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Se usaron métodos de produccién in vivo e in vitro para obtener mAb aislados y/o purificados de la invencién. Para la
produccion in vivo de mAb murinos, se preparé un fluido ascitico inyectando la linea celular de hibridoma apropiada
en la cavidad peritoneal de ratones BALB/c cebados con pristano. El mAb se purificé hasta >95% de homogeneidad
por precipitacién con sulfato de amonio seguido por cromatografia de proteina A. Los anticuerpos purificados se
resuspendieron en solucion salina tamponada con fosfato (PBS).

Para la produccién in vitro a pequena 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
lineas celulares se pasaron y expandieron en matraces T-150 tres veces por semana para asegurar que la
concentracion celular no excediera de 2 x 108 células/mL. Los sobrenadantes que contenian PA-39 (IgG1,k), PA-41
(IgG1,k) y PA-50 (IgG1,k) se clarificaron por centrifugacion a 2000 rpm durante 10 minutos y se filtraron. EI material
clarificado se diluyd en una concentracion final de tampén de procesamiento (glicina 60 mM/NaCl 3 M, pH 8,5) y se
carg6 en una columna de proteina A equilibrada con tampdn 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
contenian PA-38 (IgG2a,K) se clarificaron por centrifugacién a 2000 rpm durante 10 minutos y se filtraron. El material
clarificado se ajusté a una concentracion final de tamp6n de fosfato de sodio 25 mM/NaCl 100 mM, pH 7,0 y se cargd
en una columna de proteina A equilibrada con tampdn de fosfato de sodio 50 mM/NaCl 0,5 M. La columna fue lavada;
el mAb PA-38 se eluyd con acetato de sodio 0,1 M, pH 3,0, y el anticuerpo eluido se neutralizé a pH 7,0.

Para la produccion in vitro de grandes cantidades de mAb (>100 mg), los hibridomas se inocularon en un Biorreactor
WAVE (GE Healthcare, Piscataway, NJ) con una densidad inicial de 2 x 10° células/mL de Hibridoma-SFM con FBS
al 5% ultrabajo en IgG. El recuento celular y la viabilidad se monitorizaron diariamente. Alrededor de los dias 6 o0 7,
cuando la produccién de anticuerpos se habia estabilizado, el cultivo se termind. El cultivo se clarific6 y luego se
concentré 10-20 veces por filtracién de flujo tangencial. El anticuerpo se cargé en una columna de proteina A
equilibrada con glicina 60 mM, NaCl 3 M a pH 8,5. La columna se lavo con el mismo tampdn y el anticuerpo se eluy6
con acetato 50 mM, pH 3,5. El anticuerpo agrupado se neutralizé a pH 7,4 con Tris 1 M, se concentr6 a 10 mg/mL y
se diafiltr6 en PBS. Los mAb purificados se filtraron en forma estéril y almacenaron a -80 °C.

Ejemplo 2

Especificidad y afinidad de los mAb anti-toxina A y/o toxina B de C. difficile de la invencién 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

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 L de tampdn de bloqueo (PBS sin calcio o magnesio, Tween
20 al 0,1%, leche descremada al 2,5%) durante una hora a 37 °C. Se repitid la etapa de lavado y se afadieron
sobrenadantes de hibridoma o mAb purificado durante una hora a 37 °C. La placa se lavo y se incubd durante una
hora a 37 °C con IgG-Fc anti-raton de cabra, conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Jackson
Immunoresearch, West Grove, PA). La placa se desarrollé con el sistema de sustrato de peroxidasa ABTS (KPL,
Gaithersburg, MD), con solucion de parada de peroxidasa ABTS (KPL), y se leyé en un lector de placas SpectraMax
(Molecular Devices) a 405 nm.

Los datos de titulacion se muestran en las Figuras 1A-C. La Figura 1A demuestra que PA-38 se une a la toxina Ay 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

Se usé un instrumento Biacore 3000 (GE Healthcare) para determinar la especificidad de unién de los mAb de la
invencion 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 utiliz6 como control una superficie de referencia de anticuerpo que coincide con el isotipo de especificidad
irrelevante (Southern Biotech). Los experimentos de unién se realizaron a 25 °C en tamp6n 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 pL/min. Cuando se indicé, se hizo pasar mAb adicional
(100 nM) sobre la celda de flujo a 5 pL/min para examinar la unién multivalente o competitiva.

Como se muestra en las Figuras 2A-D, mAb PA-38 (Figura 2A) y mAb PA-50 (Figura 2C) se unen especificamente a
la toxina A; mAb PA-41 (Figura 2D) se une especificamente a la toxina B; y el mAb PA-39 (Figura 2B) se une
preferencialmente a la toxina A, pero también se demostro la unién a la toxina B. Los resultados de estos datos son
consistentes con los datos de ELISA (Figuras 1A-C) y demuestran las especificidades de unién de los mAb de la
invencion a la toxina A y/o la toxina B.
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C. Afinidad de union

El analisis de Biacore también se us6 para determinar la avidez de unién de los mAb de la invencién a sus toxinas
respectivas. El mAb se capturé utilizando un chip sensor CM5 preparado con el kit de captura de anticuerpos de ratén
de Biacore. Luego se pasé la toxina a través de las celdas de flujo a concentraciones variables (0,4 - 100 nM,
escalamiento doble). Todas las concentraciones de toxina se probaron por duplicado y la superficie del chip se
regener6 después de cada proceso utilizando las condiciones especificadas en los kits. Los cambios en RU se
registraron y analizaron utilizando el modelo de unién 1:1 mediante el software Bia Evaluation (Langmuir) que calcul6
la Ko del mAb para la toxina. Los datos de asociacion y disociacion y el ajuste se ilustran en las Figuras 3A-E.

El analisis de Biacore determiné que la Kp 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 determin6 que la Ko 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 invencion se unieron a la toxina A y/o la toxina B con afinidades
nanomolares y subnanomolares.

Ejemplo 3
Ensayos de neutralizacion 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
las actividades de neutralizacién de los mAb anti-toxina A y anti-toxina B descritos.

A. Neutralizacion del efecto citotdéxico de la toxina A en las células CHO-K1

Se sembraron células CHO-K1 (2.000 células en 50 pL/pozo) en placas de ensayo (palcas de 96 pozos, pared opaca
blanca, de fondo plano transparentes (Perkin Elmer)). Se permitié que las células se unieran durante 4 horas antes
del tratamiento. Se mezclaron volumenes iguales (35 pL) de 2 pg/mL de toxina A (List Biological Laboratories) y mAb
diluidos en serie en placas de dilucién de reactivo (placas de fondo redondo de 96 pozos (Falcon)) durante 1 hora a
37 °C, y luego se afnadieron 50 L de la mezcla a cada pozo de las placas. Después de incubar durante 72 horas, se
anadieron 20 pL/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
excitaciéon de 560 nm y una longitud de onda de emision de 590 nm. La supervivencia celular se comparé en cultivos
no tratados y tratados con toxinas. El porcentaje de supervivencia celular se graficé contra la concentracion de mAb.
Los datos de inhibicién se ajustaron a la regresién no lineal, la curva dosis-respuesta sigmoidea utilizando el software
GraphPad Prism, y se calcul6 la concentracion de mAb requerida para la neutralizacion del 50% de la citotoxicidad
(ECs0). Como se muestra en la Figura 4, el mAb PA-39 neutralizé completamente la actividad de la toxina A en células
CHO-K1 con una ECso de 93 pM.

B. Neutralizacion del efecto citotéxico de la toxina B en células CHO-K1

Se us6 un ensayo de citotoxicidad con CHO-K1 para evaluar la actividad de neutralizacion de mAb especificos
antitoxina B. Similar a la evaluacion de los mAb anti-toxina A, la toxina B (8 pg/mL, TechLab) se incubd durante 1 hora
a 37 °C con mAb diluidos en serie antes de la adicién a CHO-K1 (2.000 células/pozo) en una placa de 96 pozos.
Después de 72 horas, se afiadieron 20 uL/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
una longitud de onda de excitacién de 560 nm y una longitud de onda de emisién de 590 nm. La viabilidad celular se
determiné usando CellTiter-Blue; la supervivencia celular se comparé entre cultivos tratados y no tratados. Los datos
de inhibicion se ajustaron a la regresion no lineal, la curva dosis-respuesta sigmoidea utilizando el software GraphPad
Prism, y se calcul6 la concentracién de mAb requerida para la neutralizacién del 50% de la citotoxicidad (ECso). Como
se muestra en la Figura 5, PA-41 demostr6 un alto grado de actividad (una ECso de 9,2 pM) en la neutralizacién de la
citotoxicidad de la toxina B en células CHO-K1.

Aunque el mAb PA-39 demostré la union a la toxina B con base en los andlisis de ELISA y Biacore, este mAb no tenia
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 neutralizacién de la toxina
A o la toxina B en ensayos in vitro basados en células (46, 92 y 93). La presente invencién 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. Neutralizacion del efecto citotoxico de la toxina A en células T-84

Se us6 un ensayo de citotoxicidad con T-84 para evaluar la actividad de neutralizacion de los mAb anti-toxina A
descritos. Se sembraron células T-84 (15.000 células en 50 pL/pozo) en placas de ensayo (placas de 96 pozos, pared
opaca blanca, de fondo plano transparente (Perkin Elmer)). Se permitié que las células se unieran durante 4 horas
antes del tratamiento. Se mezclaron volumenes iguales (35 pL) de 240 ng/mL de toxina A (TechLab) y se mezclaron
en serie mAb diluidos en placas de dilucion de reactivo (placas de fondo redondo de 96 pozos (Falcon)) durante 1 hora
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a 37 °C, y luego se afnadieron 50 pL de la mezcla a cada pozo de las placas de ensayo. Después de incubar durante
72 horas, se afiadieron 20 pL/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 excitacion de 560 nm y una longitud de onda de emisiéon de 590 nm. La supervivencia celular se comparé en
cultivos no tratados y tratados con toxinas. Los datos de inhibicion se ajustaron a la regresion no lineal, la curva dosis-
respuesta sigmoidea utilizando el software GraphPad Prism, y se calculé la concentracion de mAb requerida para la
neutralizacién del 50% de la citotoxicidad (ECso). 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 ECso de 175 pMy 146 pM, respectivamente. En
el ensayo de células T-84, el mAb PA-39 demostré una actividad minima contra la toxina A y PA-41 no estaba activo.

D. Hemaglutinacién de glébulos rojos (RBC) de conejo

La capacidad de los mAb de la invencion para bloguear la unién de la toxina A a los receptores celulares se evalud
usando un ensayo de hemaglutinacion. Para este ensayo, se mezclaron volimenes iguales (30 pL/pozo) de toxina A
(8 pg/mL; TechLab) y mAb diluidos en serie en placas de dilucién de reactivo (placas de fondo redondo de 96 pozos
(Falcon)) durante 1 hora a 4 °C. Los globulos rojos (RBC) de conejo, (Colorado Serum Co., Denver, CO) se lavaron
con PBS tres veces y se resuspendieron en PBS. Se ariadieron 60 pL de una suspensiéon de RBC al 1% a los pozos
de las placas de 96 pozos que contenian la mezcla de toxina A-mAb, y las placas se incubaron a 4 °C durante 4 horas.
La toxina libre A causa la hemaglutinacion de RBC. Por consiguiente, se espera que la adicién de mAb anti-toxina A
que se une a la toxina A evite la hemaglutinacion. La extension de la hemaglutinacién se determiné usando un
instrumento ImageQuant 400; la hemaglutinacién completa produjo una sefal mas fuerte en comparaciéon con RBC
en suspension. Los valores de ECso se calcularon a partir de los datos de inhibicién usando la regresién 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 (triangulos rellenos) neutralizaron completamente la actividad de la toxina A en
los RBC con una ECso de 30 nM y 1,8 nM, respectivamente. PA-38 y PA-50 parecen neutralizar |la toxina A al bloquear
la unién de la toxina A a su receptor. Se descubrié 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 pL/pozo) en la camara superior de placas de Caco-2 Multiscreen
de 96 pozos (Millipore Billerica, MA) con 250 uL de medio agregado a la camara inferior. Se permitié que las células
crecieran durante 10 dias con cambios regulares de medio cada 3-4 dias. Después de una incubacion de 10-14 dias,
se confirmé la formacién de una monocapa apretada midiendo la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) utilizando
un voltimetro epitelial (modelo: EVOMX, World Precision Instruments, Sarasota, FL). Después de establecer y
determinar la integridad de la monocapa, se mezclaron volimenes iguales (60 pL) de toxina A (a 50 ng/mL) y mAb
diluido en serie durante 1 hora a 37 °C y luego se agregaron a la camara superior de la placa de ensayo. Las placas
se incubaron durante 18-24 horas, y luego se midi6 el valor de TEER usando el voltimetro. La integridad de la
monocapa se compard en pozos no tratados y tratados con toxinas. Como se muestra en la Figura 8, los datos de
inhibicion se ajustaron a una regresién no lineal, curva dosis-respuesta sigmoidea usando el software GraphPad Prism
para determinar la concentracion de mAb requerida para la neutralizacién del 50% (ECso). Los mAb PA-38 y PA-50
neutralizaron la interrupcién de monocapas de Caco-2 por la toxina A con una ECso de 485 pM y 196 pM,
respectivamente. Se encontr6 que los otros mAb estaban inactivos en este ensayo.

Sin querer limitarse a la teoria, 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
PA-38 y PA-50 parecen unirse a un epitopo de toxina A importante para la unién del receptor; el mAb PA-39 parece
unirse a la toxina de una manera que bloquea mas directamente los efectos citotéxicos de la toxina A in vitro.

Ejemplo 4
Evaluacion de la eficacia in vivo de mAb anti-toxina A y toxina B de C. difficile de la invencion en ratones

Se usé un modelo de ratén 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 0 en combinacion, se probaron contra los efectos de la toxina A y la toxina
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 minimo de 4 dias, y
se verifico la salud de los animales antes de su uso. Los experimentos con animales se realizaron bajo el protocolo
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 via intraperitoneal (ip) y se seleccion6 una dosis que
era letal para los animales para su uso en experimentos posteriores de neutralizaciéon de anticuerpos. Los ratones de
control inyectados con PBS no se vieron afectados. Se seleccioné una dosis de 100 ng de toxina A (TechLab) para
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los experimentos de neutralizacion, ya que era el nivel de dosis mas bajo que resultaba letal para el 100% de los
ratones dentro de las 24 horas posteriores a la inyeccién. Del mismo modo, se seleccion6 una dosis de 100 ng de
toxina B (TechLab) para los experimentos de neutralizacion, ya que era el nivel de dosis mas bajo que resultaba letal
para el 100% de los ratones dentro de las 24 horas posteriores a la inyeccion.

Para evaluar la actividad de neutralizaciéon de los mAb anti-toxina, se administré una sola inyeccion de cada mAb a
diferentes niveles de dosis ip a los ratones (5 por grupo) en el dia 0, seguido de administracién ip de 100 ng/200 pL
de toxina A o toxina B en el dia 1. Se observé a los animales diariamente durante tres dias y luego semanalmente
durante hasta 21 dias después de la administracién de la toxina. La supervivencia de los animales fue el punto final
primario del estudio.

Para los experimentos de neutralizacién, todas las dosis de anticuerpo se formularon en PBS sin calcio ni magnesio
(PBS, Invitrogen, Carlsbad, CA). Se administrd una sola inyeccion de mAb PA-38, PA-39, PA-41 o PA-50 a diferentes
niveles de dosis ip (200 pL/dosis/animal) a ratones en el dia 0, seguido de inyeccién de toxina (ip en un sitio diferente
del sitio de inyeccion de anticuerpos) en el dia 1. El estado de salud de los animales se controld diariamente durante
los primeros 3-4 dias y luego dos veces por semana hasta 21 dias después de la administracién de la toxina. Se
registraron las observaciones de los animales al lado de la jaula (por ejemplo, postura encorvada, pelaje mate,
inactividad), asi como la supervivencia.

Se evaluaron diferentes niveles de dosis de PA-38 (0,2 ug a 250 ug por animal) y PA-50 (0,2 pg a 100 pg por animal).
En este modelo, se encontr6 que PA-38 y PA-50 neutralizaban una dosis de 100 ng de toxina A y permitian una
supervivencia del 100% a niveles de dosis tan bajos como 2 pg 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 razén de 5 ug por
animal, no protegi6 a los animales de la muerte relacionada con la toxina como lo hicieron los mAb de la invencién
(Figura 9C). Se evaluaron dosis de PA-41 que oscilaban entre 0,5 pg y 250 pug, y se encontré que una dosis Unica de
5 pug 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 pg por animal) no se observé que proporcionara un retraso de la
muerte de los ratones relacionada con la toxina para la toxina A o B.

Después de que se demostr6 claramente in vivo la actividad de neutralizacién de anticuerpos individuales contra la
toxina A (PA-38, PA-50) o contra la toxina B (PA-41), se realiz6 un experimento para probar la combinacién de los
mAb (PA-38 + PA-41) a niveles de dosis de 5y 50 ug 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 ratén in vivo. Ademas, los anticuerpos monoclonales
individuales se incluyeron como controles. Como se muestra en la Figura 11, una combinacién de los mAb PA-38 y
PA-41 mostr6 proteccién contra la combinacion de toxinas tanto en 50 pg/animal (4 de 5 sobrevivieron) como en 5
pg/animal (1 de 5 sobrevivid) en comparacion con la actividad de cada mAb solo (todos los animales murieron dentro
de las 24 horas de la administracién de la toxina).

Ejemplo 5

Evaluacion de los mAb anti-toxina A y toxina B de C. difficile de la invencidn en el modelo de diarrea asociada a C.
difficile (CDAD) en hamsteres sirios dorados

El modelo de CDAD en hamsteres reproduce los aspectos clave de la enfermedad de CDAD en humanos. Tras el
tratamiento con antibiéticos, se erradica la flora colénica normal y los hamsteres se vuelven facilmente susceptibles a
la infeccién por C. difficile. La infeccion produce diarrea severa, colitis pseudomembranosa y muerte. El modelo CDAD
de hamster se utiliz6 para evaluar la eficacia potencial de los mAb de la invencién para prevenir la enfermedad y la
muerte asociadas con la exposicion de animales a bacterias vivas de C. difficile. Estos experimentos se realizaron
bajo protocolos aprobados por IACUC.

A. Analisis farmacocinético.

Antes de realizar el estudio de eficacia en el modelo de hamster utilizando hamsteres infectados con microorganismos
vivos de C. difficile, se realiz6 un estudio farmacocinético en hamsteres normales no infectados. Los hamsteres sirios
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 puncién cardiaca
(terminal) a los 0,125, 0,25, 1, 2, 4, 7, 10, 14 y 21 dias. Las muestras de sangre se centrifugaron a 8000 rpm durante
10 minutos para obtener sueros.

