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Peptide compound with biological activity, its preparation and its applications

The present invention relates to a peptide compound with biological activity,
in particular possessing antimicrobial properties, to its preparation and to its
applications.

It is known that certain microorganisms, when administered live to humans
or to animals, are capable of exerting a beneficial effect on the health of the host, in
particular by producing antimicrobial substances.

Such organisms are generally called probiotic organisms.

Numercons 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 diarthoea, and diarrhoea
associated with the use of medicinal drugs.

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.

These other organisms include for example Bacillus subtilis, Bacillus
licheniformis, Bacillus coagulans, Bacillus cereus, Bacillus clausii, Bacillus
polyfermentans.

Among these, Bacillus clausii has been used for many years in a
pharmaceutical composition marketed under the trade name Enterogermina®.

This pharmaceutical composition is intended in particular for combating
gastrointestinal disorders and comprises a mixture of four strains of Bacillus clausii.

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 and nisins, respectively.

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 known to

be "multi-resistant" and it is sometimes extremely difficult to treat the infections

that they cause.
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New molecules having antibiotic properties are therefore constantly being -
sought.

The purpose of the invention is to meet this demand, by proposing a
compound with antimicrobial activity obtained from Bacillus claus'z'i.

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

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

A third object of the invention relates to a pharmaceutical composition
containing the compound with antimicrobial activity of the invention.

A fourth object of the invention relates to the uses of the compound with
antimicrobial activity of the invention.

According to a first aspect, the invention relates to a compound with
anfimicrobial activity.

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

The compound of the invention with antimicrobial activity is of a peptide
nature and 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.

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

According to another characteristic, the compound of the invention is a

. lantibiotic, and has lanthionine bridges and modified amino acids in its peptide

sequence.

According to one of its characteristics, the compound of the invenﬁon
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
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in which

Dhb represents a didehydroaminobutyrate;
Dha represents a didehydroalanine;

Abu represents an aminobutyrate.

5 The compound of the invention possessesr 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 is moreover present between the aminobutyrate

residue in position 8 and the alanine in position 11. A fourth bridge is present

10  between the C-terminal amino-vinyl-cysteine group and the alanine residue in
position 19.

Represented with the existing bridges, the compound of the invention has

the following sequence:

( .
Phe - Dhb - Ala - Val - Dha - Pha - Ala - Abu - Pro - Gly - Ala - Gly - Glu - Dhb - Gly ~ Ala - Phe - Asn - Ala - Phe - Ala - NH - CH=CH-

S O L

15
in which Dha, Dhb and Abu are as defined above,
According to a second aspect, the invention relates to a method for the
preparation of the compound of the invention.
According to the invention, the compound of the invention can be extracted
20  from Bacillus clausii according to the following method.

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;
25 - collection of the supernatant from the culture after centrifugation and
filtration;
- soiid-phase extraction of the fraction obtained and elution.
If necessary, the fraction obtained, which corresponds to the molecule of the

invention, can be purified by high-performance liquid chromatography (HPLC).
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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.

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 Gram-positive
bacteria of the oral cavity.

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.

The compound of the invention can therefore be used for the preparation of

medicinal products.

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

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

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.

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

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 pharmaceutical compositions contain an effective dose of the compound

according to the invention, as well as at least one pharmaceutically effective

excipient.
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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.

In the pharmaceutical compositions of the present invention for oral,
sublingual, subcutaneous, intramuscular, intravenous, topical, local, intratracheal,
nasal, transdermal or rectal adminisiration, the compound can be administered in
dosage units, mixed with conventional pharmaceutical excipients, to animals and to
humans for the prevention or for the treatment of the disorders or discases
mentioned above.

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 inbalation forms of
administration; topical, transdermal, subcutaneous, intramuscular or iniravenous
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. )

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 fhe therapeutic rationale.

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 10° spores
daily, in particular 2, 4 or 6 x 10° spores daily, in a single dose or in several doses.

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

According to ancther 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. |

According to another of its aspects, the invention also relates to a method of

//
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treatment of the pathologies stated above that comprises the administration, to a
patient, of an effective dose of the compound of the invention.

According to another of its aspects, the compound of the invention can also

be used as an additive in cosmetic or foodstuff compositions.

According to this use, the compound of the inventjon is added in an amount
sufficient to inhibit increase in bacterial growth in cosmetic or foodstuff

compositions and thus permit their preservation.

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

1. Production of the molecule

Production of the supernatant.

