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COMPOSICIONES Y METODOS PARA TRATAR Y PREVENIR

INFECCIONES POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS

PCT/US2015/033902

REFERENCIA CRUZADA CON SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama prioridad sobre la solicitud
patente provisional de EE. UU. niUmero 62/007 242 pr
el 3 de junio de 2014, la solicitud de patente prov
de EE. UU. numero 62/041 423 presentada el 25 de ag
2014 y la solicitud de patente provisional de EE. U
namero 62/115 665 presentada el 13 de febrero de 20

LISTA DE SECUENCIAS

La presente solicitud contiene una Lista de Secuenc
que se ha presentado por via electrénica en un form
ASCII y se incorpora por la presente por referencia
totalidad. Dicha copia ASCII, creada el 28 de mayo
se denomina 5407-0234 SL.txt y tiene un tamafo de 8
bytes.

CAMPO DE LA INVENCION

La invencidn se refiere en general a métodos de
tratamiento meédico, inmunologia y microbiologia. Ma
especialmente, la invencién se refiere a composicio
métodos para tratar 'y prevenir infecciones por
St aphyl ococcus aur eus.
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St aphyl ococcus aur eus (SA) es una causa importante de

enfermedad y muerte tanto en seres humanos con en a
La infecciobn con estos cocos grampositivos a menudo
conlleva el desarrollo de un absceso superficial. O

casos de infeccion por SA pueden ser mucho mas grav
ejemplo, la entrada de SA en la sangre y componente
linfaticos puede conllevar una infeccion sistémica

su vez, puede causar tales

complicaciones como

endocarditis, artritis, osteomielitis, neumonia, ch

séptico e incluso la muerte. La infeccién por SA ad
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en hospitales es comun y especialmente problematica

SA la causa mas frecuente de infecciones del lecho
quirdrgico y neumonias adquiridas en hospitales y |
segunda causa mas frecuente de infecciones cardiova

y del torrente sanguineo. La administracién de anti

ha sido y sigue siendo el tratamiento habitual para
infecciones por SA. Desafortunadamente, el wuso de

antibioticos también ha impulsado el desarrollo de
resistencia a antibioticos en SA. De manera destaca
resistente a meticilina (MRSA, por sus siglas en in

resistir  antibioticos

desarrollado la capacidad de

betalactamicos tales como la peniciina y las
cefalosporinas. De forma mas alarmante, recientemen
aparecido SA resistente a antibidticos de ultimo re
tales como la vancomicina y la linezolida. Asi pues
necesita una nueva estrategia para prevenir y trata
infecciones por SA.
COMPENDIO

Se ha descubierto que ciertos anticuerpos (Ab) que
tienen paratopos de la regibn Fab que se unen
especificamente a la proteina A de SA (SpA) son cap
mediar la opsonizacion de las bacterias SA a pesar
expresion por parte de SA de SpA que neutraliza ant
(Ab). Las estrategias anteriores basadas en Ab para
o prevenir las infecciones por SA resultaron ser
prometedoras en los ensayos preclinicos y clinicos
etapa inicial, pero fracasaron a la hora de satisfa
criterios de valoracién en los ensayos de fase lll.
gque tal vez expliqgue estos resultados es que las
estrategias anteriores no tuvieron en cuenta la pro
neutralizante de Ab de SpA. SpA es una proteina aso
con la pared celular expresada profusamente que se

mayoria de las inmunoglobulinas (Ig) mediante sus r
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Fc (efectoras). SpA se une a los anticuerpos humano s de las
subclases 1gG1, 1gG2 e IgG4 mediante su region Fc ¢ on una
KD de aproximadamente 1 x 10 ® My de esta manera actia

como un ancla de la region Fc que orienta la porcio n
efectora de una inmunoglobulina (Ig) de manera que se aleje
de los efectores inmunitarios que interactian con F c tales
como el complemento y los fagocitos que portan el r eceptor
de Fc (FcR, por sus siglas en inglés). En consecuen cia, la
mayoria de los Ab especificos para los antigenos de SA son
“secuestrados” de los efectores inmunitarios de est a

manera. Ademas, debido a que SpA estd tan sumamente

expresada en la pared celular de SA (7% estimado de la
pared celular) media la formacién de un escudo de | g que
cubren la pared celular. Este escudo impide estéric amente
que los Ab especificos para los antigenos de la par ed
celular se unan con sus dianas y medien la oponofag ocitosis
de las bacterias. La formacion de un escudo de Ig n 0 se
considerd previamente como un factor de virulencia. Por lo
tanto, el descubrimiento de Ab que se unen a SA que tienen
regiones Fab que se unen especificamente a SpA a la vez que
permiten que sus regiones Fc sigan interaccionando con los
FcR de las células efectoras inmunitarias y/o activ en el

complemento al unirse a Clg a pesar de la capacidad

neutralizante de Fc de SpA y la formacién de un esc udo de
Ig, fue un paso significativo respecto a otras estr ategias
contra SA basadas en anticuerpos. Las versiones pre feridas

de tales Ab son capaces de desplazar las Ig que ya estan

unidas a SpA mediante sus regiones Fc.
Como ejemplos de lo anterior, en la presente se

describen anticuerpos aislados o purificados (espec ilalmente
anticuerpos de tipo IgG3 humanas que tienen regione s Fc con
una afinidad baja o nula por SpA, tal como uno con el
alotipo que tiene arginina en la posicién aminoacid ica 435;
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Stapleton et al., Nature Comrunications 2, numero de
articulo: 599, 2011) que tiene regiones Fab que se pueden
unir especificamente a un epitopo diana de SpA en u na
bacteria SA mientras sus regiones Fc todavia son ca paces de
interaccionar con un FcR (p. ej., natural o recombi nante
soluble en células efectoras inmunitarias) a pesar de la
propiedad de union a Fc de SpA y el impedimento est érico
del epitopo diana que ejercen las Ig unidas a SpA m ediante
su region Fc. En la presente también se proporciona n
composiciones farmacéuticas que contienen al menos uno de
estos anticuerpos y un portador farmacéuticamente a ceptable
(p. €., un portador no natural farmacéuticamente
aceptable). Ademas se proporcionan meétodos de trata miento
de un sujeto que padece una infeccion por SAo der educcion
del riesgo de desarrollo de una infeccidbn por SA en un
sujeto que incluye administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de cualquiera de las compos iciones
farmacéuticas descritas en la presente o cualquiera de los
anticuerpos o fragmentos de union al antigeno descr itos en
la presente a un sujeto que lo necesite.

Tal como se utiliza en la presente, la palabra “un” o]
“uno” antes de un sustantivo representa uno o mas d el
sustantivo concreto. Por ejemplo, la frase “un anti cuerpo”
representa “uno 0 mas anticuerpos”.

Mediante el término “anticuerpo” o “Ab” se hace
referencia a cualquier inmunoglobulina (p. ej., ant icuerpos
humanos, de peces cartilaginosos o con material pro cedente
de camellos) o conjugado de esta que se une especif icamente
a un antigeno (p. €j., un antigeno de SpA tal como la SEQ
ID NO: 1 o un fragmento antigénico de la SEQ ID NO: 1). Los
expertos en la técnica conocen una amplia variedad de Ab.
Los ejemplos no limitantes de Ab incluyen: Ab monoc lonales
(p- €j., que incluyen Ab completos), Ab policlonale s, Ab
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multiespecificos (p. e€j., Ab biespecificos), Ab con
dominio variable dual, Ab monocatenarios (p. ej., A
anico dominio, Ab de camélido y Ab de pez cartilagi
Ab quiméricos (p. e€j.,, humanizados tales como IgG3
humanizada) y Ab humanos (p. €j., Ab de tipo IgG3 h
El término anticuerpo también incluye conjugados de
ej., un Ab conjugado con una proteina estabilizador
marca 0 un agente terapéutico (p. e€j., cualquiera d
agentes terapéuticos descritos en la presente o con
en la técnica)).

Mediante la expresion “fragmento de union al antige
se hace referencia a cualquier porcion de un Ab com
que contiene al menos un dominio variable ((p. ej.,
dominio variable de una cadena pesada o ligera de
inmunoglobulina de mamifero (p. ej.,, humano, de rat
rata, conejo o cabra), un dominio de union al antig
variable (VHH) de camélido o un dominio del recepto
antigénico nuevo de una inmunoglobulina (Ig-NAR) de
cartilaginoso) que es capaz de unirse especificamen
antigeno. Por ejemplo, un fragmento de union al ant
descrito en la presente puede incluir al menos part
region Fc de Ab que es suficiente para mediar la
citotoxicidad células

mediada  por dependiente  de

anticuerpos (ADCC, por sus siglas en inglés) y/o la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC, por
siglas en inglés) en un mamifero (p. €j., un ser hu

y/lo estd conjugado con un agente terapéutico (p. €]
cualquiera de los agentes terapéuticos descritos en
presente o conocidos en la técnica). Los ejemplos n
limitantes de fragmentos de Ab incluyen fragmentos
Fab’, F(ab’)
multiespecificos formados a partir de fragmentos de

2, Fv, diacuerpos, anticuerpos lineales y Ab

fragmentos de Ab adicionales que contienen al menos

PCT/US2015/033902

un
b con un

Nnoso),

umana).
Ab (p.
a, una
e los
ocidos
no”
pleto

un

on,
eno
;
pez
te a un
igeno

e de una

Ab. Los

un



10

15

20

25

30

WO 2015/187779

dominio VHH de camélido o al menos un dominio Ig-NA

cartilaginoso incluyen minicuerpos, microcuerpos,
subnanocuerpos y nanoanticuerpos y cualquiera de la

formas de Ab descritas en la publicacién de la soli

patente de EE. UU. N.° 2010/0092470. Un fragmento d

al antigeno puede ser, p. €., un fragmento de uni6
antigeno de una IgG1, 1gG2, 19G3, 1gG4, IgD, IgA, |

humana o humanizada.

Mediante la expresion “anticuerpo humano” se hace

referencia a un Ab que esta codificado por un &cido
nucleico (p. ej., locus de la cadena pesada o liger
inmunoglobulinas humanas reorganizado) presente en
genoma de un ser humano. En algunas realizaciones,
produce un Ab humano en un cultivo de células de ma

(p. €j., humanas). En algunas realizaciones, se pro

Ab humano en una célula no humana (p. €j., una line
células de ovario de hamster chino o una linea de c

de ratdbn o hamster). En algunas realizaciones, se p

un Ab humano en una célula bacteriana o de levadura
humano puede incluir un agente terapéutico conjugad

ej., cualquiera de los agentes terapéuticos descrit

presente o conocidos en la técnica). Un Ab humano p

una IgG1, 1gG2, 1gG4, IgD, IgA, IgE o IgM humana y
preferentemente una 1gG3 humana. Mediante la expres
“anticuerpo humano verdadero” se hace referencia a

con regiones variables de la cadena pesada y ligera
estan presentes de manera natural en el suero de un
humano.