La concentracién de mAb en los sueros se determiné 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 razén 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 uL de tampdn
de bloqueo (PBS sin calcio o magnesio, Tween 20® al 0,1%, leche descremada al 2,5%) durante una hora a
temperatura ambiente. El estandar de referencia de anticuerpos (mAb purificado PA-38 o mAb PA-41) se diluyd en
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suero de hamster no modificado agrupado al 1% para generar una curva estandar 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-
raton de cabra conjugado con HRP, especifica de Fcy (Jackson Immunoresearch). Las placas se desarrollaron con el
sistema de sustrato de peroxidasa ABTS (KPL), se detuvieron con solucion de parada de peroxidasa ABTS (KPL) y
se leyeron en un lector de placas SpectraMax (Molecular Devices) a 405 nm. La concentracion de mAb en cada
hamster en diferentes puntos de tiempo se calculd utilizando las curvas estandar. Aproximadamente el 10% de las
muestras no tenian titulo de anticuerpos, probablemente debido a la falta de inyeccién o la falta de absorcién; estas
muestras no se incluyeron en el calculo del pardmetro PK. El analisis farmacocinético no comparativo se realiz6 con
WinNonLin, versién 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 indico, la Cmax y el area bajo la curva (AUC) fueron dependientes de la dosis. Cada uno de los
anticuerpos demostré una vida media terminal de mas de 6 dias, lo que asegurd la retencion de anticuerpos en los
estudios de eficacia descritos a continuacion.

Tabla 1. Parametros PK de los mAb en hamsteres

AUCKNF_obs | Tmax | Cmax Semivida
mAD (diar mg/mL)| (dia) |maimL) | (dia) | S
PA-38 2 mg/kg 3038 | 2,00 | 252 7.4 0,999
PA-38 10 mgrkg 15226 | 0,25 | 128,0 10,6 0,988
PA-41 2 mg/kg 2022 | 025 | 205 6,2 1,000
PA-41 10 mgrkg 6967 | 1,00 | 781 6.8 1,000

B. Evaluacion de los mAb anti-toxina A y toxina B de C. difficile de la invencion, en combinacién, en el modelo de
diarrea asociada a C. difficile (CDAD) en hamsteres sirios dorados

Se realizé un experimento de eficacia para evaluar los mAb murinos anti-toxina A y anti-toxina B de la invencién por
su capacidad para afectar la supervivencia de animales infectados en un modelo in vivo de diarrea asociada a C.
difficile en hamsteres. Los hamsteres machos sirios dorados (~90 g) (Crl: LVG(SYR)), (Charles River Laboratories,
Inc., Kingston, NY) se trataron previamente con una dosis subcutdnea Unica de clindamicina (Sigma, St. Louis,
formulada en PBS a razén de 5 mg/mL) a razén de 50 mg/kg para alterar la flora coldnica normal. Al dia siguiente, los
hamsteres en los grupos de prueba relevantes recibieron una dosis oral (1 x 107 CFU en 0,5 mL) de una suspensién
de C. difficile (cepa ATCC 43596). La cepa 43596 se ha utilizado previamente en modelos de hamster para evaluar
anticuerpos neutralizantes. Los animales se pesaron semanalmente y se monitorizaron diariamente para determinar
su estado de salud y supervivencia.

Los anticuerpos de prueba comprendian combinaciones de los mAb murinos de la invencién, es decir, una
combinacion de los mAb PA-38 y PA-41 o una combinacién 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.

Tabla 2. Grupos de tratamiento en el estudio de eficacia de hamster.

Grupo Tratamiento Dosis (mg/kg) Ruta Cronograma No. de hamsteres
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 dia X 5 dias 8
5 Ab policlonales de cabra 1 mL/hamster IP Cada dos dias X 4 8
6 PA-38 + PA-41 50, 50 IP Cada dos dias X 4 8
7 PA-39 + PA-41 50, 40 IP Cada dos dias X 4 8
*No aplicable

Los hamsteres en el Grupo 1 no recibieron tratamiento durante todo el estudio. Los hamsteres en los Grupos 2-7
fueron tratados previamente con una dosis subcutanea unica de fosfato de clindamicina a razén de 50 mg/kg (Dia -1).
Los hamsteres en los Grupos 5-7 se dosificaron con los anticuerpos policlonales de cabra (Grupo 5) o con las
combinaciones de mAb (Grupos 6 y 7) como se indica en la Tabla 2 mediante administracion ip inmediatamente
después del tratamiento con clindamicina. Después de 24 horas, cada hamster en los Grupos 3-7 se inoculé con 0,5
mL de la suspension apropiada de C. difficile ATCC 43596 (108 - 107 CFU/mL) mediante sonda oral (dia 0). Después
del tratamiento inicial con anticuerpos en el Dia -1, los tres tratamientos posteriores para estos grupos se administraron
en dias alternos, una vez al dia, en los dias 1, 3 y 5. La vancomicina (20 mg/kg dos veces al dia) se administré por
sonda oral a los animales en el Grupo 4 dos veces al dia, aproximadamente con 6 horas de diferencia en los dias 1-
5. La administracion de vancomicina (animales del Grupo 4) comenzé aproximadamente 20-24 horas después de que
los animales habian 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 hamsteres para todos los grupos. Todos los hamsteres infectados con C.
difficile sin ningun tratamiento (control infectado, Grupo 3) fueron encontrados muertos el dia 2 o el dia 3 del estudio.
En el grupo tratado con vancomicina (Grupo 4), siete de ocho hamsteres fueron encontrados muertos entre los dias
15y 19. Como se observa tipicamente en este modelo, la mayoria (88%) de los hamsteres tratados con vancomicina
recayeron y murieron por infeccion con C. difficile dentro de las dos semanas posteriores a la interrupcion de la terapia.
Por el contrario, todos los hamsteres tratados con la combinacion de mAb PA-39 + PA-41 (Grupo 7),y 7 de los 8
hamsteres tratados con la combinacion de mAb PA-38 + PA-41 (Grupo 6), sobrevivieron al final del estudio (37 dias
después de la infeccion). Ademas, al final del estudio, todos los animales del grupo tratado con anticuerpos policlonales
de cabra (Grupo 5) estaban vivos. Todos los hamsteres sobrevivientes tenian tractos gastrointestinales normales en
la necropsia postmortem (véanse las Figuras 15A, Cy D).

Tabla 3. Tasa de mortalidad y dia de la muerte del hamster en cada grupo

Grupo Tratamiento N.O' de % d.e Dias de estudio
animales | mortalidad | 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

Estos resultados indican que la combinacién de los mAb PA-39 y PA-41 y la combinacion de los mAb PA-38 y PA-41
protegieron eficaz y duraderamente a los hamsteres de enfermedades graves, tanto inicialmente como de una recaida
posterior de la enfermedad. La duracién del beneficio del tratamiento con mAb (37 dias) excedi6 significativamente la
ventana (dos semanas) para establecer la infeccion por C. difficile después del tratamiento con clindamicina en el
modelo de hamster.

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 hamsteres 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 medicién de peso posterior a la inoculacién. Los pesos corporales medios de los animales tratados
con vancomicina, anticuerpos policlonales de cabra, la combinacién de mAb PA-38 + PA-41 y la combinacién de mAb
PA-39 + PA-41 disminuyeron significativamente durante la primera semana después de la infeccién. A partir de
entonces, los pesos corporales medios en los grupos tratados con mAb, asi 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.

En general, en este estudio con hamsteres, se demostré que las combinaciones de mAb de la invencion protegian
eficaz y duraderamente a los hamsteres de la mortalidad en un modelo de hamster relevante y estricto de infeccién
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
crecimiento y la repoblacion de la flora intestinal normal en los animales tratados con mAb en comparacion con los
animales no infectados (Figura 15A-D). Por lo tanto, los mAb de la invencién proporcionaron proteccion terapéutica a
los animales infectados y resolvieron la enfermedad asociada a C. difficile, restablecieron la salud gastrointestinal y la
supervivencia.

C. Evaluacion de mAb individuales anti-toxina A y/o toxina B de C. difficile de la invencion en el modelo de diarrea
asociada a C. difficile (CDAD) en hamsteres sirios dorados

Se realiz6 un estudio adicional en hamsteres para evaluar la eficacia de los mAb murinos individuales de la invencién
administrados a animales infectados en comparacion con la de los mAb administrados en combinacién. Los grupos
de tratamiento para este estudio se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Estudio de eficacia en hamsteres de mAb individuales en comparacion con una combinaciéon de mAb

Grupo Tratamiento Dosis (mg/kg) | Ruta Cronograma No. de hamsteres
1 control infectado NA' NA NA 7
2 Vancomicina 20 PO | dos veces al dia X 5 dias 7
3 PA-39 + PA-41 50, 50 IP Cada 2 dias X 4 7
4 PA-41 50 IP Cada 2 dias X 4 7
5 PA-38 50 IP Cada 2 dias X 4 7
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6 PA-39 50 IP Cada 2 dias X 4 7
7 PA-50 50 IP Cada 2 dias X 4 7
" No aplicable

En este estudio, los hamsteres en los Grupos 1-7 fueron tratados previamente con una dosis subcutanea Unica de
fosfato de clindamicina a razon de 50 mg/kg (dia -1). Los animales en los Grupos 3-7 fueron dosificados con mAb por
administracion ip inmediatamente después del tratamiento con clindamicina. Después de 24 horas, cada hamster en
los Grupos 1-7 se inocul6 con 0,5 mL de la suspension de C. difficile por sonda oral (dia 0), como se describe en la
seccién B, mas arriba. Los tratamientos de mAb de prueba se administraron a los animales en los Grupos 3-7 en una
dosis unica en los dias 1, 3y 5. La vancomicina se administro a los animales dos veces al dia en los dias 1-5 (Grupo
2). Los hamsteres fueron observados dos veces al dia para determinar su viabilidad. Los pesos corporales se
registraron una vez por semana. Se realizd una necropsia en animales que fueron encontrados muertos o que fueron
sacrificados durante el estudio. Al final del estudio (40 dias después de la inoculacion), se realiz6 una necropsia
terminal en todos los hamsteres restantes.

La supervivencia de los grupos de animales tratados con mAb y de control se representa en la Figura 16A, y el dia de
la muerte de los hamsteres en todos los grupos se resume en la Tabla 5.

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

. No. de o . Dias de estudio
Grupo Tratamiento hamsteres Yo de mortalidad 5T31al8l41142] 1411511811940
1 Control infectado 7 100 7
2 Vancomicina 7 100 112 |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 111112711
7 PA-50 7 100 3|4

En el grupo de control infectado (Grupo 1), los siete hamsteres fueron encontrados muertos en el dia 2. Todos estos
hamsteres tenian los tractos gastrointestinales inflamados en el examen post mortem. En el grupo tratado con
vancomicina (Grupo 2), los siete hamsteres murieron entre los dias 12 y 19 del estudio. El momento de estas muertes
fue similar al tiempo que se observd anteriormente con el tratamiento con vancomicina en este modelo. El examen
post mortem indico que todos los hamsteres tenian los tractos gastrointestinales inflamados indicativos de infeccion
por C. difficile.

El tratamiento combinado de mAb PA-39 + PA-41 (Grupo 3) fue muy eficaz en la protecciéon de los hamsteres
infectados en este estudio. Seis de los siete hamsteres en el Grupo 3 sobrevivieron hasta el final del estudio. Un
hamster fue encontrado muerto el dia 12 del estudio. El examen post mortem indicé que este hamster tenia un tracto
gastrointestinal inflamado tipico de la infeccion por C. difficile.

Entre los tratamientos con anticuerpos individuales (Grupos 4-7), el mAb PA-39 solo (Grupo 6) exhibi6 cierta actividad
protectora en animales tratados. Los hamsteres en este grupo fueron encontrados muertos en los dias 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 hamsteres fueron
encontrado muertos en los dias 2 y 3. En la necropsia terminal, todos los hamsteres en estos grupos tenian los tractos
gastrointestinales inflamados, lo que es indicativo de infeccion por C. difficile. Por el contrario, todos los hamsteres
tratados que sobrevivieron tenian tractos gastrointestinales normales. Los resultados de este estudio indican que el
tratamiento con la combinacién de mAb de PA-39 + PA-41 protegié con éxito a los hamsteres del desarrollo de la
enfermedad durante mas de un mes después de la interrupcidn del tratamiento, y son los mismos que los obtenidos
en el estudio descrito anteriormente del Ejemplo 5B en el que ocho de los ocho hamsteres tratados con la combinacién
de PA-39 + PA-41 sobrevivieron a la infeccién por C. difficile. En este estudio, el mAb PA-39 como un Unico tratamiento
con mAb mostré cierta actividad en la proteccion de los hamsteres infectados con C. difficile de la enfermedad por C.
difficile.

D. Determinacion de concentraciones de anticuerpo de sangre de animales terminales y evaluacion de la existencia
de C. difficile en muestras de porciones de ciego de hamsteres terminales

Se recogidé sangre de animales que se encontraron moribundos durante el estudio. Al final del estudio, también se
recolectd 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 continuacion. Las muestras procesadas se congelaron a < -70 °C para
un posible analisis adicional.
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Después de los estudios de eficacia de hamsteres in vivo descritos anteriormente, se examind la presencia de los mAb
en sangrados de animales terminales tomadas en los estudios. Para el estudio de la combinacién de mAb descrito en
el Ejemplo 5B, ocho de los animales del Grupo 7, que habian recibido una dosis (cada 2 dias x 4) de una combinacién
de mAb PA-39 (50 mg/kg) + mAb PA-41 (40 mg/kg) se sangraron terminalmente el dia 37 del estudio. En el suero
recogido de este sangrado terminal, se detecté PA-39 a un nivel de 3,3 + 3,4 ug/mL, y se detecté PA-41 a un nivel de
2,4 +1,7 ug/mL. Para el estudio individual de mAb descrito en el Ejemplo 5C, seis de los animales del Grupo 3, que
habian recibido una dosis (cada 2 dias x 4) de una combinaciéon de mAb PA-39 (50 mg/kg) + mAb PA-41 (50 mg/kg)
se sangraron terminalmente el dia 40 del estudio y la muestra de sangre se procesé para obtener el plasma. En el
plasma recogido de este sangrado terminal, se detecté PA-39 a un nivel de 1,8 + 1,4 ug/mL, y se detect6 PA-41 a un
nivel de 3,4 = 3,2 ug/mL. El limite de deteccidon de anticuerpos en estos analisis fue de 1,6 ng/mL. Por lo tanto, los
niveles detectables de los mAb se midieron en los animales durante varias semanas. Esto apoya un modo de accion
en el que estos mAb proporcionan un beneficio terapéutico en el transcurso de un régimen de tratamiento y después
de que se administran las Gltimas dosis de los mAb.

En la necropsia terminal del Grupo 3 en el Ejemplo 5C, se expuso el ciego de cada hamster y cada uno parecia normal.
No se observo inflamacion ni enrojecimiento y los contenidos de los ciegos fueron relativamente firmes en consistencia.
La pared de cada ciego se abrié con un bisturi estéril y desechable. Se usé un bisturi nuevo para cada hamster para
evitar la contaminacion cruzada. Se extrajo una pequefa cantidad de heces del ciego con un hisopo estéril y se colocod
en un tubo de ensayo estéril. Se us6 un asa de inoculacién de 10 pL para recolectar una muestra de las heces del
tubo y para pasar la muestra a través de una placa de agar que contenia CCFA con medio de sangre de caballo
(Remel, Lote 735065), que es selectivo para C. difficile. Las placas se colocaron en una caja anaerébica y se incubaron
durante 48 horas a 37 °C. Una placa se rayé con C. difficile ATCC 43596 del cultivo patrén y se incubé junto con las
rayas fecales para la comparacién de colonias. Se observaron colonias similares a C. difficile en las placas de los seis
hamsteres. Los resultados de estos experimentos indican que si bien los animales supervivientes tratados con mAb
de la invencion todavia albergaban C. difficile, su flora normal se habia repoblado para restablecer el equilibrio
microbiano intestinal normal, o que contribuy6 a su supervivencia general.

E. Evaluacién de mAb humanizados anti-toxina A y/o toxina B de C. difficile de la invencion y mAb comparadores anti-
toxina A y anti-toxina B en el modelo de diarrea asociada a C. difficile (CDAD) en hamsteres sirios dorados

Se realiz6 un estudio adicional en hamsteres para evaluar la eficacia in vivo de una combinacién de los mAb
humanizados anti-toxina A y anti-toxina B de la invencion en comparacién con el de una combinacion 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.

Tabla 5A. Grupos de tratamiento en el estudio de eficacia comparativa de hamster.

Grupo Tratamiento Dosis (mg/kg) Ruta Cronograma No. de hamsteres
1 Control no infectado NA1 NA NA 4
2 Control infectado NA NA NA 8
3 Vancomicina 20 dos veces al dia | dos veces al dia X 5 dias 8
4 hPA-41 + hPA-50 50, 50 IP Cada 2 dias X 4 10
5 hPA-41 + hPA-50 20, 20 IP Cada 2 dias X 4 10
6 CDA-1 + CDB-1 50, 50 IP Cada 2 dias X 4 10
7 CDA-1 + CDB-1 20, 20 IP Cada 2 dias X 4 10
'No aplicable

Los anticuerpos de prueba comprendieron combinaciones de los mAb humanizados de la invencion, es decir, una
combinacion de mAb humanizado anti-toxina A PA-50 y mAb humanizado anti-toxina B PA-41 (hPA-41 + hPA-50), o
una combinacién 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 W0O2006/121422 y US2005/0287150), se clonaron en vectores de
expresion de 1gG1 de longitud completa (p)CON-gamma y pCON-kappa), se expresaron en células CHO-KSV1 y se
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 més arriba. En
resumen, se utilizaron hamsteres sirios dorados (Charles River Laboratories, Stone Ridge, NY, de 50 dias de edad)
en este estudio del Ejemplo 5E. Los hamsteres 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 subcutanea unica de fosfato de clindamicina a
razon de 50 mg/kg para alterar la flora colénica normal (Dia -1). Los animales de los Grupos 4-7 fueron dosificados
por administracion ip inmediatamente después del tratamiento con clindamicina. Después de 24 horas, cada animal
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en los Grupos 2-7 se inocul6 con 0,5 mL de suspension de C. difficile (ATCC 43596, cepa 545) mediante sonda oral
(Dia 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 Unica en los Dias 1, 3 y 5. Se administré vancomicina a los animales del
Grupo 3 dos veces al dia, aproximadamente con 6 horas de diferencia, en los Dias 1-5. Los animales fueron pesados
semanalmente y monitoreados diariamente para determinar su estado de salud y supervivencia durante 39 dias. La
necropsia se realizo al finalizar, y se determinaron los titulos cecales de microorganismos de C. difficile después del
cultivo anaerdébico a 37 °C durante 48 horas en medio selectivo. El limite de deteccidn fue de 20 CFU/g de contenido
del ciego. Este estudio y los estudios de hamster 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.

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 continuacién. Un resumen de la supervivencia de
hamsteres se presenta en la Tabla 5C a continuacién.

Tabla 5B. Datos de mortalidad y dia de la muerte del hamster en cada grupo

Dia del estudio
Grupo Tratamiento NO de % d.e 11a | 18a

animales |[mortalidad | 2 | 3 | 5 | 8 14 20 22
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 hdmsteres de control no infectados (Grupo 1) sobrevivieron hasta el final del
estudio. Todos los animales de control infectados (Grupo 2) murieron los dias 2 y 3. En el grupo tratado con
vancomicina (Grupo 3), todos los animales del estudio murieron entre los dias 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 hamster de este grupo fue
encontrado moribundo el dia 8, con decoloracion roja del tracto gastrointestinal, mientras que los nueve animales
restantes en este grupo tenian tractos gastrointestinales normales. Los diez hamsteres 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 dias 5y 14; un animal muri6 el dia 28 del estudio.
Los diez hamsteres tratados con 20 mg/kg de la combinacién de mAb comparador (Grupo 7) murieron entre los dias
5y 14 del estudio.