An O/C strain of Bacillus clausii (obtained from the pharmaceutical

composition marketed with the trade name Enterogermina®) is cultured for three
days on Mueller Hinton medium at 37°C and 180 rev/min until sporvlation of the
strain occurs.

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

The compound with antimicrobial activity is extracted in the solid phase on
a Sep Pak plus Cig 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,HCO4
25 mM, pH 8 + 10% methanol and NH-HCO; 25 mM, pH 8 + 50% methanol.

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.

The concentrate is stored at ~20°C. No loss of activity was observed after 6
months of storage in these conditions,

Purification

Purification as far as homogenization of the substance extracted in the solid

phase is performed by HPLC.

A first semj-preparative stage is carried out on a column Cs Synchropack

/-
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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" of
supernatant.

A second analytical stage is performed on a column C; 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

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.
UV/visible absorption spectrum

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

After total 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

The enantiomeric forms L and D of the amino acids that make up the
sequence of the compound with antimicrobial activity were investigated after total
acid hydrolysis, by derivatization with No-(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

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

/3
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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 185-150, 19%94)
can explain the loss of activity observed in the presence of [ 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 clausii is 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

Sequencing is performed using a Procise 492 A automatic sequencer
(Applied Biosystemn) by Edman recurrent degradation starting from the N-terminal
end. The PTH amino acids formed are analysed by reverse-phase HPLC on a
microbore C18 column. The sequencing of the antibiotic molecule, in the native
state, is blocked 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

The information relating to the potential sequence of the novel antimicrobial
substance produced by Bacillus 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 modifications characteristic of the lantibiotics.

The presence of didehydro-émmo acids and of lanthionine bﬁdges 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
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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-hydroxysuccinimidyl carbamate or with
AQC (Waters), specific of the primary amine functions.

With the aim of overcoming the problems connected with the presence of
modified amine 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 ul 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,0) is added, then the reaction mixture is incubated in a stream of N2 for
72 hours at 37°C.

This treatment specifically reduces the didehydro-amino acids without
affecting the lanthionine bridges.

The peptide thus reduced is recovered on a Prosorb column (Perkin Elmer)
equipped with a PVDF membrane. After washing the membrane with 200 pl of
0.1% TFA, the peptide absorbed on this support is submitted to a second reducticn
in the presence of ethanethiol (addition of 20 pl of a solution comprising 280 pl of
methanol + 200 pl of H,O + 65 ml of NaOH + 60 pl of ethanethiol) for one hour at
SQ°C.

Covalent structure of the antibiotic molecule produced with Bacillus clausii

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 iis production, found in B. clausii. The structure was

confirmed by NMR analysis.
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The other three strains (N/R, SIN, T) of Bacillus clausii present in the
pharmaceutical composition Enterogermina® displayed the same profile of

antimicrobial activity as the O/C strain.
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CLAIMS
1. Peptide compound that displays antimicrobial activity and can be
obtained from a culture of Bacillus 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.

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 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.

5. Compound according to Claim 4, 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.

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

7. Method for the preparation of a compound according to any one of
Claims 1 to 6, 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;

PCT/1B2007/002003



WO 2007/113691 PCT/1B2007/002003
12

- solid-phase extraction of the fraction obtained and elution;
if necessary, purification of the fraction obtained by high-performance
liquid chromatography (HPLC).

8. Medicinal product characterized in that it comprises a compound

5  according to any oﬁe of Claims 1 to 6.
9. Pharmaceutical composition, characterized in that it comprises a
compound according to any one of Claims I to 6, and at least one pharmaceutically
. acceptable excipient.
10.  Use of a compound according to any one of Clainﬁs 1 to 6 for the
10  preparation of a medicinal product intended for the treatment and/or prevention of
intestinal disorders or of infectious diseases.

11.  Use of a compound according to Claim 10 for 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

15  chemotherapy, for the treatment and prevention of diarrhoea, in particular acute
diarrhoea or diarrhoea associated with the use of medicinal products.

12. Use of a compound according to any one of Claims 1 to 6 as an

additive in cosmetic or foodstuff compositions.
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Compuesto peptidico de actividad bioldgica, su preparacidén y sus

aplicaciones

La presente invencién se refiere a uh compuesto peptidico
de actividad biocldgica, que presenta en particular propiedades
antimicrcbianas, a su preparacidén y a sus aplicaciones.