Mediante la expresion “anticuerpo humanizado” se ha

referencia a un Ab que contiene en su mayor parte

secuencias de un Ab humano pero también incluye sec
minimas derivadas de una IgG no humana (p. €j., de
rata, conejo o cabra). En los ejemplos no limitante

PCT/US2015/033902
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Ab humanizados son Ab humanos (Ab receptor) en los cuales
los residuos de la region hipervariable del Ab rece ptor son
reemplazados por residuos de la regién hipervariabl e de un
Ab (Ab donante) de una especie no humana, p. ej., A b de
ratén, rata, conejo o cabra que tiene la especifici dad,
afinidad y capacidad deseadas. En algunas realizaci ones,
los residuos de armazén de IgG humana son reemplaza dos por
los correspondientes residuos no humanos. En alguna S
realizaciones, los Ab humanizados pueden contener r esiduos
que no se observan en el Ab receptor ni en el Ab do nante.
Estas modificaciones se pueden llevar a cabo para r efinar

mas el rendimiento del Ab.

En algunas realizaciones, el Ab humanizado contendr a
sustancialmente la totalidad de al menos uno y norm almente
dos dominios variables, en los que todos o sustanci almente
todos los bucles hipervariables (regiones determina ntes de

la complementariedad) corresponden a los de una
inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas

las regiones de armazén son las de una secuencia de

inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado ta mbién
puede contener al menos una porcion de una region c onstante
de Ig (region Fc), normalmente la de una Ig humana (p. €j.,

IgG3 humana). Los Ab humanizados se pueden producir

mediante métodos de biologia molecular que son muy

conocidos en la técnica. Los ejemplos no limitantes de
métodos para generar Ab humanizados se describen en la
presente. Un anticuerpo humanizado puede incluir un agente
terapéutico conjugado (p. ej., cualquiera de los ag entes
terapéuticos descritos en la presente o conocidos e n la
técnica).

Mediante la expresion “anticuerpo monocatenario” se
hace referencia a un Unico polipéptido que contiene al

menos un dominio de union variable (p. ej., un domi nio
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variable de una cadena pesada o ligera de Ig de mam ifero,
un dominio de unién al antigeno variable (VHH) de ¢ amélido

o un dominio del receptor antigénico nuevo de una

inmunoglobulina (Ig-NAR) de pez cartilaginoso (p. e I
tiburén)) que es capaz de unirse especificamente a un
antigeno. Los ejemplos no limitantes de Ab monocate narios
se describen en la presente y son conocidos en la t écnica
(véase, por ejemplo, los anticuerpos descritos en | a
publicacion de patente de EE. UU. N.° 2010/0092470) . Un
anticuerpo con un unico dominio puede incluir un ag ente
terapéutico conjugado (p. ej., cualquiera de los ag entes
terapéuticos descritos en la presente o conocidos e n la
técnica.

Un Ab o un fragmento de union al antigeno de este “ se
une especificamente” o “especificamente se une” a u n
antigeno concreto, p. €j., SpA (tal como un epitopo que
comprende la SEQ ID NO: 1 o un fragmento antigénico de la
SEQ ID NO: 1), cuando se une a ese antigeno pero re conoce y
se une en menor medida (p. €j., no reconoce ni se u ne) a
otras moléculas en una muestra. En algunas realizac iones,
un Ab o un fragmento de unién a antigeno de este se une
selectivamente a un epitopo con una afinidad (K p) igual o
inferior a 1 x 10 10 M (p. €j., inferior a 1 x 10 1 Mo
inferior a 1 x 10 12 M) en solucién salina tamponada con
fosfato (p. ej., segun se determina mediante resona ncia de
plasmones superficiales). La capacidad de un Ab o0 u n
fragmento de unién al antigeno para unirse especifi camente
a un epitopo proteico se puede determinar utilizand 0

cualquiera de los métodos conocidos en la técnica o
aquellos métodos descritos en la presente.

Mediante la expresion “region determinante de la
complementariedad” o “CDR” se hace referencia a una region
comprendida en una Ig (cadena pesada o ligera de Ig ) que
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forma parte de un sitio de unién al antigeno (parat opo) en
un Ab o un fragmento de union al antigeno de este. Tal como
se sabe en la técnica, una cadena pesada de Ig cont iene
normalmente tres CDR: CDR1, CDR2 y CDR3, respectiva mente, y
una cadena ligera de Ig contiene normalmente tres C DR:
CDR1, CDR2 y CDR3. En cualquier Ab o fragmento de u nion al
antigeno de este, las tres CDR de la cadena pesada delgy
las tres CDR de la cadena ligera de Ig juntas forma n un
sitio de unién al antigeno en el Ab o en el fragmen to de
union al antigeno de este. La base de datos Kabat e s un
sistema utilizado en la técnica para numerar las se cuencias
de CDR presentes en una cadena ligera de Ig o una c adena
pesada de Ig.

A menos que se definan de otra manera, todos los
términos técnicos y cientificos utilizados en la pr esente
tienen el mismo significado que le asigna normalmen te un
experto en la técnica a la cual esta invencion pert enece.
Los métodos y materiales se describen en la present e para
Su uso en la presente invencién; también se pueden utilizar
otros meétodos y materiales adecuados conocidos en | a
técnica. Los materiales, métodos y ejemplos son uni camente
ilustrativos y no pretenden ser limitantes. Todas | as

publicaciones, solicitudes de patente, patentes,

secuencias, entradas de bases de datos y otras refe rencias
mencionadas en la presente se incorporan por refere ncia en
su totalidad. En caso de conflicto, prevalecera la presente

memoria descriptiva, incluidas las definiciones.
DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS
La Figura 1 es un diagrama esquematico de SpA que
muestra los diferentes dominios y la ubicacién de ¢ ada uno
de cinco péptidos antigénicos. Se muestra la secuen cia del
péptido antigénico n.° 5 (SEQ ID NO: 1).
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La Figura 2 es un conjunto de dos graficos que

muestran un histograma de la fluorescencia del aisl ado
clinico de SA 00X (parte superior) y de la cepa de SA ATCC
n. 25923 (parte inferior) incubados con un Ab PAS8- G3
biotinilado (linea clara) o un Ab anti-interleucina -lalfa

biotinilado de control (MABp1) (linea oscura) e inc ubados

después con estreptavidina-APC.
La Figura 3 es un conjunto de dos graficos que

muestran un histograma de la fluorescencia del aisl ado
clinico de 00X (parte superior) y de la cepa ATCC n 025923

(parte inferior) incubados con un Ab PA8-G3 no marc ado
(linea clara) o un Ab MABpl no marcado (linea oscur a),
después con el receptor de Fc v 1 recombinante biotinilado e

incubados a continuacion con estreptavidina-APC.
La Figura 4 es un grafico de la intensidad

fluorescente media de células HL60 diferenciadas

(utilizando la clasificacion de células por fluores cencia)
tras una coincubacion con el Ab PA8-G3 opsonizado ¢ on la
cepa ATCC n.° 25923 o el aislado clinico 00X marcad 0S con
verde pH-rodo. Se utilizaron como control negativo muestras
similares incubadas con un Ab MABp1 de control en | ugar del
Ab PA8-G3.

La Figura 5 es un conjunto de dos graficos que mues tra
la intensidad de fluorescencia del aislado clinico 00X

(parte superior) o ATCC n.° 25923 (parte inferior)

preincubados con sueros humanos durante 15 minutos antes de
la adicion del Ab PA8-G3 o un Ab MABP1 de control n egativo
biotinilados e incubados a continuacion con estrept avidina
APC.

La Figura 6 es un grafico que muestra la intensidad de
fluorescencia media de células HL-60 diferenciadas 0 no
diferenciadas después de la coincubacién con SA mar cado con
verde pH-rodo y uno de los siguientes Ab no marcado S:

10
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PA7.2-G3, PA4-G3, PA8-G3, PA15-G3, PA21-G3, PA27-G3
G3, PA37-G3 o MABpl. Se utilizaron como control neg
las muestras de Ab MABpl.

Las Figuras 7A-D son graficos que muestran que la
administracion del mAb PA8 favorece la supervivenci
sujetos murinos infectados con S. aureus.

Las Figuras 8A-C son graficos que muestran la siner
entre PA8-G3 y vancomicina.

DESCRIPCION DETALLADA

En la presente se describen métodos y composiciones
para tratar a un sujeto que padece una infeccion po
para reducir el riesgo de desarrollar una infeccion
en un sujeto.

Anticuerpos y fragmentos de union al antigeno de es

En la presente se describen Ab purificados o aislad
(p. €j., al menos un 90%, 92%, 94%, 95%, 96%, 97%,

99% puros en peso) (p. ej., preferentemente IgG3 hu
verdaderas, humanas o humanizadas) que se unen a Sp
capaces de mediar la opsonizacion de las bacterias

pesar de la expresion por parte de SA de SpA que ne
anticuerpos (Ab). Tales Ab preferidos se unen al pé

la SEQ ID NO: 1 con una afinidad de unién suficient
desplazar las inmunoglobulinas 1gG humanas (p. €j.,

mas de IgG1, 1gG2 e 1gG4) unidas a SpA mediante su

Fc. Los Ab preferidos se puede unir a SpA mediante
paratopos de la region Fab con una K pinferiora 1 x 10
(p. €j., inferior a 1 x 10 11 M, inferior a 1 x 10

12 M o inferior a 1 x 10

inferior a 0.5 x 10
condiciones fisiolégicas (p. €j., solucién salina t

con fosfato) (p. ej., segun se determina utilizando
resonancia de plasmones superficiales o la Interfer
Bio-Layer utilizando SpA recombinante). Por ejemplo

prefieren los Ab descritos en la presente que se un
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mediante sus regiones Fab con una K p comprendida entre 1 x

10° My 0.5 x 10 12 M, entre 1 x 10 1 'Myo05x10 12 M,
entre 1 x 10 M My02x10 " M (p. €., en condiciones
fisiologicas, p. ej., solucion salina tamponada con

fosfato, p. €., segun se determina utilizando la

resonancia de plasmones superficiales utilizando Sp A
recombinante). Aquellos Ab o fragmentos de unién al

antigeno descritos en la presente preferentemente s on
capaces de desplazar Ab humanos (p. €j., una o mas de IgG1,
IgG2 e IgG4) unidos a SpA en la pared celular de un a
bacteria  SA mediante sus regiones Fc. En la present e,
también se proporcionan mAb purificados o aislados (p. €.,

al menos un 90%, 92%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% puros
en peso) (p. ej., preferentemente IgG3 humanas verd aderas,
humanas o humanizadas) que se unen especificamente a la
proteina A de St aphyl ococcus aureus (SpA) con una K D
inferior a 1 x 10 19 M mediante sus paratopos de la region

Fab, donde los mAb son capaces de mediar la opsoniz acion de
bacterias de st aphyl ococcus aureus que expresan SpA en
presencia de al menos 1 mg/mL (p. ej., al menos 1, 2, 3,4,

5 10, 25, 50 o 100 mg/mL o la cantidad contenida

normalmente en el suero humano) de inmunoglobulinas I9G que

se unen a SpA mediante sus regiones Fc.
Los Ab purificados o aislados proporcionados en la

presente puede que se unan a un epitopo presente en el
dominio extracelular (p. ej., presente en la region X grcCON
repeticiones y uno o mas de los dominios de union a Ig) de
SpA. Los ejemplos no limitantes de un antigeno que puede
ser reconocido especificamente por cualquiera de lo s Ab (o
fragmentos de unién al antigeno de estos) proporcio nados en
la presente incluyen: 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19 o 20 aminoéacidos contiguos de la SEQ ID NO: 1

