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Asunto Solicitud de patente para:
COMPUESTO PEPTIDICO CON ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA AISLADO DE UN CULTIVO DE
BACILLUS CLAUSII Y SU PROCESO DE OBTENCION
Solicitante SANOFI-AVENTIS SPA
Fecha de solicitud 6 de octubre de 2008
1. Yo, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, obrando como apoderado del solicitante en el asunto
antes identificado, me refiero al oficio No. 10694 notificado por fijacion en lista de 20
de junio de 2012.
2. Mediante oficio No. 10694 se puso en conocimiento del solicitante el informe que

contiene las observaciones hechas por su Despacho sobre la presente solicitud de

patente. Atiendo a las observaciones de la manera siguiente:

2.1.  No es una invencion

De acuerdo al Sefior Examinador, el objeto de las reivindicaciones 1 a 6 no se
considera una invencién.
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CAVELIER

ABOGADOS

Atendiendo las observaciones del Sefior Examinador nos permitimos presentar un
nuevo capitulo reivindicatorio donde se han eliminado las reivindicaciones 1 a 6

originales.

2.2. Reivindicaciones relativas a un uso o a un sequndo uso

De acuerdo al Sefior Examinador, el objeto de las reivindicaciones 10 a 12 no se

considera una invencion.
Atendiendo las observaciones del Sefior Examinador nos permitimos presentar un
nuevo capitulo reivindicatorio donde se han eliminado las reivindicaciones 10 a 12

originales

2.3. Titulo de la Solicitud

De acuerdo al Senor Examinador, el titulo no corresponde con el objeto de la solicitud
porque no permite establecer claramente que la solicitud se refiere a un compuesto
peptidico con actividad antimicrobiana aislado de un cultivo de Bacillus clausii y su
proceso de obtencion.

Atendiendo las observaciones del Sefior Examinador nos permitimos presentar el

siguiente nuevo titulo:

COMPUESTO PEPTIDICO CON ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA AISLADO DE UN
CULTIVO DE BACILLUS CLAUSII Y SU PROCESO DE OBTENCION

2.4, Reivindicacion 1

De acuerdo al Sefior Examinador, la reivindicacién 1 reclama un compuesto peptidico
por su metodo de obtencidn y no por su estructura o secuencia de aminoacidos, lo
cual no es aceptable ya que el producto de puede definir por sus caracteristicas
estructurales y donde el producto de las reivindicaciones 1-6 no es patentable puesto

que toda materia viva o parte de cualquier ser vivo y las sustancias existentes en la



CAVELIER

ABOGADOS

naturaleza no son invenciones. Asi, el material biolégico por el hecho de haber sido

aislado no se considera invencion.

Como ya se ha dicho, se presenta un nuevo capitulo reivindicatorio que elimina dicha

reivindicacion original.

2.5. Reivindicacion 7

De acuerdo al Sefior Examinador, el procedimiento de la reivindicacién 7 no es
conciso porque no establece claramente la forma mediante la cual se llevan a cabo
cada una de las etapas reclamadas, por ejemplo no se establece cémo se lleva a cabo
la extraccidn en fase sdlida, ni cual es la fraccion obtenida que se purifica
posteriormente por HPLC.

Atendiendo las observaciones del Sefior Examinador, se esta presentando un nuevo
capitulo reivindicatorio que incluye todas las sugerencias hechas por el Despacho.

2.6. Analisis de novedad

El Sefior Examinador refiere que “las caracteristicas esenciales de la composicion de
la reivindicacién 8 habian sido divulgadas previamente en D1” y que “En
consecuencia, la reivindicacién 9 no es nueva, segln lo divulgado en el documento
D1”.

En primer lugar, entendemos que en todo momento el Sefior Examinador se refiere a
la reivindicacién 9 y que la alusién hecha a la reivindicacion 8 se trata de un error. En
segundo lugar, queremos resaltar que con el nuevo capitulo reivindicatorio presentado
se resaltan las caracteristicas novedosas de la invencion objeto de la presente
solicitud.

2.7. Analisis de nivel inventivo

El Sefior Examinador refiere que el documento D1 divulga un sobrenadante que

contiene el compuesto antimicrobiano que es secretado por B. clausii y adicionalmente
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ensefia que la sustancia producida por B. clausii O/C es activa contra las cepas de C.
difficile probadas. Por tal razén una persona de nivel medio versada en la materia en
vista de lo revelado en el documento D1 se veria motivada a incorporar el compuesto
antimicrobiano en un medicamento para el tratamiento de diarrea asociada a C.
difficile tal y como es revelado en la anterioridad. En consecuencia, el objeto de la
reivindicacion 8 se deriva de lo revelado previamente en el estado de la técnica y no
contiene nivel inventivo.

Ademas, sefiala el Sefior Examinador, el proceso reclamado en la reivindicacién 7 no
esta conformado por pasos sorprendentes para la persona del oficio medianamente
versada en la materia segun lo establecido en los documentos D1 y D2 (Documento
D1 pag. S87 columna de la izquierda Ultimo parrafo y columna de la derecha primer
parrafo y pag. S88 tercer parrafo; Documento D2 pag. 3157 columna de la izquierda
"isolation and purification”) porque este hubiera inferido sin mucho esfuerzo de su
parte, la obtencion del sobrenadante y posterior extraccion en fase soélida y
purificacion del compuesto a partir de los conocimientos que en conjunto revelan los
documentos D1 y D2. De manera que el procedimiento divulgado en la actual solicitud
es una alternativa a los procedimientos ya conocidos porque este sigue siendo util
para extraer compuestos secretados por microorganismos.