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

comparadores
Grupo/Tratamiento Dosis (mg/kg) [Supervivencia media (Dia)| Supervivencia el dia 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

Como se observa en la Tabla 5C, los cuatro animales del Grupo 1 de control no infectados sobrevivieron hasta el final
del estudio (40 dias). Todos los hamsteres infectados con C. difficile sin ningun tratamiento (control infectado, Grupo
2) tuvieron una supervivencia media de 2 dias; ningln animal en este grupo sobrevivio al final del estudio. En el grupo
tratado con vancomicina (Grupo 3), la supervivencia media fue de 20 dias, sin animales sobrevivientes en el dia 40.
Los dos tratamientos combinados de mAb hPA-50 + hPA-41 fueron efectivos para proteger a los animales infectados
en este estudio (Grupos 4 y 5). Todos (100%) de los hamsteres tratados con la combinacién de los mAb humanizados
PA-50 + PA-41 (20 mg/kg cada uno; Grupo 5), y el 90% de los hamsteres tratados con la combinacion de los mAb
humanizados PA-50 + PA-41 (50 mg/kg cada uno; Grupo 4), sobrevivid hasta el final del estudio (40 dias después de
la infeccién). Todos los hamsteres sobrevivientes tenian tractos gastrointestinales esencialmente normales en la
necropsia postmortem. Por el contrario, la supervivencia media de los animales que recibieron una combinacién de
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. Especificamente, para los
animales que recibieron la combinacién CDA-1 + CDB-1 (50 mg/kg cada uno; Grupo 6), la supervivencia media fue de
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14 dias, mientras que para los animales que recibieron la combinacion CDA-1 + CDB-1 (20 mg/kg cada uno; Grupo
7), la supervivencia media fue de 11 dias.

Evaluaciones adicionales en el estudio incluyeron mediciones de peso corporal, necropsia macroscépica y titulo cecal
de microorganismos de C. difficile al final del estudio. El peso corporal medio de los animales tratados con vancomicina
o la combinacion de PA-50/PA-41 disminuyé durante la primera semana después de la infeccién y luego se recuper6
(Figura 16B-2). Para el dia 39, el peso corporal medio de los animales tratados con la combinacién 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 combinacion de la combinaciéon de anticuerpos comparadores CDA1/CDB1 disminuy6
constantemente durante el estudio.

En el dia 39, los tractos gastrointestinales de los 19 animales supervivientes tratados con la combinacién PA-50/PA-
41 parecian similares a los de los animales no infectados; y los titulos cecales de C. difficile eran indetectables (<1,3
logio CFU, n = 11) o bajos (4,15 £ 0,76 logio 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 detecto
C. difficile en 4 de 4 animales no tratados (CFU media = 8,96 + 0,59 log1o, P< 0,0001 en relacién con PA-50/PA-41) y
4 de 4 animales tratados con vancomicina (CFU media = 6,01 + 0,93 log1o, P<0,017 en relacién con PA-50/PA-41)
para el cual se realizaron analisis cecales. La mayoria de los hamsteres tratados con la combinacion de anticuerpos
comparadores CDA1/CDB1 tenian poco o ningun contenido en el ciego, lo que impedia el analisis cuantitativo de los
titulos de C. difficile.

Para el andlisis estadistico en este estudio y los estudios anteriores, los datos de neutralizacién se ajustaron a una
ecuacion logistica de cuatro parametros 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 comparacién de medias o datos de supervivencia,
respectivamente.

Los resultados del estudio indican que el tratamiento de animales infectados con C. difficile con la combinacion de los
mAb humanizados PA-50 y PA-41 a ambos niveles de dosis protegié de manera efectiva y duradera a los hamsteres
de enfermedades graves, tanto inicialmente como posterior a la recaida de la enfermedad. La duracién del beneficio
del tratamiento de combinacion de mAb humanizado (40 dias) mejord significativamente la supervivencia a largo plazo
de los animales en comparacion 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 combinacion de mAb
humanizados PA-50/PA-41 fue altamente eficaz contra la infeccién por C. difficile en el modelo bien establecido de
hamster sirio dorado para CDI y terapia. Un curso corto de tratamiento con PA-50/PA-41 resultdé en una supervivencia
del 95% a los 39 dias posteriores a la infeccion, en comparacion con una supervivencia del 0% para los animales que
no habian recibido tratamiento, terapia antibiética estandar o los mAb comparadores. A los 39 dias después de la
infeccion, los animales tratados con PA-50/PA-41 tenian pesos normales y no tenian lesiones gastrointestinales
obvias. C. difficile no pudo recuperarse de la mayoria de los animales, lo que refleja una eliminacién > 7-logio en
relacién con los animales no tratados. Una explicacién probable para estos hallazgos es que la neutralizacién de
toxinas mediada por mAb en ausencia de antibiéticos permitié 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 hamster
de CDI, y los mAb para ambas toxinas generalmente se requieren para la maxima 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 hamster, lo que subraya el requisito de tratamiento
combinado.

En general, en este estudio con hamsteres, similar a los hallazgos descritos anteriormente utilizando combinaciones
de mAb murino, se demostré6 que las combinaciones de mAb humanizados de la invencién protegian eficaz y
duraderamente a los hamsteres de la mortalidad en el modelo riguroso de hamster de infeccién por C. difficile. Sin
desear limitarse a la teoria, estos hallazgos respaldan un mecanismo de accion mediante el cual las combinaciones
de mAb humanizadas protegieron a los animales de la enfermedad de C. difficile, y/o permitieron a los animales
generar una respuesta contra la infeccion por C. difficile, por un tiempo suficientemente largo para permitir el
crecimiento y la repoblacion de la flora intestinal normal en los animales tratados con mAb humanizados, brindando
asi proteccidn terapéutica a los animales infectados, resolucion efectiva de la enfermedad asociada a C. difficile y
restauracion de la salud gastrointestinal y la supervivencia.

Ejemplo 6
Unién de mAb a regiones de toxina A y toxina B de C. difficile

Se realizaron experimentos para determinar las regiones del epitopo de la toxina A y la toxina B de C. difficile a las
que se unen los mAb de la invencién. 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 homologia estructural considerables. Ambos tienen un
dominio de unién al receptor del terminal C que contiene oligopéptidos repetitivos clostridiales (CROP), un dominio
hidrofébico central que se cree que causa la formacién de poros y media la insercion de la toxina en la membrana del
endosoma y un dominio proteolitico que escinde el dominio enzimatico del terminal N, permitiendo asi que la
glucosiltransferasa ingrese al citosol. Las secuencias de acido nucleico que codifican las toxinas de C. difficile, asi
como otras proteinas de C. difficile, se han publicado y también estan disponibles en la base de datos del Centro
Nacional de Informacion Biotecnol6gica (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 N° de Acceso
x92982 del NCBI; ademas, el numero de acceso NC_009089 del NCBI, region 795842-803975 proporciona la
secuencia de ADN para la toxina A de la secuencia del genoma completo del cromosoma de 630 de C. difficile,
mientras que el nimero de acceso NC_009089 del NCBI, regién 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 union al anticuerpo de la toxina B de C. difficile

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 union al receptor de células del terminal C (59
kDa), que estan en cada extremo de un dominio putativo de translocacion (148 kDa) (Figuras 17A y C). Se generaron
varios fragmentos de toxina B a través de escision enzimatica de la toxina B de longitud completa usando la enzima
caspasa 1 (Figura 17C). Después del tratamiento de la toxina B con caspasa 1 (relacion enzima/toxina ~1 U/ug de
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 mas pequefios, tales como 26 y 14 kDa, también parecen generarse,
pero no son detectables en el andlisis de gel de acetato de Tris al 3-8%.

Se realizaron analisis de SDS-PAGE y transferencia Western en la toxina B que no se tratd o se trat con caspasa 1
(Figuras 18A-C). El mAb PA-41 reconocié 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 enzimético del terminal N de la toxina
B. El analisis de secuenciacién del terminal N confirmé que PA-41 se une al dominio enzimatico 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
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 proteinas diferentes.

El mAb PA-39 se uni6 al fragmento de 167 kDa de la toxina B tratada con caspasa 1 (Figura 18C, carril derecho), asi
como a una proteina de 63 kDa en la preparacién de toxina B no tratada (Figura 18C, carril izquierdo), lo que sugiere
que PA-39 se une a un epitopo en el dominio de translocacion de la toxina B. Por lo tanto, con base en los resultados
de los analisis de SDS-PAGE/transferencia Western de la toxina B de C. difficile tratada con caspasa 1, se observé
que los mAb PA-41 y PA-39 interactian de manera diferente con la toxina B. Mientras que se encontré que el mAb
PA-41 se unia a un epitopo en el dominio enzimatico del terminal N de la toxina B, el mAb PA-39 se unia a un epitopo
en el dominio de translocacién de la toxina (amino acidos 850-1330). Estos hallazgos también fueron confirmados por
SDS-PAGE/transferencia Western de fragmentos de toxina B usando digestiéon con enteroquinasa.

La unién competitiva de los mAb anti-toxina B a la toxina B también se realizd usando Biacore. Como se ve en las
Figuras 19A-E, los mAb PA-39 y PA-41 se unen a diferentes regiones epitopicas de la toxina B. Se observé que los
mAb murinos PA-39 y PA-41 se unen a un solo sitio o0 epitopo en la toxina B; no se encontr6 que estos mAb se unieran
al dominio de union del receptor de células en el terminal C (CRB). Para PA-41 murino, la afinidad de unién a la toxina
B fue de 0,59 mM. Ademas, el sitio en la toxina B unido por PA-41 no bloqued la unién del mAb comparador anti-toxina
B CDB-1 (documentos WO/2006/121422; US2005/0287150), (Figura 19D). Estos resultados estan de acuerdo con los
resultados de los andlisis 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 epitopos diferentes de los de los mAb PA-39 y PA-41.

B. Mapeo del dominio de unién 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 enzimatico del terminal N que tiene actividad glucosiltransferasa
(GT) (~63kDa) y un dominio CRB del terminal C (~101 kDa), que estan en cualquier extremo de un dominio hidr6fobo
(~144 kDa).

Se generaron varios fragmentos de toxina A a través de la escision enzimatica de la toxina de longitud completa
usando la enzima enteroquinasa (EK). Después del tratamiento de la toxina A con enteroquinasa (relacion
enzima/toxina: aproximadamente 3 mU/ug 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 mas pequefos (~53 y ~42 kDa). (Figuras 20 B y C).

Se realizaron andlisis de SDS-PAGE vy transferencia Western en la toxina A que no se traté o se tratd con
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 secuenciacion del terminal N
confirmé que el fragmento de 68 kDa contiene parte del dominio de unién al receptor del terminal C (CRB). El patrén
de unién 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 epitopos de union 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), asi como un
fragmento que contiene el terminal N de ~181 kDa (Figura 21C), lo que indica que el mAb PA-39 une un epitopo en
una region exterior del dominio de unién al receptor de la toxina A. También se identificaron multiples sitios de unién
(al menos dos sitios de unién) en un mAb PA-50 y un estudio de interaccion con la toxina A utilizando un ensayo
Biacore (Figura 22A-1). En los estudios de comparacion que utilizan el analisis Biacore, PA-50 murino inmovilizado se
unié especificamente a la toxina A con una afinidad de 0,16 nM. También se encontré que después de ser capturado
en el chip del sensor por el mAb PA-50 murino, la toxina A podia 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). Ademas, la
toxina A capturada por el mAb comparador anti-toxina A CDA-1 en el chip Biacore se uni6 adicionalmente al mAb
CDA-1y PA-50 adicionales, lo que indica que el mAb comparador CDA-1 se une a multiples repeticiones en la toxina
A, que son diferentes de los epitopos de union a mAb PA-50 en la toxina A (Figura 22B). Por lo tanto, segun se
determina a partir de estos resultados, el epitopo de mAb PA-50 esta presente en multiples copias en la toxina A y no
se superpone con el epitopo para CDA-1. Ademas, el mAb PA-39 se uni6 al epitopo o epitopos en la toxina A diferente
del epitopo o epitopos de la toxina A unido por el mAb comparador CDA-1 (Figura 22C). Se encontr6 que los mAb PA-
39 y PA-50 se unen a diferentes epitopos en la toxina A (Figura 22D). El analisis de transferencia Western mostré que
PA-39 y el mAb comparador CDA-1 tienen diferentes patrones de unién a la toxina A tratada con EK, lo que indica
diferentes dominios de unién y diferentes epitopos en la toxina A (Figura 22E). El andlisis de transferencia Western
mostré 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 epitopos (Figura 22B).

Como se describe en A y B de este ejemplo, los sitios de unién para los mAb murinos PA-50 y PA-41 se localizaron
en regiones especificas de las toxinas por protedlisis limitada de las toxinas seguido de transferencia Western. El mAb
murino PA-50 reconocid la toxina A de longitud completa y varios productos de escision de enteroquinasa, incluido un
gran fragmento de 223 kDa y fragmentos del terminal carboxilo de 68, 91 y 160 kDa de tamaro (Figura 22F). La
secuenciacion del terminal N confirm6 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 uni6
a la toxina B de longitud completa, asi como a los fragmentos del terminal amino de 63 y 103 kDa generados por la
digestion con caspasa-1 (Figura 18B), mientras que el mAb comparador CDB-1 reconocié un conjunto distinto
productos de escisién de caspasa-1. La secuenciacién del terminal N confirm6 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
multiples sitios dentro del dominio de unién al receptor de la toxina A, y mPA-41 se une a un solo sitio dentro del
dominio enzimatico de la toxina B.

Ejemplo 7
Los mAb anti-toxina A y toxina B de C. difficile — Estudios del mecanismo de accién
A. Ensayos in vitro basados en células utilizados para los estudios del mecanismo de accion.

Para evaluar el mecanismo de accién 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
Ejemplo 3 mas arriba.

Brevemente, el ensayo CHO-K1 se us6 para evaluar la potencia de neutralizacién 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 permitié que
las células se unieran durante 4 horas antes del tratamiento. Se incubaron diferentes concentraciones (60, 30, 150 6
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
incubacién durante 72 horas, se afadieron 20 uL/pozo de CellTiter-Blue; las mezclas se incubaron durante 4 horas
adicionales; y se midié el porcentaje de supervivencia celular en comparacién con los controles.

El ensayo de citotoxicidad con T-84 también se usé para evaluar la potencia de neutralizaciéon de los mAb anti-toxina
A. Se sembraron células T-84 (linea celular de carcinoma de colon humano) (15.000 células/pozo) en placas de 96
pozos. Se permiti6 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 VPl 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
las placas de cultivo celular. Después de la incubacion durante 72 horas, se anadieron 20 puL/pozo de CellTiter-Blue;
las mezclas se incubaron durante 4 horas adicionales; y se midié el porcentaje de supervivencia celular en
comparacion con los controles.

B. ELISA que muestra que los mAb anti-toxina A previenen la internalizacién de la toxina A en las células

45



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2757675713

En un experimento disefiado para evaluar adicionalmente el mecanismo de accién 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 mezcl6 e incub6 durante 1 hora a 100x su valor ECgo con una concentracién CCoo de toxina
A para las células Vero para asegurar la neutralizacion completa a una concentracion altamente citotdxica de toxina
A. La mezcla se incubd luego con células Vero a 37 °C durante 15 minutos. Luego se lavaron las células con PBS, se
fijaron y se permeabilizaron. Se usé un anticuerpo (PA-38) anti-toxina A, marcado con peroxidasa de rabano picante
(HRP), que no compite por la unién con los anticuerpos probados, para detectar la toxina A internalizada y se detecto
usando quimioluminiscencia (Figura 31G). En este ensayo, la sonda solo detectaria la toxina A que se ha unido y se
ha internalizado en la célula, produciendo asi una sefal quimioluminiscente basada en una reaccion
quimioluminiscente de HRP. La deteccién quimioluminiscente utiliza una enzima para catalizar una reaccion (es decir,
la oxidacion catalizada de luminol por peréxido) entre la enzima HRP y su sustrato en presencia de perdxido que da
como resultado la generacion 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 sefial luminosa se cuantifica mediante un luminémetro
(Analyst GT).

C. Resultados de la actividad de neutralizacion y estudios MOA

Los mAb anti-toxina A

En el ensayo de citotoxicidad celular usado para evaluar la actividad de neutralizacion y el mecanismo de accion para
los anticuerpos anti-toxina A, se afadié toxina A en concentraciones crecientes a las células, como se describié
anteriormente en la Seccion A de este Ejemplo. Los resultados de estos experimentos en los que se evalué la
neutralizacion 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 continuacion.

Tabla A. Resultados del experimento de potencia de la toxina A y porcentaje maximo de inhibicién

mAb [T(%m_?] ['%r?,\jlo)] Porcentaje maximo de inhibicion
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
*: ECso se calcul6 como el porcentaje del 50% de inhibicion maxima 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 ECso como en el porcentaje de inhibicion méximo a medida que se agrega
mas toxina A al cultivo, lo que indica un mecanismo competitivo mixto de inhibicién para PA-39. La deteccién por
ELISA de la toxina A después de la proteccion por un exceso de 100 veces de PA-39 confirm6 que la inhibicion de la
toxina por PA-39 se produce al prevenir la internalizacion 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 ECso a medida que se agrega
mas toxina A al cultivo, lo que indica un mecanismo competitivo de inhibicién para PA-50. La deteccion por ELISA de
la toxina A después de la proteccion por un exceso de 100 veces de PA-50 confirmé que la inhibicién de la toxina por
PA-50 se produce al prevenir la internalizacion de la toxina.

Los mAb anti-toxina B

En el ensayo de citotoxicidad celular usado para evaluar la potencia de neutralizacion y el mecanismo de accién para
los anticuerpos anti-toxina B, se afiadié toxina B en concentraciones crecientes a las células, como se describe en la
Seccion A de este Ejemplo. Los resultados de los experimentos de potencia en los que se evalud la neutralizacion de
la toxina B por los mAb anti-toxina B PA-41 y el mAb comparador CDB-1 se muestran en las Figuras 31Ey Fy en la
Tabla B a continuacién. 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 ECso como en el porcentaje maximo de inhibicion
a medida que se agrega mas toxina B al cultivo, lo que indica un mecanismo competitivo mixto de inhibicién de PA-
41.
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Tabla B. Resultados del experimento de potencia de la toxina B y porcentaje maximo de inhibicién

mAb [ISQ'/?,?L?] ['%r?,\jf)] Porcentaje maximo de inhibicion
PA-41 20 0,82 49
10 0,33 80
5 0,13 96
2 0,05 96
mAb Comparador CDB-1 20 41 23
10 3,0 51
5 1,1 75
2 0,2 95
*: ECso se calcul6 como un porcentaje maximo de inhibicion 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 adicién de mayores
concentraciones de inhibidor mostraria un cambio en la ECso a medida que se une més anticuerpo y neutraliza las
concentraciones mas altas de toxina y, por lo tanto, se consideraria un inhibidor competitivo. Un inhibidor que no puede
superar los efectos tdxicos de las concentraciones crecientes de toxina exhibiria un efecto porcentual maximo reducido
a concentraciones mas altas de inhibidor, pero no mostraria un cambio en la ECso y, por lo tanto, se consideraria un
inhibidor no competitivo. Ademas, un inhibidor que muestra tanto un cambio en la ECso como un efecto porcentual
maximo reducido como resultado del aumento de las concentraciones de inhibidor a concentraciones mas altas de
toxina se consideraria un inhibidor competitivo mixto. Hasta cierto punto, la evaluacion del mecanismo de accion
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 inhibicion maximo. En consecuencia, se puede observar un ligero desplazamiento hacia la derecha
en los valores de ECso a medida que aumentan las concentraciones de toxina debido a estos efectos.