(p. e€j., un fragmento que comienza en la posicién

12
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aminoacidica 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13014
de la SEQ ID NO: 1); 6, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 1 5, 16,
17, 18, 19, 20 o 21 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO:
82 (p. e€j., un fragmento que comienza en la posicid n
aminoacidica 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14
o 15 de la SEQ ID NO: 82); 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15 o 16 aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO: 83 ( p. €.,
un fragmento que comienza en la posicion aminoacidi cal, 2,
3,4,5,6,7,8,9010delaSEQ ID NO: 83); 6, 7 , 8,9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 21 ami noacidos
contiguos de la SEQ ID NO: 84 (p. €j., un fragmento que
comienza en la posicion aminoacidica 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 de la SEQ ID NO: 84); 6, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20
aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO: 85 (p. e€j., un
fragmento que comienza en la posicion aminoacidica 1,2,3,
4,5,6,7,8,9,10,11,12,13 0 14 dela SEQID NO: 85);
06,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 1 9020
aminoacidos contiguos de las posiciones aminoacidic as 1-20,
10-30, 20-40, 30-50, 40-60, 50-70, 60-80, 70-90, 80 -100,
90-110, 100-120, 110-130, 120-140, 130-150, 140-160 , 150-
170, 160-180, 170-190, 180-200, 190-210, 200-220, 2 10-230,
220-240, 230-250, 240-260, 250-270, 260-280, 270-29 0, 280-
300, 290-310, 300-320, 310-330, 320-340, 330-350, 3 40-360,
350-370, 360-380, 370-390, 380-400, 390-410, 400-42 0, 410-
430, 420-440 o 430 o hasta 450 de la SEQ ID NO: 86. Los
ejemplos de otros antigenos incluyen fragmentos sim ilares
de SpA gue tienen secuencias de aminoacidos diferen tes de
la SEQ ID NO: 86.

Los métodos para determinar la capacidad de un Ab o
fragmento de union al antigeno de este para unirse a una
proteina diana (p. €j., SpPA 0 una porcion de este) se
pueden llevar a cabo utilizando métodos conocidos e n la
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técnica. Los ejemplos no limitantes de tales método S
incluyen tecnologia de ensayos de uniébn competitiva que
utilizan Ab que se sabe que se unen a la proteina d iana (p.

ej., SpA), de ensayos de inmunoadsorcion enzimatica :

BioCoRE®, de columnas de afinidad, de inmunotransfe rencia o
de matrices de proteinas. En algunas realizaciones, la
actividad de union del Ab o del fragmento de unién al
antigeno de este se determina poniendo en contacto una
bacteria SA con el Ab o el fragmento de union al an tigeno
de este. Los métodos a modo de ejemplo para determi nar la
capacidad de un Ab o fragmento de unién al antigeno para
desplazar Ab humanos (p. €., una o0 mas de IgG1, Ig G2 e
IgG4) unidos a SpA en la pared celular de una bacte ria SA
se describen en la seccion de Ejemplos mas adelante . Enla
técnica se conocen métodos adicionales para determi nar la
capacidad de un Ab o fragmento de unién al antigeno para
desplazar Ab humanos (p. €., una o0 mas de IgG1, Ig G2 e
IgG4) unidos a SpA en la pared celular de una bacte ria SA.

Un Ab puede ser, p. ej., un mAb, un Ab multiespecif ico (p.
ej., un Ab biespecifico), un Ab quimérico (p. €j., un Ab
humanizado, tal como un Ab de tipo IgG humanizada), un Ab
humano o un fragmento de cualquiera de los anterior es. Por
ejemplo, un Ab puede ser un Ab de tipo IgG3 monoclo nal

humana o humanizada. Un Ab también puede ser un Ab

monocatenario (p. €j., un Ab con un Unico dominio), tal
como un Ab de pez cartilaginoso (p. e€j., tiburén) o de
camélido monocatenario o un Ab monocatenario que co ntiene
al menos un dominio de unién al antigeno variable ( VHH) de
camélido o al menos un dominio del receptor antigén ico
nuevo de una inmunoglobulina (Ig-NAR) de pez cartil aginoso
(p. ej., tiburén) (véase, por ejemplo, el anticuerp 0
descrito en la publicacion de patente de EE. UU. N. °
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2010/0092470). Un Ab puede ser una molécula de un A b entero
0 un multimero de Ab.

El término Ab también incluye conjugados de Ab (p.

ej., un Ab conjugado con una proteina estabilizador a, una
marca 0 un agente terapéutico (p. €j., cualquiera d e los
agentes terapéuticos descritos en la presente o con ocidos
en la técnica)). Un Ab proporcionado en la presente puede,
por ejemplo, incluir un dominio de Fc o una parte d e un
dominio Fc que sea suficiente para mediar la citoto xicidad

mediada por células dependiente de Ab (ADCC) y/o la

citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) en un
mamifero (p. ej., un ser humano) y/o se conjuga con un
agente terapéutico (p. ej., cualquiera de los agent es
terapéuticos descritos en la presente o conocidos e n la
técnica). Un Ab puede ser, p. €j., una IgG1, 1gG2, lgG4,

IgD, IgA, Igg o IgM humana o humanizada vy es,
preferentemente, una IgG3 humana o humanizada.

Un fragmento de unién al antigeno descrito en la
presente puede incluir, p. ej., al menos parte de u n
dominio Fc que sea suficiente para mediar la citoto xicidad

mediada por células dependiente de Ab (ADCC) y/o la

citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) en un
mamifero (p. €j., un ser humano) y/o se conjuga con un
agente terapéutico (p. e€j., cualquiera de los agent es
terapéuticos descritos en la presente o conocidos e n la
técnica). Los ejemplos no limitantes de fragmentos de Ab
incluyen fragmentos Fab, Fab’, F(ab’) 2, Fv_monocatenarios

(scFv), Fv, fragmentos que contienen un dominio de la
cadena ligera variable o pesada variable, diacuerpo s, Ab

lineales y Ab multiespecificos formados a partir de

fragmentos de Ab. Los fragmentos de Ab adicionales que
contienen al menos un dominio VHH de camélido o al menos un
dominio Ig-NAR de pez cartilaginoso incluyen minicu erpos,
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micro-Ab, subnano-Ab y nano-Ab y cualquiera de las otras
formas de Ab descritas en la publicacién de la soli citud de
patente de EE. UU. N.° 2010/0092470.

Los Ab o fragmentos de unién al antigeno de estos

pueden ser de cualquier tipo (p. €j., 1gG, IgE, IgM , 1gD,
IgA e IgY humanas o humanizadas), clase (p. €j., Ig G1 (p.
ej., lgGla o IgG1b), IgG2 (p. ej., IgG2a o IgG2Db) | gG3 (p.
ej., IgG3a o IgG3b), IgG4 (p. €j., IgG4a o IgG4b), IgAl e
IgA2 o subclase, aunque se prefieren aquellos en lo s que la
afinidad de union de Fc por SpA es baja (p. €j., qu e tienen
una K psuperior a 1 x 10 M 1x10 ©®M1x10 *°M,1x10 *
Molx10 = M;o que tienen una K p Superior a la de SpA por

la regiobn Fc de wuna IgGl humana) en condiciones

fisiologicas (p. ej., solucidbn salina tamponada con

fosfato) (p. ej., segun se determina utilizando res onancia
de plasmones superficiales utilizando SpA recombina nte). Un
fragmento de unién al antigeno puede ser, p. e€j., u n
fragmento de union al antigeno de una IgG1 (p. €j., IgGla o
IgG1b), 1IgG2 (p. €j., lgG2a o 1gG2b), IgG4 (p. €j., IgG4a o
IgG4b), IgD, IgA (p. €j., IgAl o0 IgA2), IgE o IgM h umana o
humanizada y es preferentemente un fragmento de una IgG3
(p. €j., 1gG3a o IgG3b) humana o humanizada. Se pue den
introducir mutaciones de aminoacidos en la region c onstante
de estas subclases de IgG. Las mutaciones de aminoa cidos
gue se pueden introducir pueden ser, por ejemplo, a guellas
gue potencian la unién a los receptores de Fc (tal como se
describe en, p. €], Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 103
(11): 4005-4010, 2006; MAbs 1 86): 572-579, 2009;

documentos US  2010/0196362; US  2013/0108623; US
2014/0171623; US 2014/0093496 y US 2014/0093959), O
potencian o disminuyen la union a FcRn (tal como se

describe en, p. ej., J. Biol. Chem 276 (9): 6591-
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6604,2001; Int. Imunol. 18 (12): 1759-1769, 2006 y J.
Bi ol . Chem 281 (33): 23514-23524,2006).

Para producir un Ab biespecifico se asocian de mane ra
heteréloga dos tipos de cadenas H. La tecnologia de boton
en ojal ( knobs-i nt o- hol es) (tal como se describe en, p.
ej., J. I mmunol. Methods 248 (1-2): 7-15, 2001 y J. Biol.
Chem 285 (27): 20850-20859, 2010), la tecnologia de
repulsion electrostética (tal como se describe en, p. €.,
el documento WO 06/106905), la tecnologia SEEDbody (tal
como se describe en, p. €j., Protein Eng. Des. Sel. 23 (4):
195-202, 2010) y similares se pueden utilizar para la
asociacion heteréloga de dos tipos de cadenas H med iante un
dominio CH3. Cualquiera de los anticuerpos descrito senla
presente pueden ser aquellos con una cadena de azuc ar
modificada o deficiente. Los ejemplos de anticuerpo S que
tienen cadenas de azucar modificadas incluyen los
anticuerpos manipulados con una glucosilacién (tal como se
describe en p. ej., el documento WO 99/54342), anti cuerpos
con cadenas de azucar defucosiladas (tal como se de scribe
en, p. ej., los documentos WO 00/61739, WO 02/31140 , WO
06/067847 y WO 06/067913) y anticuerpos que tienen una
cadena de azucar con GIcNAc bisecado (tal como se d escribe
en, p. ej.,, el documento WO 02/79255). Los ejemplos
conocidos de métodos para producir anticuerpos de t ipo 1gG
deficientes en la cadena de azucar incluyen el méto do de
introducir una mutacion a asparagina en la posicion de la
numeraciéon EU 297 en la cadena pesada ( J. din. Pharnmacol.
50 (5): 494-506, 2010) y el método para producir Ig G
utilizando E. coli ( J. Inmmunol. Methods 263 (1-2): 133-147,
2002y J. Biol. Chem 285 (27): 20850-20859, 2010). Ademas,
la heterogeneidad que acompafa la delecion de la li sina C-
terminal en 1gG y la heterogeneidad que acompaia el
emparejamiento erréneo de enlaces disulfuro en la r egion
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bisagra de 1gG2 se puede reducir introduciendo
deleciones/sustituciones de aminoacidos (tal como s e
describe en, p. ej., el documento WO 09/041613). Cu alquiera
de los Ab o fragmentos de union al antigeno descrit osenla
presente incluye al menos uno (p. €j.,, uno, dos, tr es,
cuatro, cinco o seis) aminoacidos (p. €j., un amino acido
afiadido, insertado o sustituido, p. ej., no dentro de una
CDR) que no estdn presentes en un Ab humano
correspondiente. Cualquiera de los Ab o fragmentos de union
al antigeno descritos en la presente también pueden tener
al menos un aminoéacido eliminado (p. ej., en compar acion
con un Ab humano correspondiente), p. €j., una dele cion en
el extremo N o C de una cadena ligera o pesada, 0 u na
delecién de un aminoacido de un dominio constante ( p. €.,
dominio Fc).