Al respecto queremos poner de presente lo siguiente:

2.71. El Documento D1 es un articulo cientifico que relaciona un estudio que
busca contribuir a la caracterizacion del mecanismo responsable de los
efectos beneficiosos de los probidticos, por ejemplo las actividades
antimicrobiales e inmunomodulatorias del probidtico B. clausii strains. En
relacion a esto, el articulo describe algunas caracteristicas sobre los
componentes antimicrobianos de los sobrenadantes libres de células de B.
clausii strains. Mas particularmente, este articulo describe que estos
componentes son relativamente termoestables y que su actividad
antimicrobiana no se afecta por el tratamiento con subtilisina, proteinasa K,
quimotripsina, lipasa, alfa amilasa o lisosima pero es inactivada por el
tratamiento con pronasa. Los autores de este articulo entonces consideran
que su trabajo demuestra que B. clausii O/C produce al menos una sustancia

antimicrobial secretada en el medio, la cual muestra una actividad en contra
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de las bacterias Gram positivas donde esta sustancia esta caracterizada
como una sustancia tipo bacteriocina debido a que su actividad antimicrobial
es sensible al tratamiento con pronasa. Sin embargo, los autores de este
articulo también mencionan que la producciéon de esta sustancia en funcién
del tiempo demuestra que los antimicrobiales poseen una cinética de
produccién de metabolitos secundarios, en contraste con las bacteriocinas
gue son considerados para ser los metabolitos primarios. Entonces no se
excluye que la sustancia producida pueda ser un antibiético natural de
polipéptido o lipopéptido.

De acuerdo con este articulo, se presentan multiples hipétesis para explicar
los resultados del estudio suministrando una contribucion a la caracterizacion
del mecanismo responsable del efecto antimicrobial pero no suministra
infformacion exacta de la caracterizacion de dicho mecanismo. Esta
ensefanza es claramente insuficiente para que una persona versada en la
materia determine la naturaleza de la sustancia activa. En consecuencia, este
articulo no puede ensefiar a una persona versada en el arte como purificar la
fraccion activa y como identificar la sustancia activa. D1 no describe o sugiere
un proceso como el definido en la nueva reivindicacién 1. A fortiori, este
articulo no describe ni sugiere un producto medicinal comprendiendo un

compuesto péptido como se define en las reivindicaciones 2 o 3.

En consecuencia, no es obvio para una persona versada en el arte obtener
una sustancia activa basada en lo descrito por el presente articulo ni a fortiori
obtener un producto medicinal que contenga el compuesto péptido. Por ende,
este articulo no puede afectar el nivel inventivo de la solicitud reivindicada.

2.7.2. El Documento D2 es un articulo cientifico que relaciona un estudio que

busca determinar la actividad antagonista del probiético Bacillus subtilis 3
contra la H. Pilori in vitro y la causa de cualquier actividad inhibitoria. Este
articulo ensefa que los sobrenadantes libres de células contienen al menos

dos compuestos antimicrobiales. Uno de estos compuestos antimicrobiales
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fue identificado como la amicoumacina A y la 6tra esta definida solamente por
ser un antibiético de nonamicoumacina.

D2 no ensefia a una persona versada en la materia como producir el
compuesto activo y, en consecuencia, ninguna combinacion con D1 podria

afectar el nivel inventivo de la invencion reclamada.

3. Modificacién de la solicitud en tramite

Con el objeto de subsanar las objeciones presentadas por su Despacho y de acuerdo con
el articulo 34 de la Decisién 486 de la Comisiéon de la Comunidad Andina, donde se
establece que la modificacién de una solicitud es posible en cualquier momento del
tramite mientras no implique una ampliaciéon de la solicitud inicial, me permito presentar
nuevo capitulo reivindicatorio corregidos. |
Las modificaciones realizadas fueron las siguientes:
3.1.  Eliminacion las reivindicaciones originales 1a6y 10 a 12.
3.2. Nueva reivindicacién 1 que comprende la reivindicacién original 7 y elementos
de las reivindicaciones originales 1, 2, 3, 4, 5, y 6.
3.3.  Nueva reivindicacién 2 que comprende la reivindicacién original 8 y elementos
de las reivindicaciones originales 1, 2, 3, 4, 5, y 6.

4. Concesion de solicitudes equivalentes

Si bien entendemos y aceptamos que cada pais es auténomo en la concesion o negacion
de los privilegios de patente, queremos resaltar el hecho que el analisis de los requisitos
para el otorgamiento de esos derechos es practicamente universal. Por lo mismo, también
gueremos llamar la atencién de este Despacho en relacién a que esta misma solicitud de
patente ha sido concedida en Europa. Nos permitimos entonces presentar el documento
EP 2013234 B1 correspondiente al privilegio concedido en Europa.
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6. ANEXOS

e Nuevo pliego reivindicatorio conformado por 2 reivindicaciones corregidas.
Formulario para modificaciones.

e Copia del documento EP 2013234 B1 correspondiente al privilegio concedido en
Europa.