Se sabe gue determinados microorganismos pueden, cuando se
suministran vivos al ser humano o al animal, inducir un efecto
beneficioso sobre la salud del huésped, en particular mediante
la produccidn de sustancias antimicrobianas.

Los organismos de este tipo se denominan generalmente
organismos probidticos.

Numerosos estudios han mostrado que los efectos
beneficiosos para el ser humanc o el animal de estos organismos
probidticos, en particular en el tratamiento de los trastornos
gastrointestinales, tales como la diarrea, la diarrea aguda, la
diarrea asociada a la ingestidn de medicamentos.

Los organismos probiéticos mids estudiados hasta hoy en dia
son las bacterias lacticas, pero ademds se ha informado de que
otros organismos vivos pueden  presentar una actividad
beneficiosa sobre la salud.

Otros organismos de este tipo comprenden por ejemplo
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus cocagulans,
Bacillus cereus, Bacillus clausii, Bacillus polyfermentans.

Entre éstos, el Bacillus clausii se usa desde hace muchos
afilos en una composicién farmacéutica comercializada con la marca
Enterogermina®.

Esta composicidén farmacéutica estd destinada en particular
a combatir los trastornos gastrointestinales y comprende una
mezcla de cuatro cepas de Bacillus clausii.

La actividad bioldgica antimicrobiana de estos organismos
probidticos estd unida generalmente a la produccidn natural de
compuestos de actividad antimicrobiana, tales como los
lantibidéticos. De este wodo cepas de Bacillus <clausii,
Streptomyces mutans, Lactococcus lactis producen respectivamente

la sublitina, mutacinas y nisinas.
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Hoy en dia se usan numerosos antibidticos como sustancias
terapéuticas para el tratamientoc de las enfermedades infecciosas
pero los agentes patégenos se hacen cada vez mas resistentes a
las sustancias farmacéuticas utilizadas. Ya ge  conocen
determinades modos por ser “multirresistentes” y el tratamiento
de las infecciones de las que son responsables es a veces
extremadamente difiecil.

Por tanto siempre se buscan nuevas moléculas que tengan
propiedades antibidticas.

El objetivo de esta invencidn es responder a esta demanda,
proponiendo un compuesto de actividad antimicrobiana obtenido a
partir de Bacillus clausii.

Un primer objeto de la invencién se refiere a un compuesto
de actividad antimicrobiana.

Un segundo objeto de la invencidén se refiere a un
procedimiento para la preparacién del compuesto de actividad
antimicrobiana de la invencidn.

Un tercer objetoc de la invencidén se refiere a una
composicidén farmacéutica que ccontiene el compuesto de actividad
antimicrobiana de la invencidn.

Un cuarto objeto de la invencidn se refiere a los usos del
compuesto de actividad antimicrobiana de la invencidn.

Seglin un primero aspecto, la invencidén se refiere a un
compuesto de actividad antimicrobiana.

De hechc se ha aislado y caracterizado una molécula
producida por el Bacillus clausii, y que presenta una actividad
antimicrobiana.

El compuesto de la invencién de actividad antimicrobiana es
de naturaleza peptidica y es susceptible de obtenerse a partir
de un cultivo de Bacillus clausii en un medio apropiado hasta la
esporulacidn, recogida del sobrenadante del cultivo tras la
centrifugacién y filtracidn, y extraccidn de la fraccidn de
actividad antimicrobiana.

El compuesto de la invencidén, activo principalmente contra
las bacterias Gram positivas que es susceptible de obtenerse a

partir de Bacillus clausii, presenta una masa molecular de
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2107,5 Da, determinada por espectrometria de masas con el método
MALDI TOF y ESI.

Segilin otra caracteristica, el compuesto de la invencidn es
un lantibidtico que presenta en su secuencia peptidica puentes
de lantionina y aminodcidos modificados.

Segin una de sus caracteristicas, el compuesto de 1la
invencién comprende la siguiente secuencia de aminoacidos VY
derivados de aminodcidos:

Phe - Dhb - Ala - Val - Dha - Phe - Ala - Abu - Pro - Gly -
Ala - Gly - Glu - Dhb - Gly - Ala - Phe - Asn - Ala - Phe - 2la
En la gque
Dhb representa un dideshidroaminobutirato;

Dha representa una dideshidroalanina;
Abu representa un aminobutirato.

El compuesto de la invencidn presenta dos puentes de
lantionina, unc entre la alanina en la posicién 3 y la alanina
en la posicidén 7, y el otro entre la alanina en la posicidén 16 y
la alanina en la posicidén 21.