De acuerdo con lo anterior, para la neutralizaciéon de la toxina A y MOA, el mAb PA-39 se considera un inhibidor
competitivo mixto debido al cambio en la ECso y la meseta baja observada para las curvas de citotoxicidad de PA-39
(Figura 31B), asi como en el efecto porcentual maximo reducido calculado en la Tabla A. Estos datos estén
respaldados por los resultados de ELISA (Figura 31H), que muestran un grado de efecto citotéxico a altas
concentraciones de PA-39, lo que indica que al menos algun 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
ECso observados en las curvas de ensayo de citotoxicidad (Figura 31C) y por los datos presentados en la Tabla A que
muestran un cambio minimo en el porcentaje de inhibicion maximo. Estos datos estan respaldados por los resultados
de ELISA (Figura 31H), que muestran la inhibicién completa de la union a la toxina A y la internalizacion a altas
concentraciones de PA-50.

Como se observa en la Figura 31D, el mAb comparador CDA-1 muestra un cambio minimo en ECso, pero una
reduccion considerable del efecto porcentual maximo a medida que aumenta la toxina. Cuando los resultados
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 accion no competitivo, ya que toda su actividad se observa fuera de la célula. Es probable
que el impedimento estérico de la unién a la toxina y la internalizacion celular sea responsable de producir los graficos
de datos en la Figura 31D, lo que respalda un MOA no competitivo para el mAb comparador CDA-1.

De acuerdo con lo anterior para la neutralizacion de la toxina B y MOA, se considera que el mAb PA-41 exhibe un
mecanismo de accién competitivo mixto debido al desplazamiento hacia la derecha de los valores de ECso y el efecto
porcentual maximo reducido observado tanto en la Figura 31E como en los datos presentados en la Tabla B.

Los resultados observados para el mAb PA-41 estan en contraste con los observados para el mAb comparador CDB-
1, que muestra un efecto porcentual maximo reducido, pero un menor grado de cambio de ECso. En este caso, el
mecanismo de accion 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

Prueba de los mAb de la invencién 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 invencion para neutralizar toxinas
de una amplia gama de aislados relevantes de C. difficile, se probé la actividad de neutralizacién de los mAb contra
una coleccién de veinte aislados o cepas de C. difficile clinicos, 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 Ay B, estos estudios se llevaron a cabo para examinar la amplitud de la neutralizacion de toxinas por los
mAb descritos, y en particular, los mAb PA-50 y PA-41.

Se selecciond un panel de aislados toxicos clinicos de C. difficile (Tabla 6) para la diversidad geografica y genética
basada en analisis de toxinotipo, ribotipo y endonucleasa de restriccién de una coleccion 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,
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 clinicos frecuentes ( Pitt2, CCL14137, UVA17, UVA30/TL42,
Pitt102, Pitt7). Ademas, los aislados 13 (CCL13820) y 19 (Pitt 102), que se clasifican como "aislados de pacientes
externos" y "aislado clinico frecuente (diferente del Ribotipo 027)", respectivamente, en la Tabla 6 también estan las
cepas toxA-/toxB+. Los sobrenadantes de cultivo que contienen estas toxinas de C. difficile se produjeron en TechlLab,
se esterilizaron por filtracion y se almacenaron a 4 °C. La presencia de las toxinas en los sobrenadantes del cultivo se
confirmé usando el kit de Toxina/Antitoxina de C. difficile (TechLab) y el ensayo de citotoxicidad.

La actividad citotéxica 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
de toxina A de sobrenadantes de cultivo) se evalu6 tratando células con sobrenadantes de cultivo valorados.

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

No Cepa Categoria Ribo tipo Egﬁ:e Tipo REA |Afo Ubicacion
VPl 10463 No
1 |aTCC 43255 003 0 conocido |~ 197° EE. UU.
2 ATCC BAA-  Cepas de referencia No conocido No conocido No . 1982 Suiza
1382 A+B+ conocido
545 ATCC . . No . Lovaina,
3 43596 No conocido No conocido conocido No conocido Bélgica
Virginia,
4 CCL 678 2007 EE. UU.
Pensilvania,
5 HMC553 2008 EE. UU.
. Pensilvania,
6 [Puds Ribotipo (aislados de |7 " 5 2001-2002  |ep "y
hospital) Paris,
7 Cd 196 1988 Francia
Quebec,
8 5 2004 Canada
Quebec,
9 7.1 2004 Canada
10 |F1470 017 Vil CF1 1990 Lovaina,
Cepas tcdA-tcdB+ Belgica
8864 CCUG Birmingham,
1 20309 036 X cvi 1986 Inglaterra
. No Virginia,
12 MH 5 001 No conocido conocido 2008 EE. UU.
13 |ccLi3g20  |Aislados de pacientes |17 vill CF 2008 Virginia,
externos EE. UU.
Virginia,
14 CCL 14402 027 1 Bl 2008 EE. UU.
. No conocido Pensilvania,
15 Pitt 2 001 J 2001-2002 EE. UU.
16 |CCL 14137 |Aislados clinicos 001 No conocido 2008 \éléglﬂlﬁ’
frecuentes (distinto del N ” Vi ——
17 |UVA17 ribotipo 027) 002 © conocido g 2006-2007  [z20 )
18 |UVA30/TLA2 014 No conocido 2006-2007 \éiégiﬂﬁ’
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. Pensilvania,
19 Pitt 102 017 VIII CF 2001-2002 EE. UU.

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

Para probar las actividades neutralizantes de los mAb de la invencion, se usaron sobrenadantes de cultivo que
contenian toxinas a la dilucion maxima 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 anadieron a las células para incubacién a 37 °C durante 72 horas. La viabilidad celular se midi6 usando CellTiter
Blue (Promega). El porcentaje de supervivencia de los pozos tratados se comparé con el de los pozos de control no
tratados y se graficaron para calcular las actividades de neutralizacion in vitro (ECso) de los mAb. En una primera serie
de experimentos, la Figura 23A muestra la actividad del mAb PA-41 en la neutralizaciéon de los sobrenadantes que
contienen toxinas usando células CHO-K1. PA-41 neutraliz6 de forma potente (ECso vari6 de 1,1 M a 6,510 M)
sobrenadantes de todas las cepas toxigénicas de C. difficile, incluidas todas las cepas hipervirulentas, con la excepcion
de tres cepas de toxina A-/toxina B+. Se ha informado que existen diferencias de secuencia significativas en los
dominios enzimaticos de la toxina A-/toxina B+ de las cepas convencionales de C. difficile. Debido a que PA-41 se une
al dominio enzimatico 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,
CDB-1 (documentos WO/2006/121422; US2005/0287150), contra cepas hipervirulentas de C. difficile en la linea
celular CHO-K1. En estos estudios, se observo que hPA-41 mostr6 una actividad de neutralizacion significativa contra
los sobrenadantes de las 6 cepas de BI/NAP1/027, mientras que el mAb comparador CDB-1 mostr6 una actividad
minima (Figura 23B). También en estos estudios, se observé que la actividad de neutralizacién del mAb hPA-41 era
> 1.000 veces que la del mAb comparador CDB-1 en la neutralizacion de la toxicidad de las cepas BI/NAP1/027. La
actividad de neutralizacién 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 descubri6é 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 exhibié una actividad de neutralizacion significativamente mayor
que el mAb comparador contra otras cepas en el panel

La actividad del mAb PA-50 en la neutralizacién de los sobrenadantes que contienen toxina A de cultivos de C. difficile
usando células T-84 vari6 de 2,62 M a 7,7""" M como se muestra en la Figura 24A. PA-50 neutralizd completamente
los sobrenadantes de todas las cepas disponibles que producen toxina A, incluidas las cepas hipervirulentas. PA-50
no neutralizé las cuatro cepas de toxina A-/toxina B+ (F1470, 8864, CCL13820, CCL14402), ya que estas cepas no
producen ninguna toxina A. hPA-50 también fue significativamente mas eficaz en neutralizar la actividad de las cepas
restantes en el panel. En otros estudios comparativos, se encontr6 que la actividad de neutralizacion 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 W(0O/2006/121422; US2005/0287150), (Figura 24B). La hPA-50 también mostré6 una mayor
actividad de neutralizacién que el mAb comparador CDA-1 contra las cepas de referencia productoras de toxina A de
C. difficile VPI 10463 y 545. De manera similar, el mAb PA-39 neutraliz6 la toxina A en sobrenadantes de cultivos de
C. difficile con valores de ECso que varian desde 7,7-'> M a 4,88 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. Ademas, los resultados
de estudios comparativos demostraron que la actividad de neutralizacién 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 mostro
una actividad significativamente mas 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
medicién precisa de la actividad de neutralizacion del mAb en el ensayo.

En estos estudios, la linea celular CHO-K1, hPA-41 mostré altos niveles de actividad de neutralizacién contra los
sobrenadantes de las 6 cepas de BI/NAP1/027, mientras que el mAb comparador CDB-1 mostr6 una actividad minima.
Se observo que el PA-41 humanizado tenia una actividad de neutralizacion 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
neutralizacion 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
manera similar, hPA-41 mostré una actividad de neutralizacion significativamente mayor en estos estudios en
comparacién con el mAb comparador CDB-1 contra las otras cepas en el panel, con la excepcién de tres aislados de
Ribotipo 017, que son toxina A-/B+. Se realizaron experimentos similares para evaluar la actividad de neutralizacion
de hPA-39 y la del mAb humano comparador anti-toxina A CDA-1 en células T-84. Los resultados mostraron que la
neutralizacion de las 6 cepas de BI/NAP1/027 por hPA-39 fue 100 veces mayor que la del mAb comparador CDA-1
(Figura 25B). El PA-39 humanizado también mostré una actividad de neutralizacion 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 neutralizacion de la cepa hipervirulenta anti-C. difficile contra todas las
cepas analizadas. Esto indica que los epitopos reconocidos por estos mAb humanizados estan altamente conservados
en diversas cepas.
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Similar ala Tabla 6, la Tabla 7 presenta los resultados de los experimentos de neutralizacién 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 ECso 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 proporcién aproximada a
las tasas observadas clinicamente (94, 95), con la excepcion de las cepas de ribotipo 017 tcdAtcdB*, que estan sobre
representados en el panel. Los sobrenadantes de las cepas tcdAfcdB* se usaron como herramientas para identificar
células que eran refractarias a la muerte por sobrenadantes que contenian la toxina B sola, y por lo tanto serian
adecuadas para examinar la citotoxicidad mediada por la toxina A. VPI10463 se incluyé en el panel y permiti6 la
comparacioén de los resultados obtenidos con toxinas purificadas y no purificadas.

En estos estudios, el mAb humanizado PA-50 neutraliz6 la toxina A de una manera independiente de la cepa. La
mediana del valor de ECso fue de 32 pM (intervalo: 20 a 127 pM, Tabla 7), y se observaron curvas pronunciadas de
dosis-respuesta con pendientes de Hill que tipicamente eran mayores que dos (Figura 25C). PA-50 fue mas activo
que CDA-1 contra cada uno de los aislados de prueba. La mayor diferencia en potencia se observé para las cepas
hipervirulentas 027, para las cuales PA-50 fue aproximadamente 1.000 veces mas potente que CDA-1 (P = 0,0002),
y para una cepa del ribotipo 078 incluida en el panel.

El mAb humanizado PA-41 inhibié potentemente cada una de las cepas fcdA-tcdB* con un valor medio de ECso de 23
pM (intervalo: 7,7 a 129 pM, Tabla 7), y se observd una neutralizacion esencialmente completa a mayores
concentraciones (Figura 25D). PA-41 fue generalmente mas eficaz que CDB-1 contra las cepas tcdAtcdB* y fue
aproximadamente 500 veces mas 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 fcdA 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).

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

ECso, pM
mADb anti-toxina A mAb anti-toxina B
Ribotipo Cepa PA-50 CDAT1 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 > 10° 72
017 F1470 N/A N/A >10° 46
027 Pitt 102 N/A N/A > 10° 8,1
027 CCL678 29 58925 77 > 10°%
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 >10° 59 8415

Como se muestra en este ejemplo, los mAb humanizados PA-50 y PA-41 mostraron un alto nivel de actividad de
neutralizaciéon 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 variacion
genotipica y fenotipica dentro de las toxinas. En particular, las toxinas neutralizadas PA-50 y PA-41 producidas por
las cepas 027 hipervirulentas resistentes a antibiéticos con actividad picomolar, mientras que se observé que los mAb
comparadores tenian actividad nanomolar. Este resultado puede reflejar la unién reducida de CDA-1 a la toxina A de
las cepas 027 como se informé anteriormente (90). La toxina B de las cepas 027 exhibié una marcada divergencia de
secuencia con respecto a otras cepas de C. difficile. Las diferencias de secuencia se concentran dentro del dominio
de unién al receptor del terminal carboxilo y estan asociadas con una citotoxicidad aumentada in vitro. Sin embargo,
dicha divergencia de secuencia no afect6 la actividad neutralizante de PA-41, que une un epitopo 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 epitopos para PA-50 y PA-41 se conservan ampliamente a través del linaje de 027.

La CDI es causada tipicamente 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 clinicamente relevantes de tcdAtcdB* son
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predominantemente del ribotipo 017. Se ha informado que las cepas del ribotipo 017 exhiben una patogenicidad
reducida en los hamsteres y codifican un tcdB atipico cuya regién 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. Fenotipicamente, el ribotipo 017
tcdB tiene caracteristicas hibridas y exhibe las propiedades de union al receptor y las especificidades de glucosilacion
de las toxinas tcdB y tcsL tipicas, respectivamente. La regién atipica del terminal amino de 017 tcdB proporciona una
explicacién 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 determindé que comprenden <
2% de las cepas encontradas en estudios clinicos internacionales de fase 3 recientes de terapias de investigacion
para el tratamiento de CDI (94, 95).

Ejemplo 9
Generacién de los mAb quiméricos

Se produjeron y caracterizaron anticuerpos monoclonales quiméricos que comprenden la regién variable del mAb de
raton original y la regién 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 unién se clonaran y que la
construccion de las regiones variables murinas con una regién constante humana no alterara significativamente las
propiedades de unioén y neutralizacion de cada mAb clonado. Los mAb quiméricos exhiben tipicamente la misma
actividad de unién que los mAb de ratdn progenitores.

Los mAb PA-38, PA-39, PA-41 y PA-50 contienen todas cadenas ligeras kappa. Para generar los mAb quiméricos, las
secuencias de acido nucleico que codifican las regiones variables de las cadenas pesada y ligera se insertaron en
vectores de expresidon adecuados, tales como, pero sin limitarse a, pPCON Gammai y pCON kappa, respectivamente
(Lonza Biologics, Berkshire, Reino Unido). Los plasmidos adecuados codifican la region constante de la cadena ligera
kappa humana o la region constante de la cadena pesada de IgG1 humana. Para la produccién de mAb quimérico, la
region variable de la cadena pesada de cada mAb se clon6 en el plasmido pCON gamma1. El gen completo de la
cadena pesada se subcloné en el plasmido que contenia el gen de la cadena ligera para crear un plasmido Unico que
codificaba los genes de la cadena pesada y ligera. Las células 293F se transfectaron transitoriamente con este vector
de expresion usando Effectene (Qiagen, Valencia, CA) de acuerdo con el protocolo sugerido por el fabricante. El
sobrenadante celular que contenia mAb quimérico secretado se recogié siete dias después de la transfeccion y se
purificé usando cromatografia de proteina A. Las potencias y actividades de los mAb quiméricos se compararon con
las de los mAb murinos en ensayos de citotoxicidad y hemaglutinacion.

De acuerdo con el procedimiento anterior, se generaron mAb quiméricos (cPA-39 y cPA-41) con base en los mAb PA-
39 y PA-41 de raton progenitor. Las concentraciones de estos mAb quiméricos en los sobrenadantes de células sin
purificar oscilaron entre aproximadamente 2 - 11 ug/mL. En particular, el sobrenadante sin purificar de un cultivo celular
293F transfectado que produce cPA-39 contenia 10,6 pg/mL del mAb quimérico, mientras que los sobrenadantes sin
purificar de varios cultivos celulares 293F transfectados que producian cPA-41 contenian 9,6 - 10,9 ug/mL del mAb
quimérico.

Los mAb quiméricos se compararon con sus respectivos mAb de raton 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-KI y cPA-50: células T-84) como se describi6é previamente (Ejemplo 3). Se encontré que todos los mAb
quiméricos eran igualmente efectivos en comparacién con su mAb progenitor murino como se muestra en la Figura
26 (PA-41), Figura 27 (PA-39) y Figura 28 (PA-50). Estos resultados demuestran el éxito de la quimerizacion y la
produccion de mAb quiméricos funcionales que tienen potencias de neutralizacién de toxinas equivalentes a las de los
mAb de ratén progenitor.

Ejemplo 10

Humanizacion de mAb murino(s) y prueba de los mAb humanizados de la invencién para la potencia de neutralizacion
de toxinas in vitro

Los mAb humanizados se han generado mediante métodos conocidos en la técnica. Ejemplos y descripciones de
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 esta dentro del doble de los mAbs de ratén progenitores. Ademas, los mAb humanizados
demuestran de manera 6ptima una potente eficacia en el modelo de hamster de la infeccién por C. difficile.

Se usaron métodos establecidos de injerto de regién 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 raton progenitor para determinar la actividad neutralizante de
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toxinas in vitro e in vivo. De acuerdo con la invencion, el(los) mAb humanizados pueden retener la actividad antitoxina
del(de los) mAb murinos progenitores y pueden ser adecuados para la dosificacion repetida en humanos.