Sefior Director,

%é;‘; @éwa/)@ D2

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
C.C. 35.456.344 de Usaquén
T.P.A. No. 23.555

COLO-16745-0841-001-3
(}/\ RBL\RBLAD-225546\WPC16745
No. M-2012-225546\RBL
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COLO-16745-841-001-3

Industria v Comercio
SUPERINTENDENCIA

Espacio reservado para el adhesivo de radicacién

DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
MODIFICACIONES Y/O CORRECCIONES

Identificacion del Tramite

D Error material

IZI Patente de Invencidn

[ Patente de Modelo de Utilidad
D Registro de Disefio Industrial

D Esquema de Trazade de Circuitos Integrados

IZ' Modificacion a una Solicitud en tramite

2. Datos del solicitante

H

Perscna Natural

Persona Juridica

SANOFI-AVENTIS SPA

Nombre o denominacion /Nombre o razon social completa

Nombre representante legal

Micro D
Clcc.

=
O ce

Tipo de empresa Pequena

Documento de identificacion:

Mediana

D -

Ofra

Hnir O otro Nomero

Nacionalidad/Pais de constitucion | Direccion'y domicilio del titular. Ciudad
Italia Viale Luigi Bodio No. 37/B, |1-20158 Milano Milano
Direccidn electrénica No. Fax Namero telefénico
clientes@cavelier.com 2118650 347 36 11

D Autorizo expresamente a la Superintendencia de Industria y Comercio para que todas las comunicaciones sean enviadas a

través de la direccion de correo electrénico

3. Datos del apoderado:

Apellidos y Nombre

Documento de identificacion

Tarjeta profesional

De Paez Luz Clemencia C.C. 35.456.344 T.P.A. 23.5655
Direccidn y domicilio Ciudad
Carrera 4 No. 72 -35 Bogota
Direccién electrénica No. Fax Numero telefénico
cavelier@cavelier.com 211 86 50 347 36 11

indicar el nimero de su radicacin o protocolo de poder general

En caso de haher presentado poder general para asuntos que se adelanten ante la Delegatura de Propiedad Industrial, sirvase

PI02-F17 vrl (2012-04-19)
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4. Datos del tramite

Correccion:

Expediente No 08.106.316

Aparece

Debe ser

Modificacion:

E Modificacion al capitulo reivindicatorio.
Presento nuevo capitulo reivindicatorio compuesto por 2 reivindicaciones y pido respetuosamente que
el examen de patentabilidad sea realizado sobre estas nuevas reivindicaciones presentadas.
Respetuosamente manifiesto que a pesar de eliminar materia del pliego reivindicatorio originalmente
presentado, mi representada no renuncia a la proteccion que pueda obtener sobre dicha materia y se
reserva el derecho de presentar una solicitud divisional que la contenga durante el tramite de la
presente solicitud, beneficiandose de Ia fecha de prioridad inicialmente reivindicada.

] Mmodificacion al capitulo descriptivo.

I:l Modificacion al resumen.
] Modificacion a los dibujos.

IZ! Modificacion al solicitante.
Solicito respetuosamente a su despacho tener en cuenta que el nuevo titulo de esta solicitud
de patente ha quedado como sigue: “ COMPUESTO PEPTIDICO CON ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA AISLADO DE UN CULTIVC DE BACILLUS CLAUSII Y SU PROCESO DE
OBTENCION?

5. Anexos
IZ' Documento que contiene las modificaciones o correcciones.

D Copia de la solicitud y sus anexos en formato magnético.

6. Firma

Nombre y apellidos Firma

LUZ CLEMENCIA DE PAEZ Do oy
C.C. 35.456.344 DE Usaquén : Tarjeta Profesional 23.555

" RBL\NCAWPC16745\ID-225712

PI102-F17 vrl (2012-04-19)
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REIVINDICACIONES

Un proceso para producir un compuesto péptido, dicho compuesto péptido

estando caracterizado por estar en una concentracion de 6 mg/l, por tener un

peso molecular de 2107,5 Da, por ser un lantibidtico y por presentar puentes

de lantionina y aminoacidos modificados, y por tener las siguientes secuencias

de aminodacidos

Phe — Dhb - Ala — Val — Dha — Phe ~ Ala — Abu — Pro — Gly — Ala — Gly — Glu —

Dhb - Gly — Ala — Phe — Asn — Ala — Phe - Ala

en la que Dhb representa un dideshidroaminobutirato; Dha representa una

dideshidroalanina; Abu representa un aminobutirato

donde

- presenta dos puentes de lantionina, uno entre la alanina en la posicién

3y la alanina en la posicién 7, y otro entre la alanina en la posicion 16 y
la alanina en la posicion 21; un puente de metil-lantionina entre el
residuo aminobutirato en la posicion 8 y la alanina en la posicion 11 y un
cuarto puente entre el grupo amino-vinil-cisteinico del extremo C terminal
y el residuo de la alanina en la posicion 19. |

- los residuos de los aminoacidos son enantidmeros en forma L
CARACTERIZADO PORQUE el proceso consta de los siguientes pasos:

a. Cultivo de las cepas de Bacillus clausii por tres dias en un medio Mueller
Hinton a 37°C y 180 rev/miin hasta la esporulacion de las cepas;

b. Centrifuga el cultivo obtenido en el paso (a)

Filtrar el sobrenadante del paso (b) con una membrana de 0,45 pm

d. Depositar el sobrenadante dbtenido en el paso (¢) en un cartuchorealizando
tres lavados sucesivos con NH4HCO; 25 mM, pH 8; NH,HCO; 25 mM, pH 8
+ metanol al 10% y NH4HCO;3 25 mM, pH 8 + metanol al 50% y hacer una
elucion con metanol al 100%

e. Se relne el conjunto de las fracciones activas eluidas en metanol al 100% y
concentra por evaporacidon a vacio hasta obtener un factor de reduccién
volumétrico de 10y

f. Tratar el concentrado obtenido en la etapa (e) con cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC) y recoger las fracciones del eluido