Ademas estd presente un puente de metil-lantionina entre el
residuo aminobutirato en la posicién 8 y la alanina en la
posicidn 11. Existe un cuarto puente entre el grupo amino-vinil-
cisteinico del extremo C terminal y el residuo de la alanina en
la posicidén 19.

Representado con los puentes existentes, el compuestc de la

invencién presenta la sigquiente secuencia:

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

T [

En la que Dha, Dhb y Abu son tal como se describid
anteriormente.
Segin un segundo aspecto, la invencidén se refiere a un
procedimiento para la preparacién del compuesto de la invencidn.
Segin la invencién, el compuesto de la invencidén puede

extraerse de Bacillus clausii segln el procedimientc que sigue.
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El procedimiento de preparacidén del compuesto de la
invencidén comprende las fases de:

- cultivo de las cepas de Bacillus clausii en un medio

apropiado hasta la esporulacidén de las cepas;

- recogida del sobrenadante del cultivo tras la

centrifugacién y £filtracién;

- extraccién en fase sb6lida de la fraccién obtenida vy

elucion.

En todo caso, la fraccién cbtenida, que corresponde a la
molécula de la invencidn, puede purificarse por cromatografia de
ligquidos de alta resolucidn (HPLC) .

Segiin otra mcdalidad de ejecucidén, el compuesto de la
invencidn puede prepararse mediante sintesis quimica clésica,
segin métodos conocidos por el experto en la técnica.

El compuesto de la invencidén presenta actividad microbiana
frente a bacterias Gram positivas. En particular ha mostrado una
actividad microbiana frente a S. aureus, Enterococcus faecium,
Mocrococcus  sp, Lactococcus lactis, Clostridium difficile,
Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes y las bacterias
Gram positivas de la cavidad oral.

Por su naturaleza lantibidtica, el compuesto de la
invencidén puede presentar un espectro de actividad bioldgica mas
amplio, por ejemplo antiviral, antiparasitaria o
inmunomoduladora.

El compuesto de la invencidén puede por tanto utilizarse
para la preparacidn de medicamentos.

De este modo, segin otro de sus aspectos, la invencidn
tiene por objeto medicamentos que comprenden el compuesto de la
invencidn.

Estos medicamentos encuentran su aplicacién en terapia, en
particular en el tratamiento y en la prevencién de 1las
enfermedades infecciosas.

Estos medicamentos encuentran también aplicacidén en el
tratamiento y/o en la prevencién de los trastornos intestinales,
por ejemplo en el tratamiento y en 1la prevencién del

dismicrobismo intestinal y la disvitaminosis enddgena, tal como
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también en el tratamiento coadyuvante en la.recuperacién de 1la
flora wmicrcbiana intestinal alterada a consecuencia de una
terapia antibidtica o de una quimicterapia.

Estos encuentran también aplicacién en la prevencién y en
el tratamiento de la diarrea, en particular en 1las diarreas
agudas y en las diarreas asociadas a la ingestidén de
medicamentos.

Seqin otro de sus aspectos, la invencidén se refiere a
composiciones farmacéuticas gue comprenden, como principio
activo, el compuesto segin la invencidn, para el tratamiento y/o
para la prevencién de las patclogias descritas anteriormente.
Estas composiciones farmacéuticas contienen una dosis eficaz del
compuesto seqin la invencidén, tal como también al wenos un
excipiente farmacéuticamente eficaz.

Los excipientes mencionados se eligen, segdn la forma
farmacéutica y la via de administracidén deseada, de 1los
excipientes habituales que se conocen por el experto en la
técnica.

En las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn

para la administracidén oral, sublingual, subcutanea,
intramuscular, endovenosa, tépica, local, intratraqueal,
endonasal, transdérmica o rectal, el compuesto puede
administrarse en unidades de dosificacién, en mezcla con

excipientes farmacéuticos clésicos, a los animales y a los seres
humancs, para la prevencién o para el tratamientc de las
molestias o enfermedades anteriores.