Se puede utilizar SpA, o un fragmento de esta (p. e Iy
al menos 7, 8, 9 o 10 aminoacidos contiguos de la S EQ ID
NO: 1 (p. €j., que comienza en la posicion aminoaci dica 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12 0 13 de la SEQ | D NO:
1), o toda la SEQ ID NO: 1) como un inmunégeno para generar
Ab utilizando técnicas estandar para la preparacion de Ab
monoclonales y policlonales. Los fragmentos de Ab s e pueden
generar a partir de Ab monoclonales utilizando méto dos muy
conocidos en la técnica.

Normalmente se utiliza un inmundgeno para preparar Ab
inmunizando a un sujeto adecuado (p. €j., conejo, C abra,
ratbn u otro mamifero). Una preparacion inmundgena
apropiada puede contener, por ejemplo, un polipépti do
expresado recombinantemente o sintetizado quimicame nte. La
preparacion puede incluir ademas un adyuvante, tal como el
adyuvante completo o incompleto de Freund o un agen te

inmunestimulador similar.
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Como una alternativa a la preparaciéon de hibridomas
que secretan Ab monoclonales, se puede identificar
monoclonal dirigido contra un polipéptido y aislarl
cribando una coleccién de inmunoglobulinas combinat
recombinantes (p. ej., una coleccion de Ab presenta
fagos) con el polipéptido de interés. Los kits para
y cribar colecciones presentadas en fagos estan
comercializados (p. ej., el Sistema de Anticuerpos
Recombinantes de Pharmacia, N.° de catalogo 27-9400
el kit de Presentacion en Fagos SurfZAP* de Stratag
de catalogo 240612). Ademas, se pueden consultar ej
de métodos y reactivos especialmente adecuados para
en la generacion y cribado de wuna coleccion de Ab
presentados en, por ejemplo, la patente de EE. UU.

223 409; en los documentos WO 92/18619; WO 91/17271

PCT/US2015/033902

un Ab
o]
orias
dos en

generar

en Fagos
01y

ene, N.°
emplos

Su uso

N.° 5
: WO

92/2079; WO 92/15679; WO 93/01288;, WO 92/01047; WO

Bi o/ Technol ogy 9:
Hybri domas 3:

92/09690; WO 90/02809; Fuschs et al.,

1370-1372, 1991; Hay et al., Hum Antibod.

81-85, 1992; Huse et al., Science 246: 1275-1281, 1989;
Griffiths et al., EMBO J. 12:725-734, 1993.

Se describen
secuenciar un Ab humano (p. €j., una IgG3 humana) q
une especificamente a un epitopo de SpA (p. €j., un
ubicado o definido dentro del polipéptido de la SEQ
1) en la seccion de Ejemplos mas adelante. Se descr
métodos generales adicionales para preparar Ab y fr
de unién al antigeno en la publicacion de la solici
patente de EE. UU. N.° 2011/0059085.

En algunas realizaciones, los Ab o fragmentos de un
al antigeno proporcionados en la presente son Ab hu
humanizados (p. ej., Ab de tipo IgG3 humana o human
En algunas realizaciones, un Ab humanizado es un Ab

gue se ha modificado para que contenga al menos una
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determinante de la complementariedad (CDR) presente en un
Ab no humano (p. €j., un Ab de rata, ratbn, conejo 0
cabra). En algunas realizaciones, un Ab humanizado 0 un
fragmento de este puede contener las tres CDR de un a cadena

ligera de un Ab humano o no humano que se une
especificamente a un epitopo de SpA (p. €j., un epi topo
ubicado o definido dentro del polipéptido de la SEQ ID NO:
1). En algunas realizaciones, el Ab humanizado o un

fragmento de este puede contener las tres CDR de un a cadena
pesada de un Ab humano o no humano que se une
especificamente a un epitopo de SpA (p. €j., un epi topo
ubicado o definido dentro del polipéptido de la SEQ ID NO:
1). En algunas realizaciones, el Ab humanizado o0 un

fragmento de este puede contener las tres CDR de un a cadena

pesada y las tres CDR de una cadena ligera de un Ab

monoclonal humano 0 no humano que se une especifica mente a
un epitopo de SpA (p. €j., un epitopo ubicado o def inido
dentro del polipéptido de la SEQ ID NO: 1).

Los Ab de la invencion también pueden incluir forma S
multiméricas de Ab. Por ejemplo, los Ab de la inven cion
pueden adoptar la forma de dimeros, trimeros o mult imeros
de orden superior de Ab de moléculas de inmunoglobu lina
monoméricas. Los dimeros de moléculas de inmunoglob ulina
completa o de los fragmentos F(ab’) 2 son tetravalentes,
mientras que los dimeros de fragmentos Fab o de mol éculas
de scFv son bivalentes. Los mondmeros individuales dentro
de un multimero de Ab pueden ser idénticos o difere ntes, es

decir, pueden ser multimeros de Ab heteroméricos u

homoméricos. Por ejemplo, los Ab individuales dentr 0 de un
multimero pueden tener especificidades de union idé nticas o
diferentes.

La multimerizacién de Ab se puede conseguir mediant e
la agregacion natural de Ab o mediante técnicas de union
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quimica o recombinante conocidas en la técnica. Por

ejemplo, un porcentaje de los preparados de Ab puri ficados
(p. e€j., moléculas de IgGl purificadas) forman
espontdneamente agregados proteicos que contienen
homodimeros de Ab y otros multimeros de Ab de orden

superior. Como alternativa, los homodimeros de Ab s e pueden
formar mediante técnicas de uniéon quimicas conocida senla
técnica. Por ejemplo, se pueden utilizar los agente S
reticulantes heterobifuncionales que incluyen, sin caracter
limitante, SMCC (4-(maleimidometil)ciclohexano-1-

carboxilato de succinimidilo) y SATA ( S-acetiltioacetato de
N-succinimidilo) (que se pueden adquirir de, por eje mplo,
Pierce Biotechnology Inc. (Rockford, IL)) para form ar
multimeros de Ab. Un protocolo a modo de ejemplo pa ra la
formacion de homodimeros de Ab se proporciona en Gh etie et
al. ( Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 94:7509-7514, 1997). Los
homodimeros de Ab se pueden convertir en homodimero s de

Fab’ , mediante la digestion con pepsina. Otra manera de

formar homodimeros de Ab es mediante el uso del pép tido T15
autofilo descrito en Zhao et al. (J. Immunol. 25:396-404,
2002).

Como alternativa, se pueden multimerizar los Ab
mediante técnicas de ADN recombinante. IgM e IgA fo rman de
manera natural multimeros de Ab mediante la interac cion con
el polipéptido de la cadena J madura. Las moléculas gue no
son IgA ni IgM, tales como las moléculas de IgG, se pueden
manipular para que contengan el dominio de interacc ion de
la cadena J de IgA o IgM, y de esta manera se confi ere la
capacidad de formar multimeros de orden superior a las

moléculas que no son IgA ni IgM (véase, por ejemplo :

Chintalacharuvu et al., din. Inmmunol. 101:21-31, 2001 y
Frigerio et al., Plant Physiol. 123:1483-1494, 2000). Los
dimeros de IgA se secretan de manera natural en el lumen de
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los érganos recubiertos por mucosas. Esta secrecion
mediada por la interaccién de la cadena J con el re

de IgA polimérica (pIlgR) de las células epiteliales

secrecion de una forma de IgA de un Ab (o de un Ab
modificado para que contenga un dominio de interacc

la cadena J) no se desea, se puede reducir en gran
expresando la molécula de Ab asociada con una caden
mutante que no interaccione bien con pIgR (Johansen

J. I nmunol .,
también se pueden formar mediante técnicas recombin
conocidas en la técnica; un ejemplo de la construcc
dimeros de scFv se proporciona en Goel et
60:6964-71, 2000). Los multimeros de Ab se pueden p
utilizando cualquier método adecuado conocido en la
incluida, sin caracter limitante, la cromatografia
exclusion por tamafo.

Cualquiera de los Ab o fragmentos de union al antig
descritos en la presente se pueden conjugar con una
molécula estabilizante (p. ej., una molécula que au
semivida del Ab o fragmento de unién al antigeno de
un felino o en solucion). Los ejemplos no limitante
moléculas estabilizadoras incluyen: un polimero (p.
polietilenglicol) o una proteina (p. €j., albimina
tal como albumina sérica felina). Cualquiera de los
fragmentos de unidn al antigeno descritos en la pre
pueden conjugar con una marca (p. €j., un fluoréfor
radiois6topo o0 una molécula luminiscente) o un agen
terapéutico (p. e€j., un agente citotbxico 0 un
radioisotopo). En la solicitud de patente de EE. UU
2013/0224228 se describen métodos a modo de ejemplo
unir una marca o agente terapéutico a un Ab. Los €j
no limitantes de agentes citotdxicos incluyen un ag

se sabe que induce la muerte celular de un microbio
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una bacteria grampositiva tal como
Los ejemplos no limitantes de agentes citotoxicos q
pueden conjugar con cualquiera de los Ab o fragment
unién al antigeno proporcionados en la presente inc
linezolida, eritromicina, mupirocina, ertapenem, do
imipenem, cilastatina, meropenem, cefadroxil, cefaz

cefalotin, cefalotina, cefalexina, ceflacor, cefama

cefoxitina, cefprozil, cefuroxima, cefixima, cefdin
cefditoreno, cefoperazona, cefotaxima, cefpodoxima,
ceftazidima, ceftibuteno, ceftizoxima, ceftriaxona,

ceftarolina fosamil, ceftobiprol, teicoplanina, van

televancina, clindamicina, lincomicina, daptomicina

amoxicilina, ampicilina, azlocilina, carbenicilina,

cloxacilina, dicloxacilina, flucloxacilina, mezloci
meticilina, nafcilina, oxacilina, penicilina G, pen

V, piperacilina, penicilina G, temocilina, ticarcil

bacitracina, colistina, polimixina B, ciprofloxacin
enoxacina, gatifloxacina, gemifloxacina, levofloxac
lomefloxacina, moxifloxacina, acido nalidixico,

norfloxacina, ofloxacina, trovafloxacina, grepaflox

esparfloxacina, temafloxacina, mafenida, sulfacetam

sulfadiazina, sulfadiazina de plata, sulfadimetoxin
sulfametizol, sulfametoxazol, sulfanilamida, sulfas
sulfisoxazol, trimetoprim-sulfametoxazol,

sulfonamidocrisoidina, demeclociclina, doxiciclina,
minociclina, oxitetraciclina y tetraciclina.