9]



2. Producto medicinal CARACTERIZADO PORQUE comprende un compuesto
péptido con un peso molecular de 2107,5 Da, es un lantibidtico y presenta
puentes de lantionina y aminoacidos modificados con las siguientes secuencias
de aminoacidos
Phe — Dhb - Ala — Val — Dha — Phe —~ Ala — Abu — Pro — Gly — Ala — Gly — Glu -
Dhb — Gly — Ala — Phe — Asn ~ Ala — Phe — Ala
en la que Dhb representa un dideshidroaminobutirato; Dha representa una
dideshidroalanina; Abu representa un aminobutirato
y donde

- presenta dos puentes de lantionina, uno entre la alanina en la posicion
3 y la alanina en la posicién 7, y otro entre la alanina en la posicion 16 y
la alanina en la posicion 21; un puente de metil-lantionina entre el
residuo aminobutirato en la posicién 8 y la alanina en la posicién 11 y un
cuarto puente entre el grupo amino-vinil-cisteinico del extremo C terminal
y el residuo de la alanina en la posicién 19.

- los residuos de los aminoacidos son enantiomeros en forma L

RBL\RBL\ID-225566\WPC16745

I
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EP 2 013 234 B1
Description

[0001] The present invention relates to a peptide compound with biological activity, in particular possessing antimi-
crobial properties, to its preparation and to its applications.

[0002] Itis known thatcertain microorganisms, when administered live to humane orto animals, are capable of exerting
a beneficial effect on the health of the host, in particular by producing antimicrobial substances.

[0003] Such organisms are generally called probiotic organisms.

[0004] Numerous studies have shown the beneficial effects, for humans or for animals, of these probiotic organisms,
in particular in the treatment of gastrointestinal disorders, such as diarrhoea, acute diarrhoea, and diarrhoea associated
with the use of medicinal drugs.

[0005] The probiotic organisms most studied to date are the lactic-acid bacteria, but it has also been reported that
other live organisms can have a beneficial effect on health.

[6006] These otherorganisms include for example Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus coaguians, Bacillus
cereus, Bacillus clatisii, Bacillus polyfermentans.

[0007] Amongthese, Bacillus clausiihas been used for many years in a pharmaceutical composition marketed under
the trade name Enterogermina®.

[0008] Thispharmaceutical compositionisintended in particularforcombating gastrointestinal disorders and comprises
a mixture of four strains of Bacillus clausii.

[0009] The antimicrobial biological activity of these probiotic organisms is generally linked to the natural production
of compounds with antimicrobial activity,-such as the lantibiotics. Thus, strains of Bacillus clausii, Streptomyces mutans,
Lactococcus lactis produce respectively subtilin, mutacins as disclosed in WO 9856411 and nisins, as disclosed in WO
2004026334 respectively.

[0010] Numerous antibiotics are used nowadays as therapeutic substances for the treatment of infectious diseases,
but pathogens are becoming more and more resistant to the pharmaceuticals that are used. Some of them are already
know to be "multi-resistant” and it is sometimes extremely difficult to treat the infections that they cause.

[0011] New molecules having antibiotic properties are therefore constantly being sought.

[0012] The purpose of the invention is to meet this demand, by proposing a compound with antimicrobial activity
obtained from Bacillus clausii.

[0013] A first object of the invention relates to a compound with antimicrobial activity.

[0014] A second object of the invention relates to a method for the preparation of the compound with antimicrobial
activity of the invention.

[0015] A third object of the invention relates to a pharmaceutical composition containing the compound with antimi-
crobial activity of the invention.

[0016] A fourth object of the invention relates to the uses of the compound with antimicrobial activity of the invention.
[0017] According to a first aspect, the invention relates to a compound with antimicrobial activity.

[0018] Thus, a molecule produced by Bacillus clausii, and which displays antimicrobial activity, has been isolated and
characterized.

[0019] The compound of the invention with antimicrobial activity is of a peptide nature an can be obtained from a
culture of Bacillus clausii in a suitable medium up until sporulation, collection of the supernatant of the culture after
centrifugation and filtration, and extraction of the fraction with antimicrobial activity.

[0020] The compound of the invention, which is mainly active against Gram-positive bacteria, can be obtained from
Baciflus clausii, and has a molecular weight of 2107.5 Da, determined by mass spectrometry by the MALDI TOF and
ESI method.

[0021] According to another characteristic, the compound of the invention is a lantibiotic, and has lanthionine bridges
and modified amino acids in its peptide sequence.

[0022] According to one of its characteristics, the compound of the invention comprises the following sequence of
amino acids and amino acid derivatives:

Phe — Dhb - Ala - Val - Dha - Phe - Ala - Abu - Pro - Gly - Ala - Gly - Glu - Dhb -
Gly - Ala-Phe - Asn - Ala - Phe - Ala

in which

Dhb represents a didehydroaminobutyrate;
Dha represents a didehydroalanine;

Abu represents an aminobutyrate.
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EP 2 013 234 B1

[0023] The compound of the invention possesses two lanthionine bridges, one between the alanine in position 3 and
the alanine in position 7, and the other between the alanine in position 16 and the alanine in position 21.