Las unidades de dosificacién aprcpiadas comprenden las
formas por via oral tales como los comprimidos, cépsulas blandas
o duras, les polves, los granulados vy las solucicnes o
suspensiones orales, las formas de administracidén sublingual,
bucal, intratraqueal, intraocular, endonasal, por inhalacién,
las formas de administracién topica, transdérmica, subcuténea,
intramuscular o endovenosa, las formas de administracién rectal
v los implantes. Para la aplicacidén todpica, pueden utilizarse
los compuestos seglin la invencién en crema, gel, pomada o

locién.
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La composicién de la invencién puede administrarse segin la
via més apropiada vy a una dosis gue depende en particular de la
naturaleza de la infeccidn, del tipo de huésped en cuestidn, de
su edad, del peso, del estado general, de los tratamientos
concomitantes que recibe, asi como también de su respuesta al
tratamiento y al régimen terapéutico.

En general, para una administracién al ser humano, la
composicidn se administra por via oral en forma de una
composicidn farmacéutica de las esporas. Por ejemplo, la dosis
puede ser de aproximadamente 10x10° esporas al dia, por ejemplo
de 1 a 8 x10° esporas al dia, en particular 2, 4 6 6 x10° esporas
al dia, en una sola administracidén o en mas administraciones.

Puede haber casos en los que sean apropiadas dosificaciones
mis elevadas o méds bajas; tales dosificaciones no se salen del
alcance de la invencidn.

Segin otro de sus aspectos, la invencién se refiere al uso
del compuesto de 1la invencibén, para la preparacién de un
medicamento destinado a prevenir y/o a tratar las patologias
descritas anteriormente.

La invencidn segtn otro de sus aspectos se refiere también
a un método de tratamiento de las patclogias indicadas
anteriormente gque comprende la administracidén, a un paciente, de
una dosis eficaz del compuesto de la invencidn.

Segin otro de sus aspectos, el compuesto de la invencidn
puede wutilizarse también como producto de adicidn en las
composiciones cosméticas o alimenticias.

Segin esta utilizacidén, el compuesto de la invencidn se
afiade en una cantidad suficiente para inhibir el crecimiento
bacterianc en las composiciones cosméticas ¢ alimenticias vy
permitir de este modo la conservacidn.

Los ejemplos que siguen ilustran la invencidn, no obstante

sin limitarla.
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1. Produccidn de la molécula

Produccidn del sobrenadante.

Se realiza un cultive de una cepa O/C de Bacillus clausii
{(que proviene de la composicidn farmacéutica comercializada con
la marca Enterogermina®) durante 3 dias sobre un medic de
Mueller Hinton a 37°C y 180 revoluciones por minuto hasta
obtener la esporulacién de la cepa.

Por tanto, se centrifuga el cultivo, luego se filtra el
sobrenadante con una membrana de 0,45 pm para eliminar todo el

residuo de células.

Extraccidn

Se efectla la extraccidén del compuesto de actividad
antimicrobiana en fase sdlida scobre cartucho Sep Pak plus Cy,
(Waters). Para hacexrlo, se depositan 150 ml de sobrenadante
obtenido en la fase anterior sobre un cartucho y se realiza la
elucidn con metanol al 100%, tras tres lavados suceslivos con
NH,HCO; 25 mM, pH 8; NHHCO; 25 mM, pH 8 + metancl al 10% y
NH,HCO; 25 mM, pH 8 + metanol al 50%.

Se redne el conjunto de las fracciones activas eluidas en
metanocl al 100% y concentra por evaporacidén a vacio hasta
obtener un factor de reduccién volumétrico de 10.

Se almacena el concentradc a -20°C. No se ha observado
ninguna pérdida de actividad tras 6 meses de conservacidn en

tales condiciocnes.

Purificacidén

Se realiza la purificacién mediante HPLC hasta 1la
homogeneizacidn de la sustancia extraida en fase sgdlida.

Se realiza una primera fase semipreparativa sobre columna
C, Synchropack 100 x 8 mm. Se recogen y retnen las fracciones de
eluato que presentan la actividad antimicrobiana. La pureza del
compuesto obtenida al final de esta fase es superior al 80% y el
rendimiento de la extraccidn - purificacién es de

aproximadamente 6 mg-1"* de sobrenadante.

(7
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Se realiza una segunda fase analitica sobre columna C,
Bischoff 150 x 4,6 mm. Se recogen y relnen las fracciones de
eluato que presentan una actividad antimicrobiana. La pureza del

compuesto alcanzada al final de esta fase es superior al 90%.

2. Estudio estructural

Determinacion de la masa molecular

El compuesto purificado obtenido en el ejemplo 1 anterior
presenta una masa molecular de 2107,5 Da determinada mediante
espectrometria de masas con el método MALD TOF y confirmada

mediante espectrometria de masas con el método ESI.