Por ejemplo, un Ab (p. ej., una IgG3 monoclonal hum
humanizada) o un fragmento de union al antigeno de
ej., un fragmento de una 1IgG3 monoclonal humana
humanizada) proporcionado en

especificamente a SpA puede incluir:
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(i)

(ii)

(iii)

(iv)

v)

(vi)

(vii)

una cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2 y
CDR3 de las SEQ ID NOs: 2, 3y 4, respectivamente,

y/o una cadena ligera que comprende una CDRI,
CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NOs: 7, 8 y 9,
respectivamente;

una cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2 y
CDR3 de las SEQ ID NOs: 12, 13 vy 14,
respectivamente, y/o una cadena ligera que
comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NOs:
17, 18 y 19, respectivamente;

una cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2 y
CDR3 de las SEQ ID NOs: 22, 23 y 24,
respectivamente, y/o una cadena ligera que
comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NOs:
27, 28 y 29, respectivamente;

una cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2 y
CDR3 de las SEQ ID NOs: 32, 33 y 34,
respectivamente, y/o una cadena ligera que
comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NOs:
37, 38 y 39, respectivamente;

una cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2 y
CDR3 de las SEQ ID NOs: 42, 43 y 44,
respectivamente, y/o una cadena ligera que
comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NOs:
47, 48 y 49, respectivamente;

una cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2 y
CDR3 de las SEQ ID NOs: 52, 53 y 54,
respectivamente, y/o una cadena ligera que
comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NOs:
57, 58 y 59, respectivamente;

una cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2 y
CDR3 de las SEQ ID NOs: 62, 63 y 64,
respectivamente, y/o una cadena ligera que
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comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NOs:
67, 68 y 69, respectivamente;

(viii) una cadena pesada que comprende una CDR1, CDR2 y
CDR3 de las SEQ ID NOs: 72, 73 vy 74,
respectivamente, y/o una cadena ligera que
comprende una CDR1, CDR2 y CDR3 de las SEQ ID NOs:
77,78y 79, respectivamente.

En algunos ejemplos, cualquiera de los Ab proporcio nados
en la presente tiene: una cadena pesada que incluye la SEQ
ID NO: 6 y/o una cadena ligera que incluye la SEQ | D NO: 11
de Ab; una cadena pesada que incluye la SEQ ID NO: 16 y/o
una cadena ligera que incluye la SEQ ID NO: 21 de A b; una
cadena pesada que incluye la SEQ ID NO: 26 y/o una cadena
ligera que incluye la SEQ ID NO: 31 de Ab; una cade na
pesada que incluye la SEQ ID NO: 36 y/o una cadena ligera
gue incluye la SEQ ID NO: 41 de Ab; una cadena pesa da que
incluye la SEQ ID NO: 46 y/o una cadena ligera que incluye
la SEQ ID NO: 51 de Ab; una cadena pesada que inclu ye la
SEQ ID NO: 56 y/o una cadena ligera que incluye la SEQ ID
NO: 61 de Ab; una cadena pesada que incluye la SEQ ID NO:
66 y/o una cadena ligera que incluye la SEQ ID NO: 71 de Ab;
0 una cadena pesada que incluye la SEQ ID NO: 76 y/ 0 una

cadena ligera que incluye la SEQ ID NO: 81 de Ab.
En ejemplos adicionales, cualquiera de los Ab (p. e Jos

una IgG3 humana o humanizada) o fragmentos de union al
antigeno (p. €j., un fragmento de union al antigeno de una
IgG3 humana o humanizada) proporcionados en la pres ente
puede que se unan a SpA con una K pinferiora 1 x 10 10 M (p.
ej., inferior a 1 x 10 11 Mo inferiora 1 x 10 12 M) y/o ser
capaz de desplazar Ab humanos (p. €., una 0 mas de IgG1,
IgG2 e IgG4) unidos a SpA, donde el antigeno o el f ragmento
de unidn al antigeno tiene un conjunto de seis CDR y tiene
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no mas de una, dos, tres, cuatro, cinco 0 seis
sustituciones de aminoacidos en total (p. €],
sustituciones de aminoacidos conservadoras) en el ¢
(el conjunto completo) de seis CDR seleccionadas a

del grupo constituido por:

(1) las SEQ ID NOs: 2,3,4,7,8y9;

(i) las SEQ ID NOs: 12, 13, 14,17, 18 y 19;
(iii) las SEQ ID NOs: 22, 23, 24, 27, 28 y 29;
(iv) las SEQ ID NOs: 32, 33, 34, 37, 38y 39;
(V) las SEQ ID NOs: 42, 43, 44, 47, 48 y 49;
(vi) las SEQ ID NOs: 52, 53, 54, 57, 58 y 59;
(vii) las SEQ ID NOs: 62, 63, 64, 67, 68y 69; 0
(viii) las SEQ ID NOs: 72, 73,74, 77, 78 y 79.

Por ejemplo, un Ab (p. ej., una IgG3 humana o human
o un fragmento de unién al antigeno (p. €j., un fra
de unién al antigeno de una IgG3 humana o humanizad
proporcionado en la presente puede incluir un conju
seis CDR que tiene no mas de una, dos, tres o cuatr
sustituciones de aminoacidos en total en el conjunt
conjunto completo) de seis CDR de las SEQ ID NOs: 2
7, 8 y 9. Por ejemplo, un Ab (p. €j., una IgG3 huma

humanizada) o un fragmento de union al antigeno (p.

fragmento de union al antigeno de una IgG3 humana o

humanizada) proporcionado en la presente puede comp

estar constituido por:

(1) un conjunto de seis CDR de las SEQ ID NOs: 2, 3,
4,7,8y09;

(i) un conjunto de seis CDR de las SEQ ID NOs: 12, 13,
14, 17,18y 19;

(i) un conjunto de seis CDR de las SEQ ID NOs: 22, 23,
24,27, 28y 29;
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(iv) un conjunto de seis CDR de las SEQ ID NOs
34, 37,38y 39;

(v) un conjunto de seis CDR de las SEQ ID NOs
44,47, 48 y 49;

(vi) un conjunto de seis CDR de las SEQ ID NOs
54, 57,58y 59;

(vii) un conjunto de seis CDR de las SEQ ID NOs

64, 67,68y 69; 0
(viii) un conjunto de seis CDR de las SEQ ID NOs
74,77,78y 79.

En ejemplos adicionales, un Ab (p. €j., una
monoclonal humana o humanizada) o un fragmento de u
antigeno (p. €j., un fragmento de union al antigeno
IgG3 humana o humanizada) proporcionado en la prese
se une especificamente a SpA incluye un dominio var
seleccionado a partir del grupo de: (i) un dominio
gue comprende o esta constituido por la SEQ ID NO:
un dominio variable que comprende o esta constituid
SEQ ID NO: 10; (iii) un dominio variable que compre
esta constituido por la SEQ ID NO: 15; (iv) un domi
variable que comprende o esta constituido por la SE
20; (v) un dominio variable que comprende o
constituido por la SEQ ID NO: 25; (vi) un dominio v
gue comprende o esté constituido por la SEQ ID NO:
un dominio variable que comprende o esta constituid
SEQ ID NO: 35; (viii) un dominio variable que compr
esta constituido por la SEQ ID NO: 40; (iv) un domi
variable que comprende o esta constituido por la SE
45; (x) un dominio variable que comprende o
constituido por la SEQ ID NO: 50; (xi) un dominio v
que comprende o estéa constituido por la SEQ ID NO:

un dominio variable que comprende o esta constituid

27

: 32, 33,

142, 43,

: 52, 53,

: 62, 63,

172,73,

19G3

esta

esta

nion al
de una
nte que
iable

variable

5; (ii)

0 por la
nde o
nio
Q ID NO:

ariable
30; (vii)
0 por la
ende o
nio
Q ID NO:

ariable
55; (xii)

o por la



10

15

20

25

30

WO 2015/187779

SEQ ID NO: 60; (xiii) un dominio variable que compr
esta constituido por la SEQ ID NO: 65; (xiv) un dom
variable que comprende o esta constituido por la SE

70; (xv) un dominio variable que comprende o0 est4

constituido por la SEQ ID NO: 75; o (xvi) un domini
variable que comprende o esta constituido por la SE

80. Por ejemplo, un Ab (p. €j., una IgG3 monoclonal

0 humanizada) o un fragmento de union al antigeno (

un fragmento de union al antigeno de una IgG3 human
humanizada) puede incluir (i) un dominio variable q
comprende o esta constituido por la SEQ ID NO: 5 y/
dominio variable que comprende o esta constituido p
SEQ ID NO: 10; (ii) un dominio variable que compren
esta constituido por la SEQ ID NO: 15 y/o un domini
variable que comprende o esta constituido por la SE

20; (ii) un dominio variable que comprende o0 esta
constituido por la SEQ ID NO: 25 y/o un dominio var

que comprende o estéa constituido por la SEQ ID NO:

un dominio variable que comprende o esta constituid

SEQ ID NO: 35 y/o un dominio variable que comprende
constituido por la SEQ ID NO: 40; (v) un dominio va

gue comprende o esta constituido por la SEQ ID NO:

un dominio variable que comprende o esta constituid

SEQ ID NO: 50; (vi) un dominio variable que compren
esta constituido por la SEQ ID NO: 55 y/o un domini
variable que comprende o esta constituido por la SE

60; (vi) un dominio variable que comprende o0 esta
constituido por la SEQ ID NO: 65 y/o un dominio var

gue comprende o esté constituido por la SEQ ID NO:
dominio variable que comprende o estd constituido p
SEQ ID NO: 75 y/o un dominio variable que comprende
constituido por la SEQ ID NO: 80.
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Algunas realizaciones de cualquiera de los Ab (p. e Jos
IgG3 monoclonal humana o humanizada) o fragmentos d e union
al antigeno (p. ej., un fragmento de union al antig eno de
una IgG3 humana o humanizada) descritos en la prese nte
tienen una o mas (p. €j., una, dos, tres o cuatro) de las
siguientes actividades: se unen especificamente a S pPA en
una cepa de MRSA; se unen especificamente a un epit opo
definido por la SEQ ID NO: 1; se unen a SpA con una Kp
inferior a 1 x 10 10 M (p. €j., inferior a 1 x 10 1 Mo
inferior a 1 x 10 12): y desplazar Ab humanos unidos a SpA
en la pared celular de una bacteria de St aphyl ococcus

aur eus (p. ej., una bacteria de MRSA).
Composiciones farmacéuticas
En la presente se proporcionan composiciones

farmacéuticas que contienen al menos un portador

farmacéuticamente aceptable (p. €j., un portador no natural
farmacéuticamente aceptable) y al menos uno (p. €j. , dos,
tres o cuatro) de cualquiera de los Ab o fragmentos de
union al antigeno proporcionados en la presente. Lo S
ejemplos no limitantes de portadores farmacéuticame nte
aceptables incluyen agua esterilizada, solucion sal ina
fisioldgica, estabilizantes, excipientes, antioxida ntes (p.
ej., acido ascérbico), tampones (p. €j., fosfato, c itrato,

histidina y otros acidos organicos), antisépticos,

surfactantes (p. ej., PEG y Tween), agentes quelant es (p.
ej., EDTA o EGTA) y aglutinantes. Los ejemplos adic ionales
de portadores farmacéuticamente aceptables también incluyen
polipéptidos con un bajo peso molecular, proteinas (p. €j.,
albumina sérica y gelatina), aminoéacidos (p. €j., g licina,
glutamina, asparagina, acido glutamico, acido aspar agico,
metionina, arginina y lisina), azlicares y carbohidr atos (p.
ej., polisacaridos y monosacaridos) y alditoles (p. ej.,
manitol y sorbitol). Cuando se prepara una solucion acuosa
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para inyeccion, se pueden utilizar solucion salina
fisiologica y soluciones isoténicas que comprenden

y otros adyuvantes tales como D-sorbitol, D-manosa,
manitol y cloruro de sodio y, si es necesario, comb

con solubilizantes apropiados, tales como alcohol (

etanol), polialcoholes (p. ej., propilenglicol y PE
surfactantes no i6nicos (p. €],
poloxamero 188 y HCO-50).

hialuronidasa en la formulacion, se puede administr

polisorbato 80,
polisorbato 20, Mezclando
volumen del fluido méas grande por via subcutanea (v

Opin. Drug. Deliv. 4(4):427-440, 2007).