[0024] A methyl-lanthionine bridge is moreover present between the aminobutyrate residue in position 8 and the
alanine in position 11. A fourth bridge is present between the C-terminal amino-vinyl-cysteine group and the alanine
residue in position 19,

[0025] Represented with the existing bridges, the compound of the invention has the following sequence:

[ S

Phe - Dhb - Ala - Val - Dha - Phe - Ala - Abu - Pro - Gly - Ala - Gly - Glu - Dhb - Gly - Ala - Phe - Asn - Ala - Phe - Ala - NH - CH=CK-

S | S ' s

in which Dha, Dhb and Abu are as defined above.

[0026] According to a second aspect, the invention relates to a method for the preparation of the compound of the
invention.

[0027] According to the invention, the compound of the invention can be extracted from Bacillus clausii according to
the following method.

[0028] The method of preparation of the compound of the invention comprises the stages of:

- culture of strains of Bacillus clausii in a suitable medium up until sporulation of the strains;
- collection of the supernatant from the culture after centrifugation and filtration;
- solid-phase extraction of the fraction obtained and elution.

[0029] If necessary, the fraction obtained, which corresponds to the molecule of the invention, can be purified by high-
performance liquid chromatography (HPLC).

[0030] According to another embodiment, the compound of the invention can be prepared by conventional chemical
synthesis, according to methods known to a person skilled in the art.

[0031] The compound of the invention displays antimicrobial activity against Gram-positive bacteria. In particular it
has displayed antimicrobial activity against S. aureus, Enterococcus faecium, Micrococcus sp, Lactococcus lactis,
Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes and the Crram-positive bacteria of the oral cavity.
[0032] Owing to its lantibiotic character, the compound of the invention can display a wider spectrum of biological
activity, for example antiviral, antiparasitic or immunomodulating activity.

[0033] The compound of the invention can therefore be used for the preparation of medicinal products.

[0034] Thus, according to another of its aspects, the invention relates to medicinal products that contain the compound
of the invention.

[0035] These medicinal products find application in therapy, in particular in the treatment and prevention of infectious
diseases.

[0036] These medicinal products also find application in the treatment and/or prevention of intestinal disorders, for
example in the treatment and prevention of intestinal dysbiosis and endogenous vitamin disorder, as well as in adjunctive
treatment in the recovery of the intestinal microbial flora that has been altered as a result of antibiotic treatment or
chemotherapy.

[0037] They also find application in the prevention and treatment of diarrhoea, in particular acute diarrhoea and
diarrhoea associated with the use of medicinal products.

[0038] According to another of its aspects, the invention relates to pharmaceutical compositions comprising, as active
principle, the compound according to the invention, for the treatment and/or prevention of the pathologies described
above. These pharmmaceutical compositions contain an effective dose of the compound according to the invention, as
well as at least one pharmaceutically effective excipient.

[0039] Said excipients are selected, according to the pharmaceutical form and the desired route of administration,
from the usual excipients that are known to a person skilled in the art.

[0040] Inthe phammaceutical compositions of the present invention for oral, sublingual, subcutaneous, intramuscular,
intravenous, topical, local, intratracheal, nasal, transdermal or rectal administration, the compound can be administered
in dosage units, mixed with conventional phamaceutical excipients, to animals and to humans for the prevention or for
the treatment, of the disorders or diseases mentioned above.

[0041] Appropriate dosage units comprise forms for the oral route such as tablets, soft or hard capsules, powders,
granules and oral solutions or suspensions; sublingual, buccal, intratracheal, intraocular, nasal, and inhalation forms of
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administration; topical, transdermal, subcutaneous, intramuscular or intravenous forms of administration; rectal forms
of administration, and implants. For topical application, compounds according to the invention can be used in creams,
gels, ointments or lotions.

[0042] The composition of the invention can be administered by the most suitable route and at a dose that depends
in particular on the nature of the infection, on the type of host in question, on the host’s age, weight and general condition,
on concomitant treatments being received, as well as on the host's response to the treatment and to the therapeutic
rationale.

[0043] In general, for administration to humans, the composition is administered by the oral route in the form of a
pharmaceutical composition of spores. For example, the dose can be of about 10 x 10° spores daily, for example from
1 to 8 x 109 spores daily, in particular 2, 4 or 6 x 109 spores daily, in a single dose or in several doses.

[0044] There may be special cases in which higher or lower doses are appropriate; such doses are still within the
scope of the invention.

[0045] According to another of its aspects, the invention relates to the use of the compound of the invention for the
preparation of a medicinal product intended for the prevention and/or treatment of the pathologies described above.
[0046] According to another of its aspects, the invention also relates to a method of treatment of the pathologies stated
above that comprises the administration, to a patient, of an effective dose of the compound of the invention.

[0047] According to another of its aspects, the compound of the invention can also be used as an additive in cosmetic
or foodstuff compositions.

[0048] According to this use, the compound of the invention is added in an amount sufficient to inhibit increase in
bacterial growth in cosmetic or foodstuff compositions and thus permit their preservation.

[0049] The examples given below illustrate the invention though without limiting it.

1. Production of the molecule

Production of the supernatant.

[06050] An O/C strain of Bacillus clausii (obtained from the phammaceutical composition marketed with the trade name
Enterogermina®) is cultured for three days on Mueller Hinton medium at 37°C and 180 rev/min until sporulation of the
strain occurs.

[0051] The culture is then centrifuged and the supernatant is filtered with a membrane with pore size of 0.45 pm to
remove any residual cells.