Espectro de absorcién UV/vigible

El compuesto de la invencién absorbe en el ultravioleta y
presenta en particular un pico a 265 nm compatible con 1la
presencia de aminodcidos aromdticos en su estructura.

Composiciones de los amincdcidos

Tras la hidrdlisis total con HC1 5,7 N, a vacio, durante 16
horas a 115°C se demuestra la presencia de diversos aminodcidos

en las estructura del compuesto purificado.

Investigacidn de las diferentes formas enantioméricas de 1los

aminoacidos

Se investigaron las formas enantioméricas L y D de los
aminodcideos que componen la secuencia del compuesto de actividad
antimicrobiana tras la hidrélisis &cida total, para determinar
la ramificacidn con Nu- (2,4-dinitro-5-flucrofenil)-L-alaninamida
(reactivo ‘de Marfey) segiin el métocdo descrito por Szokan (J.
Chromato., 1988, 444; padginas 115-122). Los resultades indican
que todos los residuos de los amincdcidos que constituyen 1la

molécula antibidtica son enantidmeros en forma L.
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Efectos de 1los tratamientos enzimadtico o quimico sobre la

estructura

La pérdida total de actividad posterior a un tratamiento
enzimdtico con pronasas confirma la naturaleza peptidica del
nuevo compuesto antibiétice.

Se excluyen los puentes disulfuro, ya que se ha revelado
negativa una dosificacién especifica de la cisterna. Al
contrario, la presencia de los puentes de lantionina, sensibles
al tratamiento reductor en medio alcalino (Meyer, Anal. Biochem,
223, paginas 185-190, 19%4) puede Jjustificar la pérdida de
actividad observada en presencia del B-mercaptoetanol posterior
a un cambio estructural demostradc con la HPLC de fase inversa.
La disminucidén, solamente parcial, de la actividad medida a 1la
salida del tratamiento menos drastico, tal como una incubacidn a
pH neutro en presencia de DTT 25 mM puede ser la consecuencia de
la reduccién especifica de los dideshidroamino&cidos presentes
en la estructura. Estas observaciones permiten formular 1la
hipdtesis segin la que la molécula antimicrobiana producida por
el Bacillus «clausii es un lantibidtice. Esta familia de
antibidticcs se caracteriza normalmente por la presencia en su
estructura de puentes de lantionina y de aminodcidos

modificados.

Secuenciacién de la molécula nativa

Se realiza la secuenciacidén con la ayuda de un secuenciador
automdtico Procise 492 A (Applied Biocsystem) por degradacidn
recurrente de Edman a partir del extremo N terminal. Se analizan
mediante HPLC de fase inversa sobre columna microbore C18 los
aminodcidos de PTH formados. Se bloguea la secuenciacidn de 1la
molécula antibiética, en el estado nativo, a la salida del
primer paso de degradacidén gquimica de Edman. El dnico residuo
identificadoe corresponde a una fenilalanina gque ocupa la

posicién de extremo N terminal.

Z
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Secuenciacidn de la molécula tras el cambio gquimico

Las informacicnes correspondientes a la secuencia potencial
de la nueva sustancia antimicreobiana producida por el Bacillus
clausii, deducidas de la secuencia del gen codificante,
combinadas con las resultantes de los analisis de la composicidn
de aminocacidos y del comportamiento en el medic reductor revelan
la presencia de modificaciones postraduccicnales caracteristicas
de los antibidéticos.

La presencia de dideshidroamino&cidos y de los puentes de
lantionina en la estructura estd en el origen del bloqueo de la
secuenciacién de la molécula en el estado nativo. Los
deshidroaminodcidos tales como los Dha (dideshidroalanina) y Dhb
(dideshidroamincbutirato) se desaminan durante 1la degradacidn
quimica de Edman y bloguean de este wmodo el avance de la
secuenciaciodn. Estos mismos residuos Dha y Dhb no son
detectables con el an&lisis de la composicidn en aminoacidos
tras la hidrdlisis &acida total y por las mismas razones su
desaminacién hace ineficaz la reaccidn de ramificacidédn con el
carbamato de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidilo © con AQC
(Waters), especifica de las funcicnes de aminas primarias.