A. Clonacién molecular de los genes de la cadena pesada y ligera de los mAb murinos

Se usaron métodos establecidos para la clonacion de genes de anticuerpos. (88) Brevemente, el ARN total se purificd
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 ug de ARN total utilizando la transcriptasa inversa SuperScript Il
(Invitrogen) utilizando un cebador oligo-dT. EI ADNc resultante se traté con ARNasa H para eliminar la plantilla de
ARN y luego se purificd usando un kit de purificacion de PCR QlAquick (Qiagen) para eliminar nucleétidos y cebadores
libres. A continuacién, se anadié una cola de nucleétidos 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. EIl ADNc con
cola resultante se sometié a PCR usando un cebador que se hibridd con la regién constante de la cadena pesada o
ligera y un cebador universal que se hibridé con la cola de guanosina en el ADNc. Tanto para la cadena pesada como
para la ligera, se us6 el cebador universal 5TATATCTAGAATTCCCCCCCCCCCCCCCCCS' SEQ ID NO: 11. Para
amplificar la cadena ligera, se usoé el cebador
5'TATAGAGCTCAAGCTTGGATGGTGGGAAGATGGATACAGTTGGTGCS' (SEQ ID NO: 12), mientras que la cadena
pesada se amplifico usando el cebador 5TATAGAGCTCAAGCTTCCAGTGGATAGAC
(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 purificé usando un kit de purificacion por PCR
QlAquick (Qiagen) y se secuencio. Las reacciones PCR se realizaron y secuenciaron por triplicado para garantizar
que no se introdujeran errores durante la amplificacién de los fragmentos de ADN de aproximadamente 500 pares de
bases.

B. Humanizacion de las regiones variables de mAb

Para producir las secuencias de los mAb humanizados, primero se identificaron los residuos de aminoacidos marco
importantes para la estructura de la CDR. Paralelamente, las secuencias de Vu y VL humanas que tienen una alta
homologia con las V1 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 aminoacidos marco
importante para mantener la estructura de las CDR, si es necesario, se injertaron en las secuencias marco humanas
seleccionadas. Ademas, los residuos de aminoacidos marco humanos que se encontr6 que eran atipicos en el
subgrupo de la regién V correspondiente se sustituyeron con los residuos tipicos en un esfuerzo por reducir la
inmunogenicidad potencial del mAb humanizado resultante. Estas regiones Vu y VL humanizadas se clonaron en
vectores de expresion, tales como, pero sin limitacién, pPCON Gamma1l y pCON kappa (Lonza Biologics, Berkshire,
RU), respectivamente. Estos vectores codifican la regiéon o regiones constantes de los genes de cadena pesada y
ligera de inmunoglobulina humana. Las células 293F se transfectaron transitoriamente con estos vectores de expresién
usando el sistema Effectene (Qiagen, Valencia, CA). Los sobrenadantes celulares que contenian mAb humanizado
secretado se recogieron siete dias después de la transfeccion y se purificaron usando cromatografia de proteina A.

C. Generacion de células CHO estables clonadas que expresan mAb humanizados

La generacion de células/lineas celulares CHO estables permite la produccion 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 hamsteres
sirios dorados. Como un ejemplo, las células CHO K1 SV pueden usarse de Lonza Biologics (Berkshire, RU) utilizando
un sistema de seleccion y amplificacion de glutamina sintetasa (GS) para generar células CHO transfectadas de
manera estable. El sistema Lonza GS generalmente produce lineas celulares CHO de alta produccién 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
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 pug de ADN plasmidico linealizado resuspendido en 100 pL de tampdn TE estéril. Las células
se transfirieron a un matraz T-150 que contenia 50 mL de medio CD CHO completo y se incubaron durante
aproximadamente 48 horas a 37 °C y 8,0% de COz2. Las células se centrifugaron y se resuspendieron hasta una
densidad final de 3,3 x 10° células/mL en medio de seleccion GS (CD CHO + suplemento IX GS (JRH Biosciences) +
suplemento IX H/T) que contiene MSX (Sigma) a razén de 100 uM, se sembraron a razén 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 produccion de mAb recombinante removiendo cuidadosamente 20 pL de
sobrenadante y realizando un ensayo de ELISA en un formato de 96 pozos. Brevemente, las placas de 96 pozos se
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 unién al anticuerpo de captura unido a los pozos de la
placa. Después del lavado, se afadié a la placa un anticuerpo secundario (anticuerpo antihumano de cabra conjugado
con fosfatasa alcalina) y se dejé unir al anticuerpo humano en la muestra antes de lavarlo para eliminar la unién no
especifica. Luego se analiz6 la actividad de la fosfatasa alcalina en la placa usando un kit PNPP de 1 paso (Thermo,
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 contenian mAb humanizado secretado se recogieron
y purificaron usando proteina A. Los clones que exhibian la mejor produccién se subclonaron mediante dilucién
limitante y se ampliaron para producir cantidades en gramos de anticuerpo monoclonal humanizado recombinante.

D. mAb humanizados hPA-39, hPA-41 y hPA-50

Los mAb humanizados, clonados molecularmente, se aislaron como se describié anteriormente y se caracterizaron
(véase la Seccién E a continuacion). La region constante de cadena ligera (L) (CL) de cada uno de los anticuerpos
humanizados es de la clase kappa (k); la region constante de cadena pesada (H) (CH) de cada uno de los anticuerpos
humanizados es del isotipo IgG1. Se encontré que los mAb humanizados que contienen regiones variables (V) Unicas
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, tipicamente unidos por enlaces disulfuro, o
pueden ser porciones discretas o fragmentos del anticuerpo, en particular, porciones o fragmentos de anticuerpo que
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 region V incluyen fragmentos F(ab), F(ab’) o
F(ab’)z.

Los mAb humanizados anti-toxina A y toxina B de C. difficile se produjeron de acuerdo con los procedimientos descritos
anteriormente. El proceso de humanizacién produjo varios mAb humanizados anti-toxina A de C. difficile (hmAb) que
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 regién VH de la SEQ ID NO: 1 (Figura 32A) y una region C de IgG1 humana y una secuencia de
polipéptidos de cadena L que comprende una region VL de la SEQ ID NO: 3 (Figura 33A) y una regiéon C K humana;
hmAb anti-toxina A de C. difficile que comprende una secuencia de polipéptidos de cadena H que comprende una
regién VH de la SEQ ID NO: 2 (Figura 32B) y una region C de IgG1 humana y una secuencia de polipéptidos de
cadena L que comprende una region VL de la SEQ ID NO: 3 (Figura 33A) y una region C kK humana; hmAb anti-toxina
A de C. difficile que comprende una secuencia de polipéptidos de cadena H que comprende una region VH de la SEQ
ID NO: 1 (Figura 32A) y una regién C de IgG1 humana y un polipéptido de cadena L que comprende una regiéon VL de
la SEQ ID NO: 4 (Figura 33B) y una region C k humana; y hmAb anti-toxina A de C. difficile que comprende una
secuencia de polipéptidos de cadena H que comprende una regiéon VH de SEQ ID NO: 2 (Figura 32B) y una regiéon C
de IgG1 humana y una secuencia de polipéptidos de cadena L que comprende una region VL de SEQ ID NO: 4 (Figura
33B) y una region C k humana. Tales mAb humanizados anti-toxina A de C. difficile abarcan un hmAb PA-39 (hPA-
39) de la invencion. 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 regién
VH de la invencion (por ejemplo, SEQ ID NO: 1; SEQ ID NO: 2) y una regiéon CH adecuada, por ejemplo, del isotipo
IgG1, tal como esta contenida en GenBank acceso No. NW_001838121, y un polipéptido de cadena L de hPA-39
compuesto por una regiéon VL de hPA-39 de la invencion (por ejemplo, la SEQ ID NO: 3; la SEQ ID NO: 4), y una
region CL adecuada, por ejemplo, del subtipo k, como esta contenido dentro del GenBank acceso No. NW_001838785.

Otros ejemplos de mAb humanizados anti-toxina A de C. difficile de la invencién incluyen mAb humanizado anti-toxina
A de C. difficile que comprende una secuencia de polipéptidos de cadena H que comprende una regién VH de la SEQ
ID NO: 5 (Figura 34A) y una region C de IgG1 humana y una secuencia de polipéptidos de la cadena L que comprende
una regién VL de la SEQ ID NO: 7 (Figura 35) y una regién C k humana; y mAb humanizado anti-toxina A de C. difficile
que comprende una secuencia de polipéptidos de la cadena H que comprende una regién VH de la SEQ ID NO: 6
(Figura 34B) y una regién C de IgG1 humana y una secuencia de polipéptidos de la cadena L que comprende una
region VL de la SEQ ID NO: 7 (Figura 35) y una regién C k humana. Tales mAb humanizados anti-toxina A de C.
difficile abarcan un mAb humanizado PA-50 (hPA-50) de la invencién. 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 regién VH de la invencién (por ejemplo, la SEQ ID NO: 5; la
SEQ ID NO: 6) y una regién CH adecuada, por ejemplo, del isotipo IgG1, tal como esta contenida dentro del GenBank
acceso No. NW_001838121, y un polipéptido de cadena L hPA-50 compuesto de una regién VL de la invencion (SEQ
ID NO: 7) y una region CL, por ejemplo, del subtipo k, tal como estd contenida dentro del GenBank acceso No.
NW_001838785.

El proceso de humanizacion produjo ademas 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 region VH de la SEQ ID NO: 8 (Figura 36A) y una region C de IgG1 humana y una secuencia de polipéptidos de
la cadena L que comprende una regién VL de la SEQ ID NO: 10 (Figura 37) y una region C k humana; y mAb
humanizado anti-toxina B de C. difficile que comprende una secuencia de polipéptidos de la cadena H que comprende
una region VH de SEQ ID NO: 9 (Figura 36B) y una region C de IgG1 humana y una secuencia de polipéptidos de la
cadena L que comprende una region VL de SEQ ID NO: 10 (Figura 37) y una region C k humana. Tales mAb
humanizados anti-toxina B de C. difficile abarcan un mAb humanizado PA-41 (hPA-41) de la invencién. La
inmunoglobulina hPA-41 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-41 compuesto por una region VH de hPA-41
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de la invencion (por ejemplo, la SEQ ID NO: 8; la SEQ ID NO: 9) y una regién CH adecuada, por ejemplo, del isotipo
IgG1, tal como esta contenido dentro del Genbank acceso No. NW_001838121, y un polipéptido de cadena L hPA-41
compuesto por una region VL hPA-41 de la invencion (por ejemplo, SEQ ID NO: 10) y una region CL, por ejemplo, del
subtipo k, tal como esta contenida dentro del GenBank acceso No. NW_001838785.

Ademas, 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 esta compuesta por dos
polipéptidos de cadena pesada, cada cadena pesada contiene una regiéon VH y una region CH humana y dos
polipéptidos de cadena ligera, cada cadena ligera contiene una regiéon VL y una regién CL humana. La secuencia de
acido nucleico (o ADNc) que codifica la secuencia de aminoacidos del polipéptido de cadena pesada hPA-50 de la
SEQ ID NO: 14 se establece en la SEQ ID NO: 15, (Figura 38B); la secuencia de acido nucleico (o ADNc) que codifica
la secuencia de aminoacidos 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 esta compuesta por dos polipéptidos de cadena
pesada, cada cadena pesada contiene una regién VH y una regién CH humana y dos polipéptidos de cadena ligera,
cada cadena ligera contiene una regién VL y una regiéon CL humana. La secuencia de acido nucleico (o0 ADNc) que
codifica la secuencia de aminogcidos 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 &cido nucleico (0 ADNc) que codifica la secuencia de aminoacidos
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 region VH y una regién CH humana y dos polipéptidos de cadena ligera, cada cadena ligera contiene una region
VL y una region CL humana. La secuencia de acido nucleico (o0 ADNc) que codifica la secuencia de aminoacidos 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 acido nucleico (0 ADNc) que codifica la secuencia de aminoacidos del polipéptido de cadena ligera hPA-
41 de la SEQ ID NO: 24 se establece en la SEQ ID NO: 25 (Figura 40A).

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 W0O2006/121422 y US2005/0287150) (DNA2.0) y se clonaron en los vectores pPCON-gammai y pCON-
kappa. Los mAb IgG1k, de longitud completa se expresaron en células CHO-K1SV transfectadas de forma estable y
se purificaron como se describié anteriormente. Cuando se prob6 la afinidad de unién a las toxinas A y B, mediante
Biacore la inhibicion de los efectos citopaticos mediados por toxinas y la hemaglutinaciéon de acuerdo con los métodos
publicados (7), las preparaciones de CDA1 y CDB1 exhibieron los niveles de actividad esperados.

E. Caracterizacioén in vitro de los mAb humanizados.

Se llevaron a cabo experimentos de neutralizacion de la toxina de C. difficile in vitro para comparar la actividad
funcional de los mAb humanizados con aquellos de los mAb de ratén progenitor. Como se muestra en la Figura 29, el
mAb PA-41 humanizado (hPA-41) neutralizé en forma potente la citotoxicidad de la toxina B (ECso de 6 pM) en
comparacién con un ECso de 9 pM para el mAb murino PA-41 (mPA-41). Del mismo modo, se encontré que el mAb
humanizado PA-39 (hPA-39) y el mAb humanizado PA-50 (hPA-50) eran igualmente potentes cuando se compararon
con sus mAb murinos progenitores en la neutralizacién 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.

De los mAbs anti-toxina de C. difficile examinados en estos estudios, PA-50 exhibieron una curva de neutralizacion
dosis-respuesta distinta con coeficientes de Hill que tipicamente eran mayores que dos, lo que indica inhibicion
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 clinica en el tratamiento de infecciones virales. Ademas, PA-50 se une a la
toxina A de manera multivalente, una condicion que a menudo es necesaria, pero no suficiente para la cooperatividad.

Ejemplo 11
Generacién de fragmentos Fab de los mAb murinos anti-toxina de la invencién.
A. Preparacion de fragmentos Fab.

La fragmentacion de Fab se realizé usando un kit de preparacion de Fab y F(ab’)2 de IgG1 de ratén (Pierce) de acuerdo
con las instrucciones del fabricante y los reactivos suministrados con el kit. Se usé el mismo protocolo para la
fragmentacion para todos los mAb; PA-39, PA-41 y PA-50. Brevemente, la suspension de ficina inmovilizada (750 L)
se lavo con tampon de digestion (cisteina 75 mM, pH 5,6) antes de agregar aproximadamente 3 mg de mAb y la
mezcla se incub6 a 37 °C durante cuatro horas con rotacién constante de giro vertical de 180 grados. Una vez que se
completo la digestion, la suspension se centrifugd y se recogioé el producto de digestion. La suspension se lavo tres
veces con tampdn de unién a proteina A y el material de lavado se afadi6 a la digestion completa. La columna de
proteina A NAb se equilibr6 con tamp6n de unién a proteina A y se afadié 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 centrifug6é a 1000 g
durante un minuto para recoger el flujo que contenia los fragmentos Fab. La columna se lavo tres veces con tampdn
de unién a proteina A. Se recogio6 el flujo, se cambid el tampdn en PBS y se concentré.

B. SDS-PAGE de fragmentos Fab

Las muestras se analizaron mediante SDS-PAGE usando el sistema de gel Novex (Invitrogen) y todos los reactivos
enumerados a continuacion eran de Invitrogen a menos que se indique lo contrario. Las muestras se mezclaron con
tampon 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 pg) en un gel Bis Tris NuPage al 4-12%, se realiz6 la
electroforesis con tampdn de operacion MOPS a 180 V durante 60 minutos. Después de la electroforesis, el gel se
incubé con fijador (metanol al 40%, &cido acético al 10%) durante 20 minutos, se enjuagé con agua y se tifid con
colorante Simply Blue durante la noche con rotacion constante.

C. Caracterizacion in vitro de Fab

Se llevaron a cabo experimentos de neutralizacion in vitro de la toxina de C. difficile para comparar la actividad
funcional de los Fab (A) con la de aquella de los mAb completos (m) en funcién del nimero de sitios de unién. El Fab
de PA-39 neutralizé fuertemente la citotoxicidad de la toxina A en las células CHO-K1 en comparacién con PA-39
completo (ECso de 880 pM y ECso de 200 pM, respectivamente) (Figura 41A). Se encontré que el Fab de PA-41 era
igualmente potente para el PA-41 completo en la neutralizacion de la actividad de la toxina B en células CHO-K1 (ECso
de 88 pM y ECso de 80 pM, respectivamente) (Figura 41B). El Fab de PA-50 tenia un valor ECso de 1,8 nM en
comparacion con un valor ECso de 100 pM del mAb PA-50 completo en la neutralizacién de la toxina A en células T-
84 (Figura 41C).

Ejemplo 12
Andlisis de inmunohistoquimica de los mAb humanizados anti-toxina de C. difficile en muestras de tejido humano

El valor de la inmunohistoquimica (IHC) en el estudio de la expresidon de un antigeno dado es aquel que permite la
evaluacion de detalles microanatomicos y la heterogeneidad en tejidos normales y tumorales. IHC es ventajoso sobre
otros métodos de analisis porque puede localizar directamente proteinas en tipos de células individuales. Las
diferencias de expresion génica en el tejido normal y tumoral se pueden detectar al mismo tiempo que se observan
los cambios en el numero celular y la composicion. Las limitaciones de esta técnica incluyen posibles resultados falsos
negativos debido a bajos niveles de expresién de la molécula en estudio, asi como resultados falsos positivos
(reactividad cruzada) debido a la unién de anticuerpos a epitopos similares o aquellos epitopos compartidos por otros
antigenos. Para abordar estas limitaciones, este estudio se realizé a la concentracién mas baja posible de cada uno
de los anticuerpos que mostraron una tincion fuerte y especifica en muestras positivas de control de raton inyectados
con una toxina especifica.

Los mAb humanizados PA-41 y PA-50 se biotinilaron para determinar un patrén de unién inmunohistoquimica en una
selecciéon de tejidos humanos congelados, que incluian adrenal, vejiga, médula ésea, mama, cerebelo, corteza
cerebral, cuello uterino, colon, es6fago, ojo, trompa de Falopio, corazén, ileon, yeyuno, rifdn, higado, pulmén, ganglios
linfaticos, musculo, ovario, nervio periférico, pancreas, paratiroides, pituitaria, placenta, préstata, piel, intestino
delgado, médula espinal, bazo, estdbmago, testiculos, timo, tiroides, uréter, Gtero y glébulos blancos. Se tifid un tejido
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 incluy6 un anticuerpo de control de isotipo IgG1k humano irrelevante para
todas las muestras.

Para la preparacion del tejido, las muestras congeladas embebidas en el compuesto OCT (compuesto de incrustacion
de temperatura de corte 6ptima; 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 tincion de
IHC para cada anticuerpo y muestra de tejido. Se realiz6 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
luego se lavaron en tres bafios secuenciales de solucién salina tamponada con Tris/tampén 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 enddgena se bloqued con una incubacion de 5 minutos de bloque de peroxidasa listo para
usar a temperatura ambiente. Después de un lavado con tampoén, la actividad de biotina enddgena se bloqued con
incubaciones de 15 minutos cada una de avidina seguida de biotina en cada etapa seguido de lavados con tampén.
Para PA-41, los portaobjetos se incubaron luego con el reactivo de bloqueador de la proteina Background Sniper
durante 10 minutos a temperatura ambiente sin ningun lavado de tampdn. Los portaobjetos se incubaron con el articulo
de prueba o el reactivo de control negativo (1,25 pg/mL para PA-41 y 10 ug/mL para PA-50) durante 30 minutos a
temperatura ambiente. El anticuerpo primario PA-50 se diluyé a razén de 1:350 en diluyente Dako mientras que el
anticuerpo primario PA-41 se diluy6 a razén de 1:3520 en diluyente Dako con prolina (250 mM, 0,576 g, Genzyme,
CA) e histidina (15 mM, 0,046 g , Genzyme, CA) anadidos a 20 mL de diluyente (pH 7,7). Después de los lavados en
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TBST, se aplico el reactivo de deteccion ABC (1:50 en TBST) a las secciones de tejido para ambos ensayos de
anticuerpos y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente seguido de lavados con tampdn. La
inmunorreaccion se visualizé incubando con una solucion 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 contratifieron con una hematoxilina de Mayers modificada (DakoCytomation), se volvieron
azules en amoniaco al 0,2%, se deshidrataron a través de alcoholes graduados, se aclararon en xileno y se cubrieron
con un cubreobjetos. La interpretacion de los portaobjetos tenidos se realiz6 mediante examen microscépico. En
general, una revision morfologica del tejido en el portaobjetos después de la tincion de anticuerpos determiné 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 estandares anteriores fueron rechazadas del analisis por el
patélogo del estudio.