Extraction

[0052] The compound with antimicrobial activity is extracted in the solid phase on a Sep Pak plus C,4 cartridge
(Waters). For this, 150 ml of supernatant obtained in the preceding stage is deposited on a cartridge and elution is
performed with 100% methanol, after three successive washings with NH;HCO; 25 mM, pH 8; NH,HCO5; 25 mM, pH
8 + 10% methanol and NH4HCO5 256 mM, pH 8 + 50% methanol.

[0053] All of the active fractions eluted with 100% methanol are combined and concentrated by vacuum evaporation
until a volume reduction factor of 10 is obtained.

f0054] Theconcentrate is stored at-20°C. No loss of activity was observed after 6 months of storage in these conditions.

Purification

[0055] Purification as far as homogenization of the substance extracted in the solid phase is performed by HPLC.
[0056] A first semi-preparative stage is carried out on a column C, Synchropack 100 x 8 mm. The fractions of eluate
that display antimicrobial activity are collected and combined. The purity of the compound obtained at the end of this
stage is greater than 80% and the yield in extraction - purification is about 6 mg-1-1 of supernatant.

[0057] A second analytical stage is performed on a column C4 Bischoff 150 x 4.6 mm. The fractions of eluate that
display antimicrobial activity are collected and combined. The purity of the compound obtained at the end of this stage
is greater than 90%.

2. Structural Investigation

Determination of molecular weight

[0058] The purified compound obtained in Example 1 above has a molecular weight of 2107.5 Da determined by mass
spectrometry using the MALD TOF method and confirmed by mass spectrometry using the ESI method.
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UV/visible absorption spectrum

[0059] The compound of the invention absorbs in the ultraviolet and has in particular a peak at 265 nm compatible
with the presence of aromatic amino acids in its structure.

Composition of the amino acids

[0060] Aftertotal hydrolysis with HCI 5.7 N, under vacuum, for 16 hours at 115°C the presence of various amino acids
is detected in the structure of the purified compound.

Investigation of the various enantiomeric forms of the amino acids

[0061] The enantiomeric forms L. and D of the amino acids that make up the sequence of the compound with antimi-
crobial activity were investigated after total acid hydrolysis, by derivatization with Nea-(2,4-dinitro-5-fluorophenyl)-L-
alanine amide {Marfey’s reagent) according to the method described by Szokan (J. Chromato., 1988, 444, pp. 115-122).
The results indicate that all the residues of the amino acids that make up the antibiotic molecule are enantiomers of the
L form.

Effects of enzymatic or chemical treatments on structure

[0062] The complete loss of activity following enzymatic treatment with Pronase confirms the peptide character of the
new antibiotic compound.

[0063] Disulphide bridges are ruled out since a cistern-specific assay proved negative. In contrast, the presence of
lanthionine bridges, sensitive to reducing treatment in an alkaline medium (Meyer, Anal. Biochem, 223, pp 185-190,
1994) can explain the loss of activity observed in the presence of p mercaptoethanol following structural modification,
detected by reverse-phase HPLC. The drop, only partial, in activity measured at the end of less drastic treatment such
as incubation at neutral pH in the presence of DTT 25 mM may be the result of specific reduction of the didehydro-amino
acids present in the structure. These observations make it possible to formulate the hypothesis according to which the
antimicrobial molecule produced by Bacillus clausiiis a lantibiotic. This family of antibiotics is normally characterized by
the presence of lanthionine bridges and modified amino acids in their structure.

Sequencing of the native molecule

[0064] Sequencingis performed using a Procise 492 A automatic sequencer (Applied Biosystem) by Edman recurrent
degradation starting from the N-terminal end. The PTH amino acids formed are analysed by reverse-bhase HPLCona
microbore C18 column. The sequencing of the antibiotic molecule, in the native state, is biocked at the end of the first
step of Edman chemical degradation. The only residue identified corresponds to a phenylalanine which occupies the N-
terminal position.

Sequencing of the molecule after chemical modification

[0065] The information relating to the potential sequence of the novel antimicrobial substance produced by Baciflus
clausii, deduced from the sequence of the encoding gene, combined with the information obtained from analysis of the
amino acid composition and from the behaviour in the reducing medium reveal the presence of post-translational mod-
ifications characteristic of the lantibiotics.

[0066] The presence of didehydro-amino acids and of lanthionine bridges in the structure is at the origin of the blocking
of sequencing of the molecule in the native state. The dehydro-amino acids such as Dha (didehydroalanine) and Dhb
(didehydroaminobutyrate) are deaminated during Edman chemical degradation and thus block the progress of the
sequencing. These same residues Dha and Dhb are not detectable by analysis of the amino acid composition after total
acid hydrolysis for the same reasons, and their deamination renders ineffective the reaction of derivatization with 6-
aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyi carbamate or with AQC (Waters), specific of the primary amine functions.
[0067] With the aim of overcoming the problems connected with the presence of modified amino acids and lanthionine
bridges, a double chemical reaction was applied to the peptide antibiotic prior to its sequencing. The method employed
was adapted from the work of Smith, Eur. J. Biochem. 2000, 267, p. 6810-6816. For this purpose, 50 nmol of the purified
peptide is taken up in 10 pl of H,O + 4 mg of NaBH,. 190 p.l of a denaturing and antioxidant solution (570 mg of guanidine
chloride + 0.1 ml of N-ethylmorpholine, adjusted to pH 8.5 and to a final volume of 1 ml with H,O) is added, then the
reaction mixture is incubated in a stream of N, for 72 hours at 37°C.