Con el fin de superar los problemas unidos a la presencia
de aminodcidos modificantes y de los puentes de lantionina, se
aplicé una doble reaccidén gquimica al péptido antibiéticc antes
de su secuenciacién. Se adapta el método puesto en préactica de
los trabajos de Smith, EBur. J. Biochem. 2000, 267, paginas 6810-
6816. Con este objetivo se recuperan 50 wmmol 'del péptido
purificado con 10 ul de H,O + 4 mg de NaBH,. Se afiaden 190 pl de
una disolucidén desnaturalizante y antioxidante (570 mg de
cloruro de guanidina + 0,1 ml de N-etilmorfolina, regulada a pH
8,5 vy a un volumen final de 1 ml con H;0) luego se incuba el
medio de reaccidn bajo corriente de N, durante 72 horas a 37°C.

Este tratamiento reduce de modo especifico los
dideshidroaminodcidos sin afectar a los puentes de lantionina.

Se recupera el péptido reducido de este modo sobre una

columna Prosorb (Perkin Elmer) equipada con una membrana PVDF.

Tras el lavado de la membrana con 200 pl de TFA al 0,1%, el



10

15

20

11

péptido absorbido sobre este soporte sufre una segunda reduccidn
en presencia de etanotiol (adicién de 20 pl de una disclucidn
constituida por 280 pl de metanol + 200 pl de H,O0 + 65 ml de

NaOH + 60 pl de etanoticl) durante una hera a 50°C.

Estructura covalente de la molécula antibidtica producida con

Bacillus clausii

La estructura covalente estd de acuerdo con el conjunto de
los datos cbtenidos. La masa molecular calculada sobre la base
de las masas de los residuos monoisotdpicos es de 2107,5 Da. La
molécula antimicrobiana secretada por el Bacillus clausii es un
lantibidtico gque presenta en su estructura 4 puentes de
lanticonina y metil-lantionina tal como también 3 residuos
dideshidroaminodcidos. La estructura estd de acuerdo con la masa
hallada, 2107,5 Da, c¢on 1los resultados obtenidos tras las
modificaciones guimica efectuadas sobre la molécula, y con la
secuencia de amincécidos deducida a partir del gen que codifica
para su produccidn encontrado en el B. clausii. Se confirmdé 1la
estructura con andlisis de RMN.

Las otras tres cepas (N/R, SIN, T) de Bacillus clausii
presentes en la composicién farmacéutica Enterogermina® han
presentado el mismo perfil de actividad antimicrobiana de la

cepa 0O/C.

5/
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12
REIVINDICACIONES
1. Compuesto peptidico que presenta actividad microbiana,

susceptible de obtenerse de un cultivo de Bacillus clausii en un
medio apropiado hasta la esporulacién, recogida del sobrenadante
del cultivo tras la centrifugacién y filtracidn, y extraccién de
la fraccidén de actividad antimicrobiana.

2. Compuestc segin la reivindicacién 1, caracterizado porque
presenta una masa molecular de 2107,5 Da.

3. Compuesto segin la .reivindicacién 1 & 2, caracterizado porgue
es un lantibidtico y presenta puentes de lantionina ¥y
aminoacidos modificantes.

4. Compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
caracterizado porque comprende la secuencia de amincacidos
siguiente:

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

en la gque

Dhb representa un dideshidroamincbutirato;

Dha representa una dideshidroalanina;

Abu representa un aminobutirato.

5. Compuesto segin la reivindicacién 4, caracterizado porgue
presenta dos puentes de lantionina, uno entre la alanina en la
pesicién 3 y la alanina en la posicién 7, y otro entre 1la

alanina en la posicidén 16 y la alanina en la posicidén 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 posicidn 19.

6. Compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
caracterizado porque los residuos de los aminocdcidos son
enantidémeros en forma L.

7. Procedimiento para la preparacidén de un compuesto segin una
cualguiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende las

fases de
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- cultivo de las cepas de Bacillus clausii en un medioc
apropiado hasta la esporulacidn de las cepas;
- recogida del sobrenadante del cultivo tras la
centrifugacidn y filtracién;
- extraccidn en fase sélida del cultivo tras
centrifugacién y filtracién;
- 81 es necesario, purificacidn de 1la fraccidn obtenida
por cromatocgrafia liquida de alta resolucidn (HPLC).
8. Medicamento caracterizado porque comprende un compuesto segiin
una cualguiera de las reivindicaciones 1 a 6.
9. Composicién farmacéuticé, caracterizada porque comprende un
compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, ¥y
al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.
10. Uso de un compuesto segin un cualquiera de 1las
reivindicaciones 1 a 6, para la preparacidén de un medicamento
destinado al tratamiento y/o a la prevencidn de los trastornos
intestinales, de las enfermedades infecciosas. '
11. Uso de un compuesto segin la reivindicacién 10 para el
tratamiento y/o la prevencidn del dismicrobismo intestinal y la
disvitaminosis enddgena, para la recuperacién de 1la flora
microbiliana intestinal alterada a consecuencia de una terapia
antibidtica o de una quimiocterapia, para el tratamiento y la
prevencidn de las diarreas, en particular la diarrea aguda o la
diarrea asociada a la ingesta de medicamentos.
12. Uso de un compuesto segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 como producto de adicidén en composiciones