El sistema de puntuacion incluyd un andlisis semicuantitativo de la intensidad de tincion. La intensidad de tincion del
articulo de prueba se juzg6 en relacién con la intensidad del portaobjetos de control de tejido que contiene una seccion
adyacente tefiida con un anticuerpo de control negativo. La tinciéon de la seccion marcada con el control de reactivo
negativo se consider6 tincién de "fondo". Una puntuacién de "0" indica que no hay tincién en relacion con el fondo;
"1+" indica una tincidn débil; "2+" indico tincion moderada; y "3+" indicé una tincion fuerte. De acuerdo con la practica
estandar de patologia, la intensidad de tinciéon se reporté al nivel mas alto de intensidad observado en todos los
elementos del tejido.

Los resultados del analisis de IHC para los mAb humanizados PA-50 y PA-41 fueron tales que no se observé tincion
positiva (0%) en ninguna de las muestras de tejido humano probadas. Se indicé una tincién fuerte consistente (por
ejemplo, 3+) en los tejidos de control del musculo de la pata de raton inyectados con toxina (Toxina A para PA-50 y
Toxina B para PA-41) durante todo el estudio. Para PA-50, no se observo tincidn positiva verdadera para ninguna
muestra de tejido (es decir, el 100% de las células mostraron 0% de tincidn). Para PA-41, no se observo una tincion
positiva verdadera en los 37 tejidos humanos probados, sin embargo, la tincién positiva débil (1+) se observé como
una intensidad de tincion mas alta en el higado normal (debido al pigmento lipocromo), pulmén normal (macréfagos
pulmonares con un cuerpo extrafio) y misculo normal (reaccion consistente con tincién de artefactos). Dichos valores
de tincion débiles para PA-41 se consideraron intrascendentes en relacion con todos los controles y en vista de la
minima variacion de tincién dentro del ensayo.

Ejemplo 13

Analisis farmacocinético de los mAb humanizados anti-toxina de C. difficile en primates no humanos

Se realizé 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 inyectd por via 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 realiz6 de acuerdo con las politicas y procedimientos del Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales (IACUC).

La Tabla 8 presenta el formato del estudio PK, mostrando que cada mAb (a una concentracién de 10 mg/kg) se
administrd por via intravenosa a dos niveles de dosis a animales no alterados.

Tabla 8 Estudio PK de mAb humanizado en primates no humanos

Grupo|Tratamiento|Ruta Nivel de d(:)SiS Concentracién Volumen de Ig dosis No. de monos
(mg/kg/dia) (mg/kg) (mL/kg/dia) (macho)
1 PA-41 \ 1 10 0,1 3
2 PA-41 \ 5 10 0,5 3
3 PA-50 v 1 10 0,1 3
4 PA-50 \Y 5 10 0,5 3

Los animales recibieron una sola inyeccién intravenosa del anticuerpo del estudio al inicio del estudio. Posteriormente,
se obtuvieron muestras de sangre mediante venopuncién de vasos periféricos de cada animal en 14 puntos de tiempo
individuales dentro de 29 dias (es decir, antes de la dosis; a las 0,5, 2, 6, 12 'y 24 horas el dia 1 (después de la dosis);
y los dias 3, 4, 7, 9, 12, 15, 22 y 29). Las muestras de sangre se recogieron en tubos separadores de suero y se
mantuvieron en hielo humedo hasta la coagulacion. Después de la coagulacion, 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 concentracién de mAb en los sueros se determiné mediante ELISA. Las placas de ELISA de noventa y seis pozos
(Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY) se revistieron durante la noche con toxina A (TechLab) o toxina B (TechLab)
a razéon de 100 ng/pozo a 4 °C. Las placas se lavaron tres veces con PBS/Tween-20® al 0,05% (PBS-T) y se
bloguearon con 200 pL de tampon de bloqueo (PBS sin calcio o magnesio, Tween 20® al 0,1%, caseina al 1%) durante
una hora a temperatura ambiente. El estandar de referencia de anticuerpos (mAb PA-41 o mAb PA-50 purificados) se
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diluyé en suero de Cynomolgus no alterado agrupado al 1% (Bioreclamation) para generar una curva estandar con un
intervalo de 0,3 - 4000 ng/mL. Las muestras de prueba diluidas y los estandares 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-
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 acido clorhidrico 1 N (Thermo Fisher Scientific)
y se leyeron en un lector de placas SpectraMax (Molecular Devices) a 450 nm. La concentracion de mAb en cada
mono en diferentes puntos de tiempo se calculé utilizando las curvas estandar. El analisis farmacocinético no
comparativo se realiz6 con WinNonLin, Version 4.0 (Pharsight Corp., Mountain View, CA). Los resultados de PK para
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 T2 (dias) fue de 14,5 £+ 0,3y 12,3 £ 1,5,
respectivamente. Para PA-41 con dosis de 1 mg/kg y 5 mg/kg, la media T2 (dias) fue de 8,9 + 1,3y 9,2 + 3,3,
respectivamente.
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<223> anticuerpo, regién VH
<400>9
Gln
1
Ser
Phe
Gly
Arg
65
Met
Ala
Thr
<210> 10
<211> 107
<212> PRT

<213> secuencia artificial

Asn

Ala

Ser

Thr

100

Thr

Leu

val

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Thr

100

Thr

Pro

Thr

Ser

85

Ile

Val

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Ile

val

ES 2757675713

Tyr

Leu

70

Leu

Thr

Ser

Gln

Cys

Arg

Tyr

Ile

70

Leu

Thr

Ser

Asn

55

Thr

Arg

Ser

Ser

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Ser

Ser

Gly

Leu

Ser

Pro

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Leu

Ser

Pro

Ala

Asp

Glu

Leu
105

Ala

Ser

25

Pro

Ala

Asp

Glu

Leu
105

66

Thr

Lys

Asp

90

Leu

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Leu

Ser

Ser

75

Thr

Asp

val

Tyr

Gln

Ser

Ser

75

Thr

Asp

Tyr

60

Ala

Ala

Phe

Lys

Pro

Arg

Tyr

60

Ala

Ala

Phe

Ser

Ser

val

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Ser

Ser

Val

Trp

Leu

Thr

Tyr

Gly
110

Pro

Thr

30

Glu

Leu

Thr

Tyr

Gly
110

Asn

Ala

Tyr

95

Gln

Gly

15

Asn

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Gln

Phe

Tyr

80

Cys

Gly

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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35
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<220>
<223> anticuerpo, regién VL

<400> 10

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20

Ile His Trp Tyr Gln Gln Lys

Lys Phe Ala Ser Glu Ser Ile
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr
85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
100

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleétido

<400> 11
tatatctaga attcceccce cceccccccce 30

<210> 12

<211> 46

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleétido

<400> 12
tatagagctc aagcttggat ggtgggaaga tggatacagt tggtge

<210> 13

<211> 54

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador de oligonucleétido

<400> 13

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Leu

Ala

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

46

tatagagctc aagcttccag tggatagacc atgatggggg ctgttegttt tgge

67

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

54

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Lys

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Lys

Ser

Gly

Leu

Phe

Leu

Trp

Pro

15

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

Ser

Ile

Gly

Pro

80

Phe



10

<210> 14
<211> 467
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> > anticuerpo, cadena pesada

<400> 14

Met

val

Pro

Thr

Glu

65

Pro

Thr

Tyr

Gln

vVal

145

Ala

Ser

Glu

His

Gly

Asp

Trp

Lys

Ala

Tyr

Gly

130

Phe

Leu

Trp

Trp

Ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Thr

Pro

Gly

Asn

Ser

Gln

20

Ser

Asn

Gly

Met

Met

100

Ala

Leu

Leu

Cys

Ser
180

Gly

Val

Val

Met

Asp

Gly

85

Glu

Arg

Val

Ala

Leu

165

Gly

ES 2757675713

Val

Gln

Lys

Asp

Ile

70

Lys

Leu

Ser

Thr

Pro

150

Val

Ala

Phe

Leu

Val

Trp

55

Asn

Ala

Ser

Asp

Val

135

Ser

Lys

Leu

Ile

Val

Ser

40

vVal

Pro

Thr

Ser

Arg

120

Ser

Ser

Asp

Thr

Phe

Gln

25

Cys

Arg

Lys

Ile

Leu

105

Gly

Ser

Lys

Tyr

Ser
185

68

Leu
10

Ser

Lys

Gln

Tyr

Thr

90

Arg

Trp

Ala

Ser

Phe

170

Gly

Leu

Gly

Ala

Ala

Asp

75

Val

Ser

Tyr

Ser

Thr

155

Pro

vVal

Ser

Ala

Ser

Pro

60

Ile

Asp

Glu

Phe

Thr

140

Ser

Glu

His

vVal

Glu

Gly

45

Gly

Ile

Lys

Asp

Asp

125

Lys

Gly

Pro

Thr

Thr

Val

30

Tyr

Gln

Gly

Ser

Thr

110

Val

Gly

Gly

Val

Phe
190

Ala

15

Lys

Thr

Arg

His

Ala

95

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

val

Gly

Ser

Ala

160

Val

Ala



Val

Pro

Lys

225

Asp

Gly

Ile

Glu

His

305

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

385

Trp

val

Asp

His

Leu

Ser

210

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

290

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

370

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

Gln

185

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

275

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

355

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

435

Ala

Ser

Ser

Asn

His

val

260

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

340

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

420

Arg

Leu

Ser

Leu

Thr

Thr

245

Phe

Pro

Val

Thr

val

325

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

405

Asp

Trp

His

ES 2757675713

Gly

Gly

Lys

230

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

310

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

390

Gln

Gly

Gln

Asn

Leu

Thr

215

Val

Pro

Phe

val

Phe

295

Pro

Thr

vVal

Ala

Arg

375

Gly

Pro

Ser

Gln

His

Tyr

200

Gln

Asp

Pro

Pro

Thr

280

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

360

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

440

Tyr

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

265

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

345

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

425

Asn

Thr

69

Leu

Tyr

Arg

Pro

250

Lys

Val

Tyr

Glu

His

330

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

410

Leu

Val

Gln

Ser

Tle

val

235

Ala

Pro

val

val

Gln

315

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

395

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Ser

Cys

220

Glu

Pro

Lys

val

Asp

300

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

380

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser

Val

205

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

285

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

365

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

445

Leu

Val

val

Lys

Leu

Thr

270

val

val

Ser

Leu

Ala

350

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

430

Ser

Ser

Thr

Asn

Ser

Leu

255

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

335

Pro

Gln

Val

Val

Pro

415

Thr

Val

Leu

vVal

His

Cys

240

Gly

Met

His

Vval

Tyr

320

Gly

Ile

vVal

Ser

Glu

400

Pro

vVal

Met

Ser



10

15

20

<210> 15

<211> 1404
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

450

Pro Gly
465

Lys

<223> > anticuerpo, cadena pesada

<400> 15

<210> 16
<211> 233
<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

atggaatggt
gtccagettg
tgtaaagcca
ggacaacggc
cctaagttta
gagctctcct
ggctggtatt
aagggcccat
gcecctggget
ggcgccctga
tcecctcagea
aacgtgaatc
gacaaaactc
ttectettee
tgcgtggtgg
ggcgtggagg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagcccc
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctccet
aacgtcttcet

ctctcecetgt

ccggegtgtt
ttcagagecgg
gtggttatac
tggagtggat
tgggaaagge
ctctgcgecag
tcgacgtttg
cggtcttecece
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
acacatgcce
ccccaaaace
tggacgtgag
tgcataatge
gcgtecctcac
ccaacaaagc
gagaaccaca
gcctgacctg
atgggcagce
tcttectcta
catgctcegt

ctccgggtaa

<223> anticuerpo, cadena ligera

ES 2757675713

455

catctttttg
agcagaagtg
ctttactgat
tggcgacatc
taccattaca
tgaggatacc
ggggcagggt
cctggcaccce
ggactacttce
gcacaccttc
cgtgecctece
caacaccaag
accgtgecca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcctgecac
ccteccagee
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
tagcaagctc
gatgcatgag

atga

ctgtcagtca
aagaagccag
tacaacatgg
aatcccaaat
gtagataagt
gcagtgtact
acattggtga
tctagcaaga
cccgaaccgg
ccggetgtee
agcagcttgg
gtggacaaga
gcacctgaac
ctcatgatct
cctgaggtca
ccgcgggagyg
caggactgge
cccatcgaga
ctgccceccat
ggcttctatc
tacaagacca
accgtggaca

gctctgeaca

70

460

ccgetggegt
gggccagegt
attgggtacg
acgacattat
ctgcttceccac
attgcgccag
ctgtgtcaag
gcacctctgg
tgacggtgtce
tacagtcctce
gcacccagac
gagttgagcc
tcctgggggg
cccggaccece
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc
cccgggagga
ccagcgacat
cgccteeegt
agagcaggtg

accactacac

gcactctcaa
caaggtttct
tcaggcaccc
cggccataac
cgcttacatg
gagtgaccga
cgccagcaca
gggcacagcg
gtggaactca
aggactctac
ctacatctge
caaatcttgt
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gatgaccaag
cgccgtggag
gctggactce
gcagcagggyg

gcagaagagce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1404
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<400> 16

Met

Val

Leu

Ser

Pro

65

Ala

Ser

Ser

Val

Lys

145

Arg

Asn

Ser

Lys

Thr Lys Ser

225

<210> 17
<211> 657
<212> ADN

Asp

Ile

Ser

Ser

50

Arg

Arg

Ser

Ser

Ala

130

Ser

Glu

Ser

Leu

Val
210

Phe

Met

Leu

35

Val

Pro

Phe

Leu

Arg

115

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

195

Tyr

<213> secuencia artificial

Gln

Ser

20

Ser

Asn

Arg

Ser

Glu

100

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

180

Ser

Ala

Phe

val

Arg

Pro

Tyr

Ile

Gly

85

Pro

Phe

Ser

Ala

val

165

Ser

Thr

Cys

ES 2757675713

Gln

Gly

Gly

Met

Tyr

70

Ser

Glu

Gly

Val

Ser

150

Gln

Val

Leu

Glu

Ile

Glu

Glu

Asn

55

Ala

Gly

Asp

Gly

Phe

135

val

Trp

Thr

Thr

Val
215

Phe

Ile

Arg

40

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

120

Ile

val

Lys

Glu

Leu

200

Thr

Ser

Val

25

Ala

Tyr

Ser

Gly

Ala

105

Thr

Phe

Cys

val

Gln

185

Ser

His

Asn Arg Gly Glu Cys

230

71

Phe

10

Leu

Thr

Gln

Asn

Thr

90

Val

Lys

Pro

Leu

Asp

170

Asp

Lys

Gln

Leu

Thr

Leu

Gln

Leu

75

Asp

Tyr

Leu

Pro

Leu

155

Asn

Ser

Ala

Gly

Leu

Gln

Ser

Lys

60

Ala

Tyr

Tyr

Glu

Ser

140

Asn

Ala

Lys

Asp

Leu
220

Ile

Ser

Cys

45

Pro

Ser

Thr

Cys

Ile

125

Asp

Asn

Leu

Asp

Tyr

205

Ser

Ser

Pro

30

Arg

Gly

Gly

Leu

Gln

110

Lys

Glu

Phe

Gln

Ser

190

Glu

Ser

Ala

15

Ala

Ala

Gln

val

Thr

95

Gln

Arg

Gln

Tyr

Ser

175

Thr

Lys

Pro

Ser

Thr

Ser

Ala

Pro

80

Ile

Trp

Thr

Leu

Pro

160

Gly

Tyr

His

Val
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15
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<220>

<223> anticuerpo, cadena ligera

<400> 17
atggattttc aagttcagat attctccttt
agaggggaga ttgtcctgac acagagtccce
gctacactct cttgtcgege ttccagetct
cccggtcagg cccctagacce ccggatctat
gcccgattca gegggagegg aagtggtacce
ccagaggact ttgcagtcta ttactgccaa
accaaattgg agatcaagag gactgtcgct
gatgagcagc tgaagagtgg aaccgcatcc
cgggaagceta aagtgtcagt aaccgaacaa
tctaccttga ccctgtcaaa ggccgactat
actcatcaag ggcttagctc tccagtcact