Los Ab y fragmentos de union al antigeno proporcion

ej., Expert.

la presente pueden, p. e, estar encapsulados en

microcapsulas (p. ej., aguellas hechas con

hidroximetilcelulosa, gelatina y poli(metacrilato d
metilo)) o incorporados como componentes de sistema
suministro de farmacos coloidales (p. ej., liposoma
microesferas de albumina, microemulsion, nanopartic
nanocapsulas) (vease, por ejemplo, “Remington’s
Pharmaceutical Science, 16.2 edicion”, Oslo Ed. (19

Los métodos para preparar las composiciones farmace

como agentes farmacéuticos de liberacion controlada
también muy conocidos y tales métodos se pueden apl

los Ab y fragmentos de unién al antigeno de la pres
invencion (véase, p. €j., Langer et al. J.
Res. 15: 267-277, 1981; Langer,
patente de EE. UU. N.° 3 773 919; publicacion de la
solicitud de patente europea N.° EP 58 481; Sidman

Bi opol yner s 22: 547-556, 1983 y el documento EP 133 988).
Las composiciones

farmacéuticas proporcionadas en |

presente se pueden formular para la administracion

intravenosa, intraarterial, intradérmica, subcutane

intramuscular, intraperitoneal u oral.

30
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La dosis de una composicion farmacéutica de la
presente invencion se puede determinar de manera ad ecuada

teniendo en cuenta la forma farmacéutica, método de

administracion, edad y peso corporal del paciente, sintomas
del paciente, gravedad de la infeccion por SA 0 niv el de
riesgo de la infeccion por SA. Por lo general, la d osis
diaria para un adulto puede estar comprendida, p. e Jos
entre 0.1 mg y 10 000 mg en una toma o en varias po rciones.
La dosis puede estar comprendida, p. ej., entre 0.2 y 10
000 mg/dia (p. €j., 1-10 g/dia, 2-8 g/dia, 1-5 g/di a, entre
0.5 y 2.5 g/dia, entre 0.5 y 500 mg/dia, entre 1y 300
mg/dia, entre 3 y 100 mg/dia o entre 5y 50 mg/dia) . Estas
dosis pueden variar dependiendo del peso corporal y edad
del paciente y del método de administracion; sin em bargo,
la seleccion de la dosificacion adecuada esta sobra damente
comprendida en las competencias del experto en la t écnica.

De manera similar, el periodo posolégico se puede
determinar de manera adecuada dependiendo del progr eso
terapéutico.

Cualquiera de las composiciones farmacéuticas

proporcionadas en la presente puede incluir ademas uno o
mas agentes antimicrobianos adicionales. Los ejempl 0S no
limitantes de tales agentes antimicrobianos incluye n:
linezolida, eritromicina, mupirocina, ertapenem, do ripenem,
imipenem, cilastatina, meropenem, cefadroxil, cefaz olina,

cefalotin, cefalotina, cefalexina, ceflacor, cefama ndol,
cefoxitina, cefprozil, cefuroxima, cefixima, cefdin ir,

cefditoreno, cefoperazona, cefotaxima, cefpodoxima,

ceftazidima, ceftibuteno, ceftizoxima, ceftriaxona,

ceftarolina fosamil, ceftobiprol, teicoplanina, van comicina,
televancina, clindamicina, lincomicina,  daptomicina :
amoxicilina, ampicilina, azlocilina, carbenicilina,

cloxacilina, dicloxacilina, flucloxacilina, mezloci lina,
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meticilina, nafcilina, oxacilina, penicilina G, pen icilina
V, piperacilina, penicilina G, temocilina, ticarcil ina,
bacitracina, colistina, polimixina B, ciprofloxacin a,
enoxacina, gatifloxacina, gemifloxacina, levofloxac ina,
lomefloxacina, moxifloxacina, acido nalidixico,

norfloxacina, ofloxacina, trovafloxacina, grepaflox acina,
esparfloxacina, temafloxacina, mafenida, sulfacetam ida,
sulfadiazina, sulfadiazina de plata, sulfadimetoxin a,
sulfametizol, sulfametoxazol, sulfanilamida, sulfas alazina,
sulfisoxazol, trimetoprim-sulfametoxazol,
sulfonamidocrisoidina, demeclociclina, doxiciclina,

minociclina, oxitetraciclina y tetraciclina.
Métodos de tratamiento de un sujeto que padece una
infeccion por S. aur eus o de reduccién del riesgo de
desarrollo de una infeccion por S. aur eus en un sujeto
También se proporcionan métodos de tratamiento de u n

sujeto que padece una infeccion por SA (p. €j., una

infeccion por MRSA, una bactericemia por SA, una in feccion
de la piel por SA, mastitis por SA, celulitis o fol iculitis

por SA o infecciones de heridas, abscesos, osteomie litis,
endocarditis, neumonia, choque séptico, intoxicacio n

alimentaria o sindrome del choque téxico en los que

participa SA) que incluyen administrar a un sujeto (p. €j.,

a un ser humano o a otro mamifero tal como un anima | bovino,
ovino, canino, felino, equino, caprino, de tipo con ejo o
liebre, porcino o aviar) que lo necesite una cantid ad
terapéuticamente eficaz de al menos una de cualquie ra de
las composiciones farmacéuticas proporcionadas en | a

presente 0 al menos uno de cualquiera de los Ab o

fragmentos de union al antigeno proporcionados en | a
presente. En algunos ejemplos, se ha diagnosticado

identificado que el sujeto padece una infeccién por SA (p.
ej., una infeccibn por MRSA). Algunas realizaciones
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incluyen ademas (antes del paso de administracion) un paso
de diagnéstico, identificacion o seleccién del suje to que
padece o como uno que padece una infeccion por SA ( p. €j.,
una infeccion por MRSA o VRSA). En algunos ejemplos , la
infeccién por SA es una infeccién hospitalaria. En algunos
ejemplos, el sujeto ha sido tratado previamente con un
tratamiento antibacteriano y el tratamiento anterio r no
tuvo éxito.

También se proporcionan metodos para reducir el rie sgo
de un sujeto de desarrollar una infeccién por SA (p . €.,
una infecciéon por MRSA) que incluye administrar al sujeto
una cantidad eficaz de al menos una de cualquiera d e las
composiciones farmacéuticas proporcionadas en la pr esente o
al menos uno de cualquiera de los Ab o fragmentos d e unién
al antigeno proporcionados en la presente. En algun as
realizaciones, la infeccion por SA es una infeccion
hospitalaria. Algunas realizaciones incluyen ademas antes
de la administracion, la seleccion o identificacion de un
sujeto que presenta un mayor riesgo de desarrollar una
infeccion por SA (p. €j., una infeccion por MRSA). Por
ejemplo, el sujeto puede ser un profesional médico (p. €.,
un meédico, una enfermera, un técnico de laboratorio o un
auxiliar médico) (p. €j., un profesional médico en contacto
fisico con un sujeto que padece una infeccion por S A (p.
ej., una infecciéon por MRSA)). Un sujeto en estos m étodos
también puede ser un sujeto admitido en un hospital 0 un
centro para tratamiento (p. ej., una residencia de ancianos)
gue contiene (ha admitido) al menos a un sujeto que padece
una infeccién por SA (p. €j., una infeccién por MRS A). El
sujeto puede ser un paciente hospitalizado tal como uno en
la  unidad de cuidados intensivos, un  paciente
inmunocomprometido y un paciente que se ha sometido 0 que
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se sometera a un procedimiento quirdrgico (p. €j., cirugia
cardiaca).
En cualquiera de los métodos proporcionados en la

presente, el sujeto puede ser un hombre o una mujer . Por
ejemplo, el sujeto puede ser un lactante, un nifio p equenio,
un adolescente, un joven o un adulto (p. €j., de al menos
18 afios de edad, al menos 20 afos de edad, al menos 25 anos
de edad, al menos 30 afios de edad, al menos 35 afios de edad,
al menos 40 afios de edad, al menos 45 afos de edad, al
menos 50 afos de edad, al menos 55 afos de edad, al menos
60 afos de edad, al menos 65 afios de edad, al menos 70 afos
de edad, al menos 75 afios de edad, al menos 80 afios de edad,
al menos 85 afios de edad, al menos 90 afios, al meno s 95
afios de edad o al menos 100 afios de edad). En algun 0s
ejemplos, el sujeto tiene un sistema inmunitario su primido

o debilitado (p. ej., sistema inmunitario humoral o
celular).

En algunos ejemplos, la composicion o las

composiciones farmacéuticas proporcionadas en la pr esente o
el Ab o los Ab o el fragmento o los fragmentos de u nion al
antigeno proporcionados en la presente se administr an
mediante administracion intravenosa, intraarterial,

intradérmica, subcutanea, intramuscular, intraperit oneal u
oral. Por ejemplo, en los métodos de reduccion del riesgo
de desarrollo de una infeccion por SA, al sujeto se le
administra al menos una de las composiciones farmac éuticas
proporcionadas en la presente o al menos uno de los Ab o
fragmentos de union al antigeno proporcionados en | a
presente antes o poco después de entrar en contacto fisico
con un sujeto identificado, diagnosticado, que pade ce o que
se sospecha que padece una infeccién por SA (p. €j. , una

infeccion por MRSA).
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En cualquiera de los métodos descritos en la presen
al sujeto se le administran al menos una (p. €j., d
cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o diez) dos
cualquiera de las composiciones farmacéuticas
proporcionadas en la presente o al menos una (p. €j
tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve o die
de cualquiera de los Ab o fragmentos de unién al an
proporcionados en la presente. Al sujeto se le pued
dos o mas dosis de

administrar cualquiera de las

composiciones farmacéuticas o al menos dos dosis de
cualquiera de los Ab o fragmentos de union al antig
proporcionados en la presente con una frecuencia de
menos una dosis cada mes (p. €j., al menos dos dosi
mes, al menos tres dosis cada mes, al menos cuatro
cada mes, al menos una dosis a la semana, al menos
dosis a la semana, al menos tres dosis a la semana,
menos cuatro dosis a la semana, al menos cinco dosi
semana, al menos una dosis al dia, al menos dos dos
dia o al menos tres dosis al dia).