cosméticas o alimenticias.

WPC16745 / ID.135872
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1. Compuesto peptidico que presenta actividad microbiana,
susceptible de obtenerse de un cultivo de Bacillus clausii en
un medio apropiado hasta la esporulacion, recogida del
sobrenadante del cultivo tras la centrifugacion vy filfracion, y
extraccién de la fraccion de actividad antimicrobiana.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, caracterizado porque
presenta una masa molecular de 2107,5 Da.

3. Compuesto segun fa reivindicacion 1 ¢ 2, caracterizado
porque es un lantibidtico y presenta puentes de lantionina y
aminoacides madificantes.

4. Compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 3, caraclerizado porque comprende la secuencia de
aminoacidos siguiente:

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

en laque _

Dhb representa un dideshidroaminobutirato;

Cha representa una dideshidroalanina;

Abu representa un aminobutirato.

5. Compuesto segun la reivindicacion 4, caracterizado porque
presenta dos puentes de lantionina, uno entre la alanina en la
posicion 3 y la alanina en la posicién 7, y ofro entre la alanina
en la posicién 16 y la alanina en la posicion 21; un puente de
metil-lantionina entre ef residuo aminobutirato en la posicién 8
y la alanina en la posicion 11 y un cuarto puente entre el grupo
amino-vinil-cisteinico del extremo C terminal y ! residuo de la
alanina en la posicion 19.

6. Compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 5, caracterizado porque los residuos de los aminoacidos son
enanfiémeros en forma L.

7. Pracedimiento para la preparacion de un compuesto segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende
las fases de

- cultivo de las cepas de Bacillus clausii en un medio
apropiado hasta la esporulacitn de las cepas;

centrifugacion y fillracion;
- extraccion en
centrifugacién y filtracion;
- si s necesario, purificacion de la fraccion obtenida
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

fase sbhida del cultivo ftras

8. Medicamento caracterizado porque comprende un
compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

9. Composicibn  farmacéutica, caracterizada  porque
comprende un compuesto segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, y al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

10. Uso de un compuesto segin un cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, para la preparacién de un medicamento
destinado al tratamiento y/o a la prevencion de los trastornos
intestinales, de las enfermedades infecciosas.

11. Uso de un compuesto segun la reivindicacion 10 para el
tratamiento yfo la prevencion del dismicrobismo intestinal y la
disvitaminosis endogena, para la recuperacion de la flora
microbiana intestinal alterada a consecuencia de una terapia
antibittica o de una quimioterapia, para el tratamiento v la
prevencion de las diarreas, en particular la diarrea aguda o la
diarrea asaciada a la ingesta de medicamentos.

12. Uso de un compuesito segun una cualquiera de ias
reivindicaciones 1 a 6 como producto de adicion en
composiciones cosméticas o alimenticias.

W
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€ Indicacion de que se solicité la concesion de una patente : [V]/ )
¥ Datos de identificacién del solncnante 0 cie la persona que prebenta la solicitud [+
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FERRERQO EMILIC

REFERENCIA Radicacién No. 8 106316
Solicitud internacional PCT/IB2007/002003
Fecha inicio fase nacional 06/11/2008
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430

Oficio No. Ng1 4 0 8 6

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 28 de
la Decisidén 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacidén en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cddigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que acredita la
existencia vy <representacidén legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

2. La solicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidn del
derecho a 1la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidén 486 de la Comisién de la
Comunidad Andina. Cuandc se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberdn legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinard seglin indiquen
claramente una cesién de derechos del inventor al solicitante ¢ su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de 1o dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidén del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente reguerimiento, la solicitud se
considerara abandonada y perderd su prelacién.

Notifiguese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e}, del capitulo guinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

Continua en la pagina siguiente...
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