<210> 18

<211> 538

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> anticuerpo, cadena pesada

<400> 18
Met Glu Trp Ser Gly Val Phe
1 5
Val His Ser Gln Val Gln Leu

20
Pro Gly Ala Ser Val Lys Val
35
Asn Asp His Asn Ile His Trp
50 55

Glu Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr
65 70

cttctcatta
gccacactta
gtcaactaca
gccacatcta
gattacaccce
cagtggtcta
gccccaagtg
gtggtttgee
gattccaagyg
gaaaaacaca

aagagcttta

Ile Phe

Leu

gcgccagtgt
gcctgtecee
tgaactggta
atcttgecte
tcacaatcte
gtcgcacttt
tgttcatctt
tgctgaacaa
actccaccta
aggtttacgce

acaggggcga

Leu Ser

10

Val Gln

25

Ser
40

Cys
val

Arg

Pro Tyr

72

Ser

Lys

Gln

Ile

Gly Ala

Ala Ser

Ala Pro

60

Gly Thr

75

gattatgtca
cggagagcgt
tcagcagaaa
cggagtgect
tagcttggaa
cggtggtgge
tcetcecatce
cttttaccct
ctcetetetea
atgtgaggta

atgctag

Val Thr

Glu Val

30

Gly
45

Tyr
Gln

Gly

Thr Val

Ala

15

Lys

Thr

Gly

Tyr

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

657

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn
80



Gln

Thr

Tyr

Gly

Phe

145

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro

225

Gly

Ala

Leu

Glu

Cys

305

Pro

Lys

Ala

Tyr

Thr

130

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

210

Ser

Gly

Ser

Pro

Gly

290

Pro

Ala

Phe

Tyr

Cys

115

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

195

Ser

Asn

Arg

Arg

Leu

275

Leu

Glu

Pro

Lys

Met

100

Ser

val

Ala

Leu

Gly

180

Ser

Leu

Thr

val

Leu

260

His

Leu

Pro

Glu

Ser

85

Glu

Arg

Thr

Pro

Val

165

Ala

Gly

Gly

Lys

Ser

245

Cys

Pro

Ala

Lys

Leu
325

ES 2757675713

Lys

Leu

Trp

Val

Ser

150

Lys

Leu

Leu

Thr

Val

230

Ala

Ser

Glu

Phe

Ser

310

Leu

Ala

Arg

Gly

Ser

135

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

215

Asp

Gly

Pro

Ala

Ser

295

Cys

Gly

Thr

Ser

His

120

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

200

Thr

Lys

Ser

Ser

Ser

280

Pro

Asp

Gly

Leu

Leu

105

Arg

Ala

Ser

Phe

Gly

185

Leu

Tyr

Arg

Gln

Pro

265

Ala

Gly

Lys

Pro

73

Thr

90

Arg

Gly

Ser

Thr

Pro

170

val

Ser

Ile

Val

Ala

250

Gly

Arg

Ser

Thr

Ser
330

Val

Ser

Phe

Thr

Ser

155

Glu

His

Ser

Cys

Gly

235

Gln

Gln

Pro

Gly

His

315

val

Asp

Asp

Pro

Lys

140

Gly

Pro

Thr

Val

Asn

220

Glu

Arg

Gln

Thr

Gln

300

Thr

Phe

Thr

Asp

Tyr

125

Gly

Gly

Val

Phe

Val

205

Val

Arg

Ser

Gly

His

285

Ala

Cys

Leu

Ser

Thr
110

Trp

Pro

Thr

Thr

Pro

190

Thr

Asn

Pro

Cys

Arg

270

Ala

Gln

Pro

Phe

Thr

95

Ala

Gly

Ser

Ala

val

175

Ala

val

His

Ala

Leu

255

Pro

Gln

Ala

Pro

Pro
335

Ser

Val

Gln

Val

Ala

160

Ser

Val

Pro

Lys

Gln

240

Asp

Arg

Gly

Arg

Cys

320

Pro



10

Lys

Vval

Tyr

Glu

385

His

Lys

Gln

Met

Pro

465

Asn

Leu

Val

Gln

<210> 19

<211> 1617
<212> ADN

Pro

Val

Val

370

Gln

Gln

Ala

Pro

Thr

450

Ser

Tyr

Tyr

Phe

Lys
530

Lys

Val

355

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

435

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

515

Ser

<213> secuencia artificial

<220>

Asp

340

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

420

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys

500

Cys

Leu

<223> anticuerpo, cadena pesada

<400> 19

atggagtggt ccggagtgtt catctttcectg ctctectgtta ccgetggegt acatagceccaa

gtccagettg tccagtctgg cgccgaggtc aagaaaccag gggccagegt gaaagttagt

Thr

val

val

Ser

Leu

405

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

485

Leu

Ser

Ser

ES 2757675713

Leu

Ser

Glu

Thr

390

Asn

Pro

Gln

Val

Val

470

Pro

Thr

Val

Leu

Met

His

vVal

375

Tyr

Gly

Ile

val

Ser

455

Glu

Pro

vVal

Met

Ser
535

Ile

Glu

360

His

Lys

Glu

Tyr

440

Leu

Trp

Val

Asp

His

520

Pro

Ser

345

Asp

Asn

val

Glu

Lys

425

Thr

Thr

Glu

Leu

Lys

505

Glu

Gly

74

Arg

Pro

Ala

Val

Tyr

410

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp

490

Ser

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

Ser

395

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

475

Ser

Arg

Leu

Pro

Val

Thr

380

Val

Cys

Ser

Pro

vVal

460

Gly

Asp

Trp

His

Glu

Lys

365

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

445

Lys

Gln

Gly

Gln

Asn
525

Val

350

Phe

Pro

Thr

Val

Ala

430

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

510

His

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

415

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe

495

Gly

Tyr

Cys

Trp

Glu

Leu

400

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

480

Phe

Asn

Thr

60

120
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tgtaaggcat ccggctatac cttcaacgat cacaatatcc actgggtacg acaggctcca 180
ggccaagggc tggaatggat tggttacata tacccttaca ttggaacaac agtgtataac 240
cagaagttca aatccaaggc aactcttact gtggatacat caacctcaac tgcctacatg 300
gaattgagat ccctgaggag tgacgacact gectgtctatt actgcagtecg gtggggacat 360
cgcggcttte cttattgggg tcaggggaca ctcecgttactg tgagectctge cagtaccaag 420
ggcccategg tettececceet ggcaccetet agcaagagceca cctetggggg cacageggcec 480
ctgggctgcc tggtcaagga ctacttcccc gaaccggtga cggtgtcgtg gaactcaggce 540
gccctgacca gecggegtgca caccttececeg getgtectac agtcecectcagg actctactece 600
ctcagcagceg tggtgacegt gccctccage agettgggca cccagaccta catctgecaac 660
gtgaatcaca agcccagcaa caccaaggtg gacaagagag ttggtgagag gccagcacag 720
ggagggaggg tgtctgectgg aagccagget cagegctcct gectggacge atcecggeta 780
tgcagtccca gtccagggca gcaaggcagg ccccgtctge ctcecttcacce ggaggectcet 840
gceccgceccca ctcatgectca gggagagggt cttetggett tttcceccagg ctcectgggcag 900
gcacaggcta ggtgccccga gcccaaatct tgtgacaaaa ctcacacatg cccaccgtge 960
ccagcacctg aactcctggg gggaccgtca gtcttcctet tcccceccaaa acccaaggac 1020
accctcatga tctecccggac ccctgaggte acatgegtgg tggtggacgt gagceccacgaa 1080
gaccctgagg tcaagttcaa ctggtacgtg gacggcgtgg aggtgcataa tgccaagaca 1140
aagccgeggg aggagcagta caacagcacg taccgtgtgg tcagegtcecct caccgtectg 1200
caccaggact ggctgaatgg caaggagtac aagtgcaagg tctccaacaa agccctccca 1260
gcccccatcg agaaaaccat ctccaaagcc aaagggcagc cccgagaacc acaggtgtac 1320
accctgecece catcccggga ggagatgacc aagaaccagg tcagcctgac ctgectggtce 1380
aaaggcttct atcccagecga catcgeccgtg gagtgggaga gcaatgggca geccggagaac 1440
aactacaaga ccacgcctcce cgtgectggac tccgacgget ccttettect ctatagcaag 1500
ctcaccgtgg acaagagcag gtggcagcag gggaacgtct tctcatgectc cgtgatgcat 1560
gaggctctge acaaccacta cacgcagaag agcctctcce tgtctccggg taaatga 1617

<210> 20

<211> 234

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>
<223> anticuerpo, cadena ligera

<400> 20

Met Glu Ser Gln Thr Gln Val Phe Val Tyr Met Leu Leu Trp Leu Ser
1 5 10 15

75
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<210> 21
<211> 705
<212> ADN

Gly

Ala

val

Lys

65

Ser

Ser

Thr

Leu

145

Pro

Gly

Tyr

His

vVal
225

val

Ser

Gly

50

Ala

Phe

Leu

Tyr

val

130

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

210

Thr

Asp

Val

35

Thr

Leu

Ser

Gln

Pro

115

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

195

Val

Lys

<213> secuencia artificial

<220>

Gly

20

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

100

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln

180

Ser

Tyr

Ser

<223> anticuerpo, cadena ligera

<400> 21

Asp

Asp

Val

Tyr

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

165

Glu

Ser

Ala

Phe

ES 2757675713

Ile

Arg

Ala

Ser

70

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

150

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
230

Gln

Val

Trp

55

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

135

Ser

Gln

Val

Leu

Glu

215

Arg

Met

Thr

40

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

120

Phe

Val

Trp

Thr

Thr

200

Val

Gly

Thr

25

Ile

Gln

Tyr

Thr

Vval

105

Gly

Ile

Val

Lys

Glu

185

Leu

Thr

Glu

76

Gln

Thr

Gln

Arg

Asp

90

Tyr

Thr

Phe

Cys

Val

170

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Tyr

75

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

155

Asp

Asp

Lys

Gln

Pro

Lys

Pro

60

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

140

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
220

Ser

Ala

45

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

125

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

205

Leu

Ser

30

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

110

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

190

Tyr

Ser

Leu

Gln

Ala

Ser

Ile

95

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

175

Ser

Glu

Ser

Ser

Asn

Pro

Ser

80

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

160

Ser

Thr

Lys

Pro
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<210> 22

atggaatctc
gacattcaga
ataacatgca
ggtaaagcac
cggttttetg
gaagatttcg
ggcaccaagc
tccgatgage
ccacgcgagg
gagtcagtca
ctgagcaagg

ttgagttcce

agactcaagt
tgacccaaag
aagccagcca
ccaaggctct
gctctgggag
cagtctacta
tggaaatcaa
agttgaagtc
ccaaagtgca
cagagcagga
ccgactatga

ctgtcactaa

ES 2757675713

gtttgtgtac
cccctcaagt
aaatgtgggg
gatctacagt
cggaaccgat
ttgtcagcag
gagaaccgtt
cggcacagca
atggaaggtc
cagcaaagat
gaagcataag

gtcctttaac

<211> 540
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>
<223> anticuerpo, cadena pesada

<400> 22

Met Gly Trp Ser Trp Ile Phe

Gln
20

Gly Leu Ser Val Gln Leu

Ala
35

Pro Gly Ser Val Lys Val

Thr Asn Phe Met His

50

Tyr Trp

55

Glu
65

Ile Ile

70

Trp Gly Arg Asn

Leu Asn Phe Arg Asp Ala

85

Lys

Thr Ala Met

100

Tyr Glu Leu Ser

Tyr Tyr Cys Ala Arg Ser Thr

atgttgectgt
ctttctgcta
actaacgttg
gcaagttatc
ttcactectga
tactatagtt
gcegcetectt
agcgtcgtat
gacaacgctc
tccacttatt
gtttacgecect

cgtggggagt

Leu Phe

Leu

ggctgagcgg
gcgtggggga
cctggtatca
gatactccgg
ccattagtte
acccatatac
cagtattcat
gccttttgaa
tgcagtcagg
ctctctette
gcgaagtgac

gttag

Leu Ser

10

Val Gln

25

Ser
40

Cys
Val Arg
Pro

Tyr

Thr Ile

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

Gly Ala

Ala Ser

Ala Pro

60

Gly Ala

75

Leu Asp

90

Leu
105

Ser

Ile Thr

77

Arg

Ser

Ser Glu

Pro Leu

cgttgacggt
cagggtgacc
gcagaaacca
cgtgtcctct
actccaacca
atttggacag
cttecectece
caatttctat
caactcccaa
tacactcact

ccaccaggga

Gly Thr

Glu Vval

30

Gly
45

Tyr
Gln

Gly

Thr Ser

Ser

Lys

Thr
110

Asp

Leu Asp

Ala

15

Lys

Pro

Arg

Tyr

Ala

95

Ala

Phe

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

705

Gly

Lys

Phe

Leu

Ser

80

Ser

val

Trp



Gly

Ser

145

Ala

Val

Ala

Val

His

225

Ala

Leu

Pro

Gln

Ala

305

Pro

Pro

Thr

Asn

Gln

130

Val

Ala

Ser

val

Pro

210

Lys

Gln

Asp

Arg

Gly

290

Arg

Cys

Pro

Cys

Trp
370

115

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

195

Ser

Pro

Gly

Ala

Leu

275

Glu

Cys

Pro

Lys

Val

355

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

180

Gln

Ser

Ser

Gly

Ser

260

Pro

Gly

Pro

Ala

Pro

340

Val

val

Leu

Leu

Cys

165

Ser

Ser

Ser

Asn

Arg

245

Arg

Leu

Leu

Glu

Pro

325

Lys

Val

Asp

ES 2757675713

Val

Ala

150

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

230

Vval

Leu

His

Leu

Pro

310

Glu

Asp

Asp

Gly

Thr

135

Pro

val

Ala

Gly

Gly

215

Lys

Ser

Cys

Pro

Ala

295

Lys

Leu

Thr

Val

Val
375

120

VvVal Ser

Ser Ser

Lys Asp

Leu Thr
185

Leu Tyr
200

Thr Gln

Val Asp

Ala Gly

Ser Pro
265

Glu Ala
280

Phe Ser

Ser Cys

Leu Gly

Leu Met

345

Ser His
360

Glu Vval

78

Ser

Lys

Tyr

170

Ser

Ser

Thr

Lys

Ser

250

Ser

Ser

Pro

Asp

Gly

330

Ile

Glu

His

Ala

Ser

155

Phe

Gly

Leu

Tyr

Arg

235

Gln

Pro

Ala

Gly

Lys

315

Pro

Ser

Asp

Asn

Ser

140

Thr

Pro

Val

Ser

Ile

220

Val

Ala

Gly

Arg

Ser

300

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala
380

125

Thr

Ser

Glu

His

Ser

205

Cys

Gly

Gln

Gln

Pro

285

Gly

His

Val

Thr

Glu

365

Lys

Lys

Gly

Pro

Thr

180

val

Asn

Glu

Arg

Gln

270

Thr

Gln

Thr

Phe

Pro

350

Val

Thr

Gly

Gly

Vval

175

Phe

Val

val

Arg

Ser

255

Gly

His

Ala

Cys

Leu

335

Glu

Lys

Lys

Pro

Thr

160

Thr

Pro

Thr

Asn

Pro

240

Cys

Arg

Ala

Gln

Pro

320

Phe

val

Phe

Pro
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<210> 23

<211> 765
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>

Arg Glu

385

Val Leu

Asn

Ser

Lys Gly

Glu

His

Lys

Gln

Gln

Gln

Tyr

Asp

ES 2757675713

Asn Ser

390

Trp Leu

405

Ala
420

Pro

435

Glu Glu

450

Phe
465

Tyr
Glu Asn
Phe

Phe

Gly Asn

Met

Pro

Asn

Leu

val

Thr

Ser

Tyr

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

Pro Ala

Glu

Pro

Gln
455

Asn

Ile
470

Ala

Thr Thr

485

Tyr
500

Phe

515

Thr
530

Tyr

Gln

Lys

<223> anticuerpo, cadena pesada

<400> 23

atgggatgga
gtccagttgg
tgcaaagcaa
gggcaaagac
ctcaacttca
gagctgagct

acctctccce

gctggatttt
tgcagagcgg
gtggctacce
tcgaatggat
gggataaggce
ccectgeggag

tgctggactt

Ser

Ser

Ser

Lys Leu

Ser

Cys

Ser
535

Leu

cttgttecte
cgctgaggtt
tttcacaaac
cggtecgtatc
taccattaca
tgaagatact

ttggggccag

Thr Tyr

Asn Gly

Arg

Lys

Val
395

Glu

410

Ile
425

Pro

Gln
440

val

Val

Ser

Val

Glu

Pro Pro

Glu

Tyr

Leu

Trp

vVal

Lys

Thr

Thr

Glu

475

Leu

490

Thr Val

505

Val
520

Met

Leu Ser

ctttccggga
aagaagcccg
tactttatge
aatccataca
ctggacaagt
gctgtctatt

ggcacacttg

79

Asp

His

Pro

Lys

Glu

Gly

ctgctggegg
gtgcctctgt
actgggtgeg
atggggcaac
ctgcctctac
actgtgcacg

tgactgtatc

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

460

Ser

Asp

Ser

Ala

Lys
540

Ser Val

Lys Cys

Ile Ser

430

Pro Pro

445

Leu Val

Asn Gly

Ser Asp

Arg Trp

510

Leu His

525

actgtcccaa
caaagttagt
ccaggcccct
tagttattct
cgcctatatg
atccaccata

atcagcatcc

Leu

Lys

415

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

495

Gln

Asn

Thr
400

val

Ala

Arg

Gly

Pro
480

Ser

Gln

His

60
120
180
240
300
360

420
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<210> 24

<211> 234
<212> PRT
<213> secuencia artificial

<220>

acaaagggcc
gcggecctgg
tcaggecgecce
tactceccteca
tgcaacgtga

gcacagggag

catcggtctt
gctgcctggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc

ggagggtgtce

<223> anticuerpo, cadena ligera

<400> 24

Met Ser
Ala

Asp

Leu Ser

Val

Arg

Pro

Pro

Cys
20

Gly

35

Val Gly

50

Arg Leu

65

Arg Phe

Leu

Ser

Lys Trp

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro

Ser

Ile

Gly

Pro

100

Phe

115

Thr Val

130

Leu
145

Lys

Pro Arg

Ala

Ser

Glu

Ala

Gly

Ala

Thr

Glu

Glu

Ile

Lys

Ser

85

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

ES 2757675713

cccectggea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgece
cagcaacacc

tgctggaagce

Gln Val

Ile Val

Arg Ala

His Trp

55

Phe
70

Ala
Gly Ser
Asp Phe
Phe

Gly

Vval
135

Ser

Ala
150

Ser

Val Gln

165

ccctctagea
ttccecgaac
ttceceggetg
tccagcaget

aaggtggaca

caggctcagce

Leu Gly

Leu

agagcacctc tgggggcaca
cggtgacggt gtcgtggaac
tcctacagte ctcaggactce
tgggcaccca gacctacatc
agagagttgg tgagaggcca

gctece

Leu Leu Leu Trp

10

Thr
25

Leu

Thr
40

Leu

Tyr Gln

Ser Glu

Gly Thr

Ala Vval

105

Gln
120

Gly
Phe Ile
Val

vVal

Trp Lys

Gln

Ser

Gln

Ser

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

Thr
30

Ser Pro Ala

Ala
45

Cys Arg Ser

Pro Gln

60

Lys Gly

Ile
75

Ser Gly Ile

Phe Thr Leu Thr

Gln Gln

110

Tyr Cys

Glu
125

Lys Leu Ile

Pro Ser

140

Pro Asp

Leu Leu Asn Asn

155

Asp Asn Ala Leu

170

80

Leu

15

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

95

Ser

Lys

Glu

Phe

Gln
175

480
540
600
660
720

765

Thr

Ser

Ser

Pro

Ala

80

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

160

Ser



ES 2757675713

10

15

Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr
180 185 190
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
195 200 205
His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro
210 215 220

Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
225 230

<210> 25

<211> 705

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<223> anticuerpo, cadena ligera

<400> 25
atgtccgtte ctactcaagt gectgggactg cttettetgt ggectcactga cgcaaggtgt 60
gagategtge tgacccagag tceccagecaca ctcagettgt cacececgggga acgggctaca 120
ctgtcctgte gtgcatcaca gagecgtgggt acatcaattc actggtatca gcagaagccce 180
ggtcaggctc ccagactcct gataaagttt gecctccgaat ccatttectgg cattccagcece 240
cgecttcteeg getceggecag tggaactgat ttcaccctca ccattagtte tttggagect 300
gaagattttg cagtatacta ctgtcaacag tctaacaagt ggccttttac ttttgggcag 360
ggaactaaac tggagatcaa gcgcactgtc gctgctccaa gegtattcat ctttectece 420
tccgacgage agttgaaatc agggacagcec tctgtggtct gectgetgaa caatttctac 480
ccaagggaag ccaaagtgca gtggaaggtc gataatgcac ttcaatcagg taattctcaa 540
gagagtgtga ccgagcagga ttccaaggac agtacctact ctctcagetc aaccctgace 600
ctttctaaag ctgactatga aaaacataaa gtctacgcct gcgaagtgac acaccagggt 660
ctgagtagcec ctgttaccaa gagctttaac cgaggcgagt gctag 705

81
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60

65
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado seleccionado de un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la toxina B de C.
difficile producido por la linea celular de hibridoma depositada bajo el nimero de acceso de la ATCC PTA-9693 (PA-
41), una forma humanizada quimérica o injertada de CDR del mismo, o un fragmento de unioén a antigeno del mismo;
y un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la toxina A de C. difficile producido por la linea celular de
hibridoma depositada bajo el nimero de acceso de la ATCC PTA-9694 (PA-50), una forma quimérica o injertada de
CDR del mismo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

2. Un anticuerpo aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1, que neutraliza
la toxicidad in vivo de la toxina A o la toxina B de C. difficile.