Algunas realizaciones incluyen ademas coadministrar
un sujeto un Ab descrito en la presente y uno o mas
antimicrobianos adicionales. Los ejemplos no limita
tales agentes antimicrobianos incluyen: linezolida,
eritromicina, mupirocina, ertapenem, doripenem, imi
cilastatina, meropenem, cefadroxil, cefazolina, cef

cefalotina, cefalexina, ceflacor, cefamandol, cefox

cefprozil, cefuroxima, cefixima, cefdinir, cefditor
cefoperazona, cefotaxima, cefpodoxima, ceftazidima,
ceftibuteno, ceftizoxima, ceftriaxona, ceftarolina

ceftobiprol, teicoplanina, @ vancomicina, televancina
clindamicina, lincomicina, daptomicina, = amoxicilina
ampicilina, azlocilina, carbenicilina, cloxacilina,
dicloxacilina, flucloxacilina, mezlocilina, meticil

35

PCT/US2015/033902

te,
0s, tres,

is de

., dos,
z) dosis
tigeno

en

eno
al

s cada
dosis

dos

al
sala

is al

a
agentes

ntes de
penem,

alotin,
itina,

€eno,

fosamil,

ina,



10

15

20

25

30

WO 2015/187779 PCT/US2015/033902

nafcilina, oxacilina, penicilina G, penicilina V,
piperacilina, penicilina G, temocilina, ticarcilina
bacitracina, colistina, polimixina B, ciprofloxacin
enoxacina, gatifloxacina, gemifloxacina, levofloxac
lomefloxacina, moxifloxacina, acido nalidixico,
norfloxacina, ofloxacina, trovafloxacina, grepaflox
esparfloxacina, temafloxacina, mafenida, sulfacetam
sulfadiazina, sulfadiazina de plata, sulfadimetoxin

sulfametizol, sulfametoxazol, sulfanilamida, sulfas

sulfisoxazol, trimetoprim-sulfametoxazol,

sulfonamidocrisoidina, demeclociclina, doxiciclina,
minociclina, oxitetraciclina y tetraciclina. Alguno
ejemplos adicionales de agentes terapéuticos que se
incluir en cualquiera de las composiciones farmacéu
proporcionadas en la presente son uno o mas Ab desc
la publicacion de la solicitud de patente de EE. UU
2011/0059085.

Kits

También se proporcionan en la presente Kkits que

contienen al menos uno (p. €j., dos, tres, cuatro o

de cualquiera de los Ab o fragmentos de unién al an
proporcionados en la presente. En algunos ejemplos,
kits pueden contener una SpA recombinante o un pépt
comprende o esta constituido por la SEQ ID NO: 1 o
fragmento antigénico de la SEQ ID NO: 1 (p. €j., al
aminoacidos contiguos de la SEQ ID NO: 1 (p. €., ¢
comienza en la posicién aminoacidica 1, 2, 3, 4, 5,

9, 10, 11, 12 o 13 de la SEQ ID NO: 1)). En algunos
ejemplos, el Ab o los Ab o el fragmento o los fragm

union al antigeno se unen a un sustrato sélido (p.

pocillo, un chip, una pelicula, una microesfera o u

resina cromatografica). Tales kits pueden incluir e
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comercial y/o informacién impresa sobre los Ab y mé todos
para su uso.
EJEMPLOS
Ejemplo 1. Generacion de Ab humanos que se unen
especificamente a SpA y desplazar las inmunoglobuli nas IgG
humanas unidas a SpA mediante su regién Fc

Se generaron Ab de tipo IgG3 humana que se unen a u n
epitopo de SpA tal como se describe mas adelante. S e
utilizaron cinco péptidos sintetizados que abarcan las
secuencias Xr con repeticiones y de union a IgG en SpA para
cribar y detectar Ab antipeptidicos en la sangre de 311
voluntarios adultos sanos. Los cinco péptidos de Sp A
sintetizados utilizados para el cribado tuvieron la S
secuencias indicadas como: SEQ ID NOs: 82, 83, 84, 85y1
(péptidos 1, 2, 3, 4y 5, respectivamente). Aproxim adamente
un 4% de los sujetos sanos presentaron unos niveles de Ab
antipeptidicos (anti-SpA) respecto a un fondo (deno minado

en la presente posteriormente “donantes positivos”) :

determinados segun un ensayo de inmunoadsorcion enz imatica
(ELISA), superiores a un valor aumentado 10 veces. Se
obtuvo el plasma de estos donantes positivos y se u tilizo

para aislar Ab humanos verdaderos que se unen

especificamente a un péptido que abarca las secuenc ias Xr
con repeticiones y de union a IgG de SpA utilizando los
métodos descritos en la publicacion de la solicitud de
patente de EE. UU. N.° 2013/0018173. Resumiendo, se

aislaron los Ab de interés utilizando cromatografia de
afinidad por el antigeno y se secuenciaron de novo

utilizando espectrometria de masas. En paralelo, se

isotiparon los Ab utilizando un kit de isotipado hu mano.

Se identific6 que uno de los Ab aislados pertenecia ala
subfamilia VH3 y tenia una cadena pesada de 1gG2 y una
cadena ligera de VK1. Se aislaron linfocitos B de | a sangre
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del donante utilizando un kit obtenido de STEMCELL
Technologies, Inc. Se extrajo su ARN utlizando un
protocolo de extraccion Trizol y se generé ADNc uti
SuperScript lll. Se utilizaron cebadores especifico
lider para amplificar las correspondientes cadenas
ligera del Ab y se generé una coleccion de ScFv “di
La coleccion se sometidé a un proceso de enriquecimi
( panni ng) con el antigeno de SpA natural durante 7 ciclos.
Los clones se cribaron utilizando ELISA directay s
con SpA natural. Los clones seleccionados se secuen
las cadenas pesada y ligera se clonaron en vectores
region constante (Fc) de IgG3 (una que carece del s
reconocimiento de SpA en las regiones Fab). Con los
vectores se transfectaron lineas de células CHO y s
escogieron los clones con una produccion elevada. L
purificados se estudiaron para detectar su activida
SpA. Los clones se escalaron para una produccién a
escala y los Ab producidos se purificaron y utiliza
analisis posteriores. Los ejemplos de ocho de tales
describen a continuacion:
Ab PA8- G3
Dominio variable de la cadena pesada de la SEQ ID N
CDR 1, 2 y 3 de la cadena pesada de las SEQ ID NOs:
3y 4, respectivamente.
Cadena pesada de la SEQ ID NO: 6.
Dominio variable de la cadena ligera de la SEQ ID N
10.
CDR 1, 2y 3 de la cadena ligera de las SEQ ID NOs:
8y 9, respectivamente.
Cadena ligera de la SEQ ID NO: 11.
Ab PA4- G3
Dominio variable de la cadena pesada de la SEQ ID N
15.
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CDR 1, 2y 3 de la cadena pesada de las SEQ ID NOs:
13y 14, respectivamente.

Cadena pesada de la SEQ ID NO: 16.

Dominio variable de la cadena ligera de la SEQ ID N
20.

CDR 1, 2y 3 de la cadena ligera de las SEQ ID NOs:
18 y 19, respectivamente.

Cadena ligera de la SEQ ID NO: 21.

Ab PA7.2-G3

Dominio variable de la cadena pesada de la SEQ ID N
25.

CDR 1, 2y 3 de la cadena pesada de las SEQ ID NOs:
23y 24, respectivamente.

Cadena pesada de la SEQ ID NO: 26.

Dominio variable de la cadena ligera de la SEQ ID N
30.

CDR 1, 2y 3 de la cadena ligera de las SEQ ID NOs:

28 y 29, respectivamente.

Cadena ligera de la SEQ ID NO: 31.

Ab PA15-G3

Dominio variable de la cadena pesada de la SEQ ID N
35.

CDR 1, 2y 3 de la cadena pesada de las SEQ ID NOs:
33y 34, respectivamente.

Cadena pesada de la SEQ ID NO: 36.

Dominio variable de la cadena ligera de la SEQ ID N
40.

CDR 1, 2y 3 de la cadena ligera de las SEQ ID NOs:
38y 39, respectivamente.

Cadena ligera de la SEQ ID NO: 41.

Ab PA21-G3

Dominio variable de la cadena pesada de la SEQ ID N
45.
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CDR 1, 2y 3 de la cadena pesada de las SEQ ID NOs:
43y 44, respectivamente.

Cadena pesada de la SEQ ID NO: 46.

Dominio variable de la cadena ligera de la SEQ ID N
50.

CDR 1, 2y 3 de la cadena ligera de las SEQ ID NOs:
48 y 49, respectivamente.

Cadena ligera de la SEQ ID NO: 51.

Ab PA27-G3

Dominio variable de la cadena pesada de la SEQ ID N
55.

CDR 1, 2y 3 de la cadena pesada de las SEQ ID NOs:
53 y 54, respectivamente.

Cadena pesada de la SEQ ID NO: 56.

Dominio variable de la cadena ligera de la SEQ ID N
60.

CDR 1, 2y 3 de la cadena ligera de las SEQ ID NOs:

58 y 59, respectivamente.

Cadena ligera de la SEQ ID NO: 61.

Ab PA32-G3

Dominio variable de la cadena pesada de la SEQ ID N
65.

CDR 1, 2y 3 de la cadena pesada de las SEQ ID NOs:
63 y 64, respectivamente.

Cadena pesada de la SEQ ID NO: 66.

Dominio variable de la cadena ligera de la SEQ ID N
70.

CDR 1, 2y 3 de la cadena ligera de las SEQ ID NOs:

68 y 69, respectivamente.

Cadena ligera de la SEQ ID NO: 71.

Ab PA37-G3

Dominio variable de la cadena pesada de la SEQ ID N
75.
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CDR 1, 2y 3 de la cadena pesada de las SEQ ID NOs:
73y 74, respectivamente.
Cadena pesada de la SEQ ID NO: 76.
Dominio variable de la cadena ligera de la SEQ ID N
80.
CDR 1, 2y 3 de la cadena ligera de las SEQ ID NOs:
78y 79, respectivamente.
Cadena ligera de la SEQ ID NO: 81.
Se llevd a cabo un conjunto de experimentos para
determinar si el Ab PA8-G3 seria capaz de unirse a
la pared celular de SA. En estos experimentos, se i
cepa de SA ATCC n.° 25923 o el aislado clinico 00X
PA8-G3 biotinilado y posteriormente estreptavidina-
cuantificar por fluorescencia la cantidad de biotin
unida a la superficie de SA (Figura 2) o (ii) el AB
no marcado purificado, después con el receptor de F
recombinante biotinlado y a continuacion con la
estreptavidina-APC para cuantificar por fluorescenc
cantidad de PA8-G3 unido a la superficie de SA que
lugar a la fagocitosis (es decir, que tiene regione
libres disponibles para unirse al receptor de Fc
(Figura 3). Se Ab  anti-

interleucina-1a (MABpl) como control negativo en es

recombinante) utilizé un
experimentos. Los datos de la Figura 2 muestran que
se une a SpA en la pared celular de SA y los datos
Figura 3 indican que el Ab PA8-G3 unido tenia sus r
Fc disponibles para interaccionar con FcR, lo que s
qgue el Ab seria capaz de mediar la opsonofagocitosi
en sujetos humanos (a diferencia del caso en el que
sus regiones Fc unidas a SpA y no es capaz de inter
con los FcR y mediar de esta manera la opsonofagoci
las bacterias).
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Se llevd a cabo un conjunto adicional de experiment 0S
para estudiar si la union del Ab PA8-G3 a la superf icie de
SA seria reconocida por los receptores Fc v de los fagocitos.