[0068] This treatment specifically reduces the didehydro-amino acids without affecting the lanthionine bridges.
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[0068] The peptide thus reduced is recovered on a Prosorb column (Perkin Elmer) equipped with a PYDF membrane.
After washing the membrane with 200 ul of 0.1% TFA, the peptide absorbed on this support is submitted to a second
reduction in the presence of ethanethiol (addition of 20 ! of a solution comprising 280 I of methano! + 200 ul of H,O
+ 65 ml of NaOH + 60 ul of ethanethiol) for one hour at 50°C.

Covalent structure of the antibiotic molecule produced with Bacillus clausii

[0070] The covalent structure is in agreement with all of the data obtained. The molecular weight calculated on the
basis of the masses of the mono-isotopic residues is 2107.5 Da. The antimicrobial molecule secreted by Bacillus clausii
is a lantibiotic possessing 4 lanthionine bridges and methyllanthionine as well as 3 didehydro-amino acid residues in its
structure. The structure is in agreement with the mass found, 2107.5 Da, with the results obtained after performing
chemical modifications on the molecule, and with the amino acid sequence deduced on the basis of the gene that codes
for its production, found in B. clausii. The structure was confirmed by NMR analysis.

[0071] The other three strains (N/R, SIN, T) of Bacillus clausii present in the pharmaceutical composition Enteroger-
mina® displayed the same profile of antimicrobial activity as the O/C strain.

Claims

1. Peptide compound that displays antimicrobial activity and can be obtained from a culture of Bacchus clausii in a
suitable Medium up until sporulation, collection of the supernatant from the culture after centrifugation and filtration,
and extraction of the fraction with antimicrobial activity characterized in that it comprises the following amino acid
sequence:

Phe — Dhb - Ala - Val - Dha - Phe - Ala - Abu - Pro - Gly - Ala - Gly - Glu - Dhb -
Gly - Ala - Phe - Asn - Ala - Phe - Ala

in which

Dhb represents a didehydroaminobutyrate;
Dha represents a didehydroalanine;

Abu represents an aminobutyrate.

2. Compound according to Claim 1, characterized in that it has a molecular weight of 2107.5 Da.

3. Compound according to Claims 1 or 2, characterized in that it is a lantibiotic and has lanthionine bridges and
modified amino acids. '

4. Compound according to any one of claims 1 to 3, characterized in that it has two lanthionine bridges, one between
the alanine in position 3 and the alanine in position 7, and the other between the alanine in position 16 and the
alanine in position 21; a methyl-lanthionine bridge between the aminobutyrate residue in position 8 and the alanine
in position 11 and a fourth bridge between the C-terminal amino-vinyl-cysteine group and the residue of the alanine
in position 19.

5. Compound according to any one of Claims 1 to 4, characterized in that the amino acid residues are enantiomers
of the L form.

6. Method for the preparation of a compound according to any one of Claims 1 to 5, which comprises the stages of
- culture of the strains of Bacillus clausii in a suitable medium up until sporulation of the strains;
- collection of the supernatant from the culture after centrifugation and filtration;
- solid-phase extraction of the fraction obtained and elution;
- if necessary, purification of the fraction obtained by high-performance liquid chromatography (HPLC).

7. Medicinal product characterized in that it comprises a compound according to any one of Claims 1 to 5.

8. Pharmaceutical composition, characterized in that it comprises a compound according to any one of Claims 1 to
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5, and at least one phamaceutically acceptable excipient.

A compound according to any one of Claims 1 to 5 for use as a medicinal product intended for the treatment and/or
prevention of intestinal disorders or of infectious diseases.

A compound according to Claim 9 for use in the treatment and/or prevention of intestinal dysbiosis and endogenous
vitamin disorder, for the recovery of the intestinal microbial flora altered as a result of antibiotic treatment or chem-
otherapy, for the treatment and prevention of diarrhoea, in particular acute diarrhoea or diarrhoea associated with
the use of medicinal products.

Use of a compound according to any one of Claims 1 to 5 as an additive in cosmetic or foodstuff compositions.

Patentanspriiche

1.

Peptidverbindung, die antimikrobielle Aktivitat zeigt und aus einer Kultur von Bacillus clausii in einem geeigneten
Medium erhalten werden kann bis zur Sporenbildung, dem Sammeln des Uberstands von der Kultur nach einer
Zentrifugation und Filtration und einer Extraktion der Fraktion mit antimikrobieller Aktivitat, dadurch gekennzeich-
net, dass sie die folgende Aminos&uresequenz umfasst:

Phe - Dhb - Ala - Val - Dha - Phe - Ala - Abu - Pro
- Gly - Ala - Gly - Glu - Dhb - Gly - Ala - Phe -
Asn - Ala - Phe - Ala

worin

Dhb fiir ein Didehydroaminobutyrat steht;
Dha fiir ein Didehydroalanin steht;

Abu flir ein Aminobutyrat steht.

Verbindung geméB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie ein Molekulargewicht von 2107,5 Da besitzt.

Verbindung gemaB den Anspriichen 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass sie ein Lantibiotikum ist und Lan-
thionin-Briicken und modifizierte Amincsauren aufweist. '

Verbindung gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass sie zwei Lanthionin-Briicken
aufweist, eine zwischen dem Alanin an Position 3 und dem Alanin an Position 7, und die andere zwischen dem
Alanin an Position 16 und dem Alanin an Position 21; eine Methyl-Lanthionin-Briicke zwischen dem Aminobutyratrest
an Position 8 und dem Alanin an Position 11 und eine vierte Brlicke zwischen der C-terminalen Amino-Vinyl-Cystein-
Gruppe und dem Rest des Alanins an Position 19.