3. Un anticuerpo aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno 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 ug a 1000 pg o de 1 mg/kg a 50 mg/kg; o (ii) a una dosis seleccionada de (A) 2,
5,10, 50 0 100 pg o (B) 50 mg/kg.

4. Un anticuerpo aislado o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con la reivindicacion 1, que se une
especificamente a la toxina B de C. difficile y en el que el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
comprende una regién VH que comprende la secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ ID NO: 8 o la
SEQ ID NO: 9y comprende una region VL que comprende la secuencia de aminoacidos como se establece en la SEQ
ID NO: 10.

5. Un anticuerpo aislado o un fragmento de unién a antigeno del mismo, de acuerdo con la reivindicacion 1, que se
une especificamente a la toxina A de C. difficile y en el que el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
comprende una region VH que comprende la secuencia de aminoacidos como se establece enla SEQID NO :50 la
SEQ ID NO: 6 y comprende una region VL que comprende la secuencia de aminoécidos como se establece en la SEQ
ID NO: 7.

6. Un anticuerpo biespecifico o un fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende una primera regién de
unién a antigeno seleccionada de un anticuerpo monoclonal producido por la linea celular de hibridoma depositada
bajo el nimero de acceso de la ATCC PTA-9694, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o una versién
humanizada injertada de CDR del anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno del mismo; y una segunda regién de
unién a antigeno seleccionada de un anticuerpo monoclonal producido por la linea celular de hibridoma depositada
bajo el nimero de acceso de la ATCC PTA-9693, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o una versién
humanizada injertada de CDR del anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo.

7. Una composicion que comprende uno o mas anticuerpos aislados, o un fragmento de unién a antigeno de los
mismos, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5; y un portador, excipiente, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

8. La composicién de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que la composicién comprende al menos un anticuerpo
anti-toxina A, o un fragmento de unién a antigeno del mismo; y al menos un anticuerpo anti-toxina B, o un fragmento
de unién a antigeno del mismo.

9. Una composicién que comprende un anticuerpo biespecifico o un fragmento de unién a antigeno del mismo de
acuerdo con la reivindicacion 6, y un portador, excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

10. Una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 que ademas comprende al menos un
agente terapéutico adicional.

11. Una composicion de acuerdo con la reivindicacién 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 unién a antigeno del mismo, que (a) se une especificamente a la toxina
B de C. difficile y que comprende el VH y VL de CDR1, CDR2 y CDR3 del mAb producido por la linea celular de
hibridoma depositada bajo el nimero acceso de la ATCC No. PTA-9693, en el que la VH de CDR1 corresponde a los
residuos de aminoacidos 31 a 36 de la SEQ ID NO: 8, la VH de CDR2 corresponde a los residuos de aminoéacidos 50
a 66 de la SEQ ID NO: 8, y la VH de CDR3 corresponde a los residuos de aminoacidos 99 a 108 de la SEQ ID NO: 8
y en la que VL de CDR1 corresponde a los residuos de aminoacidos 24 a 34 de la SEQ ID NO: 10, la VL de CDR2
corresponde a residuos de aminoacidos 50 a 56 de la SEQ ID NO: 10, y la VL de CDR3 corresponde a los residuos
de aminodcidos 89 a 97 de la SEQ ID NO: 10; o que (b) se une especificamente a la toxina A de C. difficile y que
comprende la VH y VL de CDR1, CDR2 y CDR3 del mAb producido por la linea celular de hibridoma depositada bajo
el nimero de acceso de la ATCC PTA-9694, en la que la VH de CDR1 corresponde a los residuos de aminoacidos 31
a 35 de la SEQ ID NO: 5, la VH de CDR2 corresponde a los residuos de aminoacidos 50 a 65 de la SEQ ID NO: 5, y
la VH de CDR3 corresponde a los residuos de aminoécidos 95 a 102 de la SEQ ID NO: 5y la VL de CDR1 corresponde
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a los residuos de aminoéacidos 24 a 33 de la SEQ ID NO: 7, la VL de CDR2 corresponde a los residuos de aminoacidos
49 a 55 de la SEQ ID NO: 7, y la VL de CDR3 corresponde a los residuos de aminoacidos 88 a 94 de la SEQ ID NO:
7.

13. Un anticuerpo aislado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 0 12, un anticuerpo biespecifico de
acuerdo con la reivindicacién 6, o una composicion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11 para usar
en el tratamiento de una infeccién por C. difficile, enfermedad asociada a C. difficile, o diarrea asociada a C. difficile
(CDAD); o la inhibicion o neutralizacién 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 0 12 para uso en la neutralizacién de
las toxinas producidas por una cepa hipervirulenta de C. difficile; o la inhibicién o neutralizacion de la toxicidad para
una célula por una toxina de C. difficile.

15. Una linea celular de hibridoma depositada bajo el nimero de acceso de la ATCC PTA-9693 o PTA-9694.

16. Un acido nucleico aislado que codifica el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con
la reivindicacion 1 o la reivindicacién 12.

17. Un vector de expresidén que comprende un acido nucleico aislado de acuerdo con la reivindicacion 16.

18. Una composicién que comprende un anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la toxina B de C. difficile
producido por la linea celular de hibridoma depositada bajo el nimero de acceso de la ATCC PTA-9693 (PA-41), una
forma humanizada quimérica o injertada de CDR del mismo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo; y un
anticuerpo monoclonal que se une especificamente a la toxina A de C. difficile producido por la linea celular de
hibridoma depositada bajo el nimero de acceso de la ATCC PTA-9694 (PA-50), una forma humanizada quimérica o
injertada de CDR del mismo, o un fragmento de unién a antigeno del mismo para el uso en el tratamiento de un sujeto
que es asintomatico, pero que es susceptible o esta en riesgo de contraer una infeccion por C. difficile, enfermedad
asociada a C. difficile o diarrea asociada a C. difficile (CDAD).
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Tox B, 2 pg/ml en CHO-K1

ES 2757675713

100 * MPA-41 4
a cPA-41 (G)
801 v cPA-41 (NG) {’
= /
IEE 60+ / mAb ECEU {pM}
5 20! mPA-41 4.2
; cPA-41 (G) 2.2
204" cPA-41 (NG) 2.7
0 T T T T T T L]
-14 -13 -12 -11 -10 -9 -8 -7
Log[cone. de mab, M]
Fig. 26
Lista Tox A, Tug/ml en CHO-K1
100- -
m mPA-39
5 %7 4 cPa-39
25N mAb EC 50 (M)
S mPA-39 1.0
E‘g 40+ cPA-39 1.1
20
— - — —
-12 -11 10 -9 -8 -7 -6 -5

Logjconc. de mAE, M]

Fig. 27
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Tox A, 60 ng/ml en T-84

-14 -13 -12 -11 -10 -9 -8 -7
Log[conc. de mAb, M)

Fig. 29
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120-
= mPA-50
1001 acpA-50
S s0-
[
g 40, mPA-50 110
° cPA-50 120
20
D T T T T T 1
13 12 -11 -10 -9 -8 -7
Log[conc. de mAb, M]
Fig. 28
Tox B, 2 pg/ml en CHO-K1
PA-41 .
100" ™M
AhPA-41 -g-o-4
80- mAb ECso (PM)
c_‘;’;' mPA-41 9
E 60- hPA-41 6
S 40
X
2O e
D T T 1
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Toxina A en células CHO-K1 (20 ng/ml)

1007 & mpa-39 "
g0 & hPA-39
0
£ 601 mAb EC5q (PM)
= mPA-39 30
S 40 hPA-39 50
&
204
G T T T T T 1
-13 -12 -11 -10 -9 -8 -7
Log[conc. de mAb, M]
Fig. 30
Toxina A en células T-84 (60 ng/ml)
= mPA-50
1201, hpa-so LS RS
100
a mAb EC5 (pM)
E 801 mPA-50 90 pM
g 601 hPA-50 90 pM
£ 401
Ol i ol ‘
0 .

-13 12 11 -10 -8 -8 -7
Log[conc. de mAb, M]

Fig. 31A
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% CONTROL

% CONTROL

ES 2757675713

PA-41

Toxina B en Células CHO-K1
= 2 pg/mL Toxina B

1001 a5 pg/mL
| ¥10 pg/mL v
80 420 pg/mL
60
40
20+
G T T T T 1
=12 =11 =10 -9 -8 -7
Log[conc. de PA-41, M]
Fig. 31E
CDB-1

Toxina B en Células CHO-K1

100- "2 pg/mL Toxina B
45 pg/mL

80 v 10 pg/mL
| 420 pg/mL

G T T T T T T
-12 -1 -10 -9 -8 -7
Log[conc. de CDB-1, M]

Fig. 31F
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PORCENTAJE DE CONTRCL

ES 2757675713

f
TOXINAA PREINCUBADA CON mAb

INCUBAR MEZCLA CON CELULAS

|

LAVAR, FIJAR Y PERMEABILIZAR LAS CELULAS
—— s
-~ "S:- =~

R
(Lre-- )

SONDEAR LA TOXINA A INTERNALIZADA
Y LEER PARA LA DETECCION

.

Y

Fig. 31G

= | | T
NINGUNO PA-39 PA-50 CDA-1 POLICLONAL
DE CABRA

TRATAMIENTO

Fig. 31H
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1 2 3
123456789 0123456789 0123456789 0123456789
OQVOLVQSGA EVEKPGASVE VSCEASGYTF NDHNIHWVRQ

4 5 6 7
0123456789 01223456789 0123456789 0123456789
APGOGLEWIG YIYPYIGTTVY NOKFEKSKATL TVDTSTSTAY

1 1
8 9 0 1
0122223456789 0123456789 0123456789 0123
MELRSLRSDDTAV YYCSRWGHRG FPYWGQGTLV TVSS
(SEQ ID NO:1)

Fig. 32A

1 2 3
123456789 0123456789 0123456789 0123456789
QVOQLVQSGA EVKKPGASVK VSCKASGYTF NDHNIHWVRQ

4 5 6 7
0123456789 01223456789 0123456789 0123456789
APGQGLEWIG YIYPYIGTTVY NOQKFKSKATL TVDNSTSTAY

1 1
8 9 0 1
0122223456789 0123456789 0123456789 0123
MELRSLRSDDTAV YYCSRWGHRG FPYWGOGTLWV TVSS
(SEQ ID NO:2)

Fig. 32B
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1 2 3
123456789 0123456789 0123456789 0123456789
DIQMTQSPS SLSASVGDRV TITCEASQNV GTNVAWYQOK

4 5 6 7
0123456789 0123456789 0123456789 0123456789
PGEKAPEALIY SASYRYSGVS SRFSGSGSGT DEFTLTISSLO

1
8 9 0
0123456789 0123456789 01234567
PEDFAVYYCQ QYYSYPYTFG QGTKLEIK

(SEQ ID NO:3)
Fig. 33A

1 2 3
123456789 0123456789 0123456789 0123456789
DIQMTQSPS SLSASVGDRV TITCKASQNV GTNVAWYQQK

4 5 6 7
0123456789 0123456789 0123456789 0123456789
PGKAPKVLIY SASYRYSGVS SRFSGSGSGT DFTLTISSLQ

1
8 9 0
0123456789 0123456789 01234567
PEDFAVYYCQ QYYSYPYTFG QGTKLEIK
(SEQ ID NO:4)

Fig. 33B
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1 2 3
123456789 0123456789 0123456789 0123456789
QVOLVOSGA EVEKPGASVK VSCKASGYTEF TDYNMDWVROQ

4 5 6 7
0123456789 01223456789 0123456789 0123456789
APGOQRLEWIG DINPEYDIIGH NPKFMGEATL TVDEKSASTAY

1 1
8 9 0 1
01222234567890 123456789 00123456789 0123
MELSSLRSEDTAV YYCARSDRGW ¥FDVWGOGTLWV TVSS

(SEQ ID NO:5)
Fig. 34A

1 2 3
123456789 0123456789 0123456789 0123456789
QVQLVQSGA EVKKPGASVK VSCKASGYTF TDYNMDWVRQ

4 5 6 7
0123456789 01223456789 0123456789 0123456789
APGQRLEWIG DINPKYDIIGH NPKFMGKATI TVDKSASTAY

1 1
8 9 0 1
01222234567890 123456789 00123456789 0123
MELSSLRSEDTAV YYCARSDRGW ¥YFDVWGQGTLV TVSS

(SEQ ID NO:6)
Fig. 34B

1 2 3
123456789 0123456789 0123456789 0123456789
EIVLTQOSPA TLSLSPGERA TLSCRASSSV NYMNWYQOKP

4 5 6 7
0123456789 0123456789 0123456789 0123456789
GQAPRPRIYA TSNLASGVPA RFSGSGSGTD YTLTISSLEP

1
8 9 0
0123456789 0123456789 01234
EDFAVYYCQQ WSSRTFGGGT KVEIK

(SEQ ID NO:7) .
Fig. 35
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1 2 3
123456789 0123456789 0123456789 0123456789
QVQLVQSGA EVKKPGASVK VSCKASCYPF TNYFMHWVRO

4 5 6 7
0123456789 0123456789 0123456789 0123456789
APGORLEWIG RINPYNGATS YSLNFRDEAT LTLDKSASTA

1 1
8 9 0 1
0123456789 0123456789 0123456789 0123456789
YMELSSLRSE DTAVYYCARS TITSPLLDFW GQGTLVTVSS

(SEQ ID NO:8)
Fig. 36A

1 2 3
123456789 0123456789 0123456789 0123456789
QVQLVQSGA EVKKPGASVK VSCKASGYPF TNYFMHWVRQ

4 5 6 7
0123456789 (0123456789 0123456789 0123456789
APGORLEWIG RINPYNGATS YSLNFRDKAT ITLDKSASTA

1 1
8 S 0 1
0123456789 0123456789 0123456789 0123456789
YMELSSLRSE DTAVYYCARS TITSPLLDEFW GOGTLVTVSS

(SEQ ID NO:9)
Fig. 36B

1 2 3
123456789 0123456789 0123456789 0123456788
EIVLTQSPA TLSLSPGERA TLSCRASQSV GISIHWYQOQOK

4 5 6 7
0123456789 (0123456789 0123456789 0123456789
PGOAPRLLIK FASESISGIP ARFSGSGSGT DFTLTISSLE

1
8 S 0

0123456789 0123456789 01234567
PEDFAVYYCQ QSNEWPFTEG QGTKLELK

(SEQ ID NO:10)
Fig. 37
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46

91

136

181

226

271

316

361

406

451

496

541

586

631

676

atg

agt

gce

cge

ccce

gcc

gat

gtc

acc

atc

gtg

cag

tca

tct

tac

aag
K

gat

gca

agc
5

ttt

att

ctt

tce

cag

gga

acc

tac

ttg

cct

tgc

aag

acc

ttg

tgt

ttt
F

caa
atg
agc

S
agc
gee
gtg
ctc
tgc
gag
cca
ctg
gtg
gaa

acc
T

gag
E

aac
N
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gtt

teca

ctg

tct

cct

cct

aca

caa

atc

tece

ctg

gac

caa

ctg

gta

agg
R

cag

aga

tece

gtec

aga

gcc

atc

cag

aag

gat

aac

aat

gat

tca

act
T

ggc
G

ata
999
cCccC
aac
ccc
cga
tct
tgg
agg
gag

E
daac
gca
tce
aag
cat

H

gaa
E

ttc tce

gag att

gga gag
tac atg
cgg atc

R I

ttc agc
F 5

agc ttg
S L

tct agt
5 5

act gtc
T Vv

cag ctg
0 L

ttt tac
F Y

ctg cag
L 0

aag gac
K D

gcc gac
A D

caa gqgqg
Q G

tgc tag
C

Fig. 38A
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ttt ctt ctc
F L L
gte ctg aca
Vv L I
cgt gct aca
R A T
aac tgg tat
N W ¥
tat gecc aca
Y A T
ggg agc gga
G 5 G
gaa cca gag
E P E
cgc act tte
R T F
gct gecc cca
A A P
aag agt gga
K 5 G
cct cgg gaa
P R E
tcc ggc aat
] G N
tcc acc tac
5 T ¥
tat gaa aaa
Y E K
ctt age tet
L 5 S
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO:

att

cag

ctc

cag

tct

agt

gac

ggt

agt

acc

gct

agc

tct

cac

cca

17)
16)

agc

agt

tct

cag

aat

ggt

ttt

ggt

gtg

gca

dda

cag

ctc

aag

gtc
v

gce

ccoc

tgt

aaa

ctt

acc

gca

ggc

tte

tce

gtg

gag

tca

gtt

act
T
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91

136

181

226

271

31lé

361

406

451

496

541

586

631

676

atg

ggc

aag

tat

gga

att

gta

cge

ggc

tca

tct

gtc

gg9c

tce

agc

cCccC
P

gaa
gtg
aag
acc
caa
atc
gat
agt
tgg

W
agc
agc
aag
gcc
tca
agc

agc
S

tgg

cac

cca

ttt

cgg

ggc

aag

gag

tat

gec

aag

gac

Cctg

gga

ttyg

aac
N

tcc

tet

999

act

ctyg

cat

tct

gat

ttc

agc

agc

tac

acc

ctc

ggc

acc
T

ggc

caa

gcc

gat

gag

aac

get

acc

gac

aca

acc

ttc

agc

tac

acc

aag
K
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gtg

gtc

agc

tac

tgg

cct

tce

gca

gtt

aag

tct

cccC

ggc

teo

cag

0

gtg
v

tte
F

cag

Q

gtec

v
aac
att
aag
acc
gtg
tgg

W
ggc
ggg
gaa
gtg
ctc
acc

T

gac
D

atc
I

ctt
L

aag
K

atg
M

ggc
G

ttt
F

gct
A

tac

999
G

cca

ggc
ccyg
cac

agc
5

tac
Y

aag
K

ttt
F

gtt

v

gtt

gat

gac

atg

tac

tat

cag

tcg

aca

gtg

acc

agc

atc

aga
R

Fig. 38B
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ttg
L

cag

Q

tect

tgg

atc

gga

atg

M

tgc

ggt

gtec

gcg

acqg

ttc

gtg

tgc

gtt
v

ctg

agc

tgt

gta

aat

aag

gag

gec

aca

ttc

gcc

gtg

ccg

gtg

aac

gag
E

tca

gga

aada

cgt

ccc

gct

cte

agyg

ttg

ccc

ctg

tcg

gct

dacc

gtg

cCccC
P

gtc
gca
gcc
cag
aaa
acc
tece
agt
gtg

v
ctg

L
ggc
tgg
gtc
gtg
aat

adda
K

accec

gaa

agt

gca

tac

att

tct
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Fig. 40B continuacion
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