En estos experimentos, se incubaron dos cepas difer entes de

S. aur eus marcadas con verde pH-rodo (aislado clinico 00X o

ATCC n.° 25923) con el Ab PA8-G3 no marcado o un Ab de
control (MABpl) y después se incubaron con células HL-60
diferenciadas. Se determind la fluorescencia result ante de
las células HL-60 utilizando la clasificacion de cé lulas
asistida por fluorescencia (FACS). Los datos muestr an que
PA8-G3 se une a la pared celular de ambas cepas de SAy
media la fagocitosis mediante los receptores Fc v en la
superficie de las células HL-60 (Figura 4). La fago citosis
exitosa por parte de las células HL-60 diferenciada sde S.
aur eus unida a PA8-G3 también fue evidente a partir de lo S

experimentos de microscopia con fluorescencia.

Se utilizé la resonancia de plasmones superficiales
para determinar la cinética de union de PA8-G3 a Sp A. En
estos experimentos, se inmovilizé el Ab PA8-G3 uitil izando

un sensor de captura antihumano y SpA natural

comercializada. Estos datos muestran que PA8-G3 tie ne una
Kp de 5.38 pM. Esta afinidad es aproximadamente 1000 veces
superior a la afinidad nanomolar de 1gG1, 1gG2 e Ig G4

séricas humanas por SpA.

Se llevd a cabo un conjunto adicional de experiment 0S
para determinar si el Ab PA8-G3 seria capaz de comp etir con
éxito por la unibn a SpA con IgG humana unida a SpA

mediante su receptor Fc. En estos experimentos, se

preincubaron dos cepas diferentes de S. aureus con sueros
humanos (que contienen una concentracion elevada de Ig las
cuales se unen a SpA mediante sus regiones Fc) dura nte 15
minutos antes de la incubacion con el Ab PA8-G3 bio tinilado

o el Ab MABp1l-lgG3 biotinilado (control negativo co n
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isotipo emparejado), después se trataron con estrep tavidina
APC y a continuacion, se determind la florescencia mediante
citometria de flujo. Los datos muestran que el Ab P A8-G3
fue capaz de unirse a SpA que tenia Ab de tipo IgG humanas

unidos a SpA mediante su dominio Fc (Figura 5).

En otro conjunto de experimentos, se demostrdo que e I

anticuerpo PA8-G3 compite con la union de MABp1l-lgG 1 (el
cual se une a SpA mediante su region Fc) a microesf eras
recubiertas con SpA. La preincubacion de las microe sferas
de SpA con PA8-G3 redujo la union de MABp1-IgG1 afia dido méas
tarde en un 80.3%. En cambio, con las microesferas de SpA
preincubadas con MABp1l-IgG1, el PA8-G3 afadido mas tarde se
unié a mas de >30% de las superficies de las microe sferas
de SpA en un intervalo de 15 minutos, mientras que MABp1-
IgG3 afadido mas tarde (control negativo con isotip o]
emparejado que tiene el Fab de MABply el Fc de IgG 3 humana)
no se unié significativamente a las microesferas de SpA

preincubadas con MABp1-lgG1.

Se llevé a cabo un conjunto adicional de experiment 0s
para estudiar la capacidad de Ab anti-SpA adicional es para
promover la fagocitosis de SA por parte de células HL-60
diferenciadas. En estos experimentos, las células H L-60
diferenciadas se coincubaron con S. aureus marcada con
verde pH-rodo y uno de los siguientes Ab: PA7.2-G3, PA4-G3,
PA8-G3, PA15-G3, PA21-G3, PA27-G3, PA32-G3, PA37-G3 0
MABpl. Se utiliz6 MABpl como control negativo en es tos
experimentos. Los datos muestran que todos los Ab a nti-SpA
estudiados fueron capaces de promover la opsonizaci on y
fagocitosis de S. aureus por parte de células HL-60

diferenciadas (Figura 6).

Se llevaron a cabo experimentos adicionales por
Interferometria  Bio-Layer (realizados utilizando un
instrumento Octet Red 96 de ForteBio) para determin arlakK p
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de siete Ab anti-SpA adicionales (se llevaron a cab 0
utilizando antigeno 20 nM). Los datos resultantes m ostraron
que PA7.2-G3 tiene una K o inferior a 1 x 10 12 M, PA4-G3
tiene una K p de 538 x 10 ** M, PA15-G3 tiene una K b
inferior a 1 x 10 12 M, PA21-G3 tiene una K p inferior a 1 x

10*2 M, PA27-G3 tiene una K pinferior a 1 x 10 12 M, PA32-G3
tiene una K p inferior a 1 x 10 12 M y PA37-G3 tiene una K b
inferior a 1 x 10 12 M.

Resumiendo, los datos muestran que los
proporcionados en la presente se pueden unir con un a
afinidad muy elevada a SpA en la pared celular de S A,
promueven la fagocitosis por parte de las células
inmunitarias y son capaces de hacerlo en presencia de 1gG
humanas unidas a SpA mediante su dominio Fc.

Ejemplo 2. Estudio de supervivencia en vivo del
anticuerpo monoclonal PA8 en un modelo de
bactericemia/sepsis en ratones. Se examino la super vivencia
de ratones con bactericemia por S. aureus utilizando dosis
profilacticas de PA8 (el anticuerpo monoclonal deno minado
PA8-G3 descrito en el Ejemplo 1).

Se adquirieron ratones hembra Balb/C (6-8 semanas d e
edad) del Charles River Laboratory, NIH, Maryland. Tras su
llegada, se examinaron los ratones, se alojaron en grupos
en jaulas (10/jaula) con un lecho absorbente. Todos los
ratones estuvieron bajo las normas de cria requerid as que
se pueden consultar en la Guia NIH para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio.

Se realizaron investigaciones sobre la eficacia
protectora de PA8 en el modelo de sepsis por SA ind ucido
mediante inyecciones intravenosas (i.v.) de 2 x 10 " CFU de
la cepa NR-46223 de MRSA. Los ratones se trataron p or via
intravenosa con PA8 con dosis especificas (5 mgo 1 0 mg) 3
h antes de la infeccién con MRSA o dos dosis de 5 m g cada
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una en el dia 0 y 3. Los ratones de control se trat aron
Gnicamente con tampon de formulaciéon. Se realizé un
seguimiento de los ratones durante 10 dias (dos vec es al
dia) momento en el cual todos los ratones restantes se
sacrificaron.

Tres horas después de la administracién i.v. de
PA8/tampdén de formulacién (0.1 mL), los ratones fue ron
expuestos a una inyeccién intravenosa (IV) Unica de la cepa
NR-46223 de S. aureus (2 x 10 ' CFU en 0.1 mL). A un
conjunto de ratones se les administraron dos dosis de 5 mg
cada una en el dia 0 y 3. Se detectaron diferencias
significativas en los tiempos de supervivencia rela tiva
entre los grupos de tratamiento. Haciendo referenci a alas
Fig. 7A-D, la administracion pasiva de una dosis Un icade 5
mg (A) o 10 mg (B), o dos dosis de 5 mg en el dia 0 y 3 (C),
de mAb PAS8 (por via intravenosa) favorece la superv ivencia
de ratones BALB/c con sepsis por St aphyl ococcus aur eus
(inducida mediante una inyeccion intravenosa de 2 x 10 ’
unidades formadoras de colonias de la cepa NR-46223 de S
aur eus resistente a meticilina) de manera
significativamente mayor que el tratamiento con tam pon de
formulacion de una manera dependiente de la dosis ( 10
ratones por grupo). La seccion (D) muestra la super vivencia
utilizando todos los tratamientos diferentes en un gréfico.
Sobrevivieron un cincuenta por ciento (5/10) de los ratones
gue recibieron 5 mg de Mab PA8 (p=0.016), un sesent a por
ciento de los que recibieron dos dosis de 5 mg cada una
(p=0.09) y un setenta por ciento (7/10) de los que
recibieron 10 mg de mAb PA8 (p=0.003), en comparaci 6n con
un 10% (1/10) de los ratones que recibieron el tamp on de
formulacién (1/10) que sobrevivieron a la exposicid n
bacteriana a NR-46223 de S. aureus. El andlisis estadistico
de los datos de los animales se realizd utilizando un
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Andlisis de la Supervivencia de Kaplan-Meier con un a prueba
de Mantel-Cox (logrank). Estos resultados indican

claramente que PA8 proporciona un nivel significati
proteccion frente a la infeccion letal con la cepa
S. aureus.

Ejemplo 3. Se inyectaron 0.5 mg de vancomicina por
intraperitoneal, junto con diferentes dosis subdpti
PA8-G3 (0 mg, 2.5 mg y 5 mg por via intravenosa), a
hembra Balb/C (10 por grupo) de Charles River Labor
dos horas antes de la infeccion con MRSA (NR 46223
107 de CFU i.v.). Se observo a los ratones durante 14
Haciendo referencia a las figuras 8A-C, en el dia 1
Unicamente habian sobrevivido un 10% de los ratones
tratados con PBS y habian sobrevivido un 30% de los
tratados con vancomicina. Sin embargo, cuando se in
2.5 mg de PA8-G3 junto con el tratamiento de vancom
entonces sobrevivieron un 60% de los animales (p=0.
cuando se inyectaron 5 mg de PA8-G3 con vancomicina
entonces sobrevivieron un 60% de los animales y aqu
ratones que murieron vivieron mas que con la dosis
(p=0.016). Estos datos indican que las dosis subefi
PA8-G3 pueden salvar animales con una bactericemia
por SA, cuando se tratan conjuntamente con dosis su
de vancomicina. El andlisis estadistico de los dato
animales se realiz6 utilizando un Andlisis de la
Supervivencia de Kaplan-Meier con una prueba de Man
(logrank).

OTRAS REALIZACIONES
Se debe sobreentender que aunque la invencion se ha
descrito junto con la descripcion detallada de esta
descripcion anterior se pretende que ilustre y no |
alcance de la invencion, que estd definido por el a

de las reivindicaciones adjuntas. Otros aspectos, v
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y modificaciones estan comprendidos en el alcance d e las
siguientes reivindicaciones.

Se hace constar que con relacion a esta fecha, el
mejor método conocido por la solicitante para lleva rala
practica la citada invencion, es el que resulta cla ro de la

presente descripcion de la invencion.
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