Verbindung geman einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Aminosaurereste Enantio-
mere der L-Form sind.

Verfahrenfiir die Herstellung einer Verbindung gem&f einem der Anspriiche 1 bis 5, umfassend die folgenden Stufen:

- Kultur der Stdmme von Bacillus clausiiin einem geeigneten Medium bis zur Sporenbildung der Stamme;

- Sammeln des Uberstands von der Kultur nach einer Zentrifugation und Filtration;

- Festphasen-Extraktion der erhaltenen Fraktion und Elution;

- sofern erforderlich, Reinigung der erhaltenen Fraktion durch Hochleistungs-Fliissigchromatographie (HPLC).

Medizinisches Produkt, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Verbindung gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5
umfasst.

Pharmazeutische Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine Verbindung geméB einem der
Anspriiche 1 bis 5 umfasst, und mindestens einen pharmazeutisch akzeptablen Arzneistofftréger.
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Verbindung gemaf einem der Anspriiche 1 bis 5 fiir die Verwendung als ein medizinisches Produkt, das fir die
Behandlung und/oder Verhinderung von Darmstérungen oder von infektidsen Erkrankungen bestimmt ist.

Verbindung geman Anspruch 9 fiir die Verwendung bei der Behandlung und/oder Verhinderung von Darm-Dysbiose
und endogener Vitaminstdrung fir die Regenerierung der mikrobiellen Darmflora, die als eine Foige einer antibio-
tischen Behandlung oder Chemotherapie verandert wurde, flir die Behandlung und Verhinderung von Durchfall,
insbesondere akutem Durchfall oder Durchfallin Zusammenhang mit der Verwendung von medizinischen Produkten.

Verwendung einer Verbindung geman einem der Anspriiche 1 bis 5 als ein Additiv in Kosmetik- oder Nahrungsmit-
telzusammensetzungen.

Revendications

Composé peptidique qui présente une activité antimicrobienne et qui peut étre obtenu & partir d'une culture de
Bacillus clausiidans un milieu approprié jusqu’a sporulation, recueit du surnageant de la culture aprés centrifugation
et filtration et extraction de la fraction affichant une activité antimicrobienne,

caractérisé en ce qu’il comprend la séquence d'acides aminés suivants :

Phe-Dhb-Ala-Val-Dha-Phe-Ala-Rbu-Pro-Gly-Ala-Gly-
Glu-Dhb-Gly-Ala-Phe-Asn-Ala-Phe-Ala

dans laquelle

Dhb représente un didéhydroaminobutyrate ;
Dha représente une didéhydroalanine ;

Abu représente un amincbutyrate.

Composé selon la revendication 1, caractérisé en ce qu’il présente un poids moléculaire égal a 2107,5 Da.

Composé selon les revendications 1 ou 2, caractérisé en ce qu’il s'agit d'un lantibiotique et qu'il posséde des
ponts lanthionine et des acides aminés modifiés.

Composé selon 'une quelconque des revendications 1 & 3, caractérisé en ce qu’il posséde deux ponts lanthionine,
un entre l'alanine en position 3 et alanine en position 7 et I'autre entre 'alanine en position 16 et I'alanine en position
21 ; un pont méthyl-lanthionine entre le résidu aminobutyrate en position 8 et 'alanine en position 11 et un quatrigme
pont entre le groupe amino-vinyl-cystéine C-terminal et le résidu alanine en position 19.

Composé selon 'une quelconque des revendications 1 a 4, caractérisé en ce que les résidus d’acides aminés
sont des énantiomeres de forme L.

Procéde de préparation o’un composé selon fune quelconque des revendications 1 a 5, qui comprend les étapes
suivantes :

- la mise en culture des souches de Bacillus clausii dans un milieu approprié jusqu’a sporulation des souches ;
- le recueil du surnageant de la culture aprés centrifugation et filtration ;.

- lextraction en phase solide de la fraction obtenue et élution ;

- si nécessaire, la purification de la fraction obtenue par chromatographie liquide haute performance (HPLC).

Produit médicinal caractérisé en ce qu’il comprend un composé selon I'une quelconque des revendications 1 a 5.

Composition pharmaceutique, caractérisée en ce qu’elle comprend un composé selon 'une quelconque des
revendications 1 & 5 et au moins un excipient phamaceutiquement acceptable.

Composé selon 'une quelconque des revendications 1 a5, destiné & étre utilisé en tant que produit médicinal prévu
pour le traitement et/ou la prévention de troubles intestinaux ou de maladies infectieuses.
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10. Composé selon la revendication 9, destiné & &tre utilisé pour le traitement et/ou la prévention d’une dysbiose

11.

intestinale et d'un trouble vitaminique endogéne, pour la restauration de Ia flore microbienne intestinale altérée en
conséquence d’un traitement antibiotique ou d'une chimiothérapie, pour le traitement et la prévention de la diarrhée,
en particulier de la diarrhée aigué ou de la diarrhée associée a I'utilisation de produits médicinaux.

Utilisation d’un composé selon Pune quelconque des revendications 1 & 5, en tant qu’additif dans des compositions
cosmétiques ou alimentaires.
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