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DESCRIPCION
Nuevo compuesto antimicrobiano
Introduccion
La invencion proporciona un nuevo compuesto, un método para producirlo y usos como un agente antimicrobiano.
Antecedentes

Los productos naturales siguen siendo la fuente mas prolifica de nuevos antimicrobianos, y la diversidad quimica de
los compuestos naturales aun no tiene comparacion con los enfoques de la quimica combinatoria (Newman y Cragg,
2012). Si bien este ultimo se aplicé con éxito para la optimizacién principal, basicamente no logré generar farmacéforos
realmente nuevos, especialmente en el campo de los antimicrobianos. Esto se debe principalmente a limitaciones en
la variedad estructural de compuestos representados en bibliotecas combinatorias. La mayoria de los antibiéticos en
uso clinico en la actualidad se han desarrollado a partir de compuestos aislados de bacterias y hongos, siendo los
miembros de las actinobacterias la fuente dominante (Pelaez F, 2006). Los antibioticos derivados de actinobacterias
que son importantes en medicina incluyen aminoglucdésidos, antraciclinas, cloranfenicol, macrélidos, tetraciclinas, etc.
Tradicionalmente, la mayoria de estos antimicrobianos se han aislado de actinomicetos del género Streptomyces
derivados del suelo.

El documento DE 102006002427 A1 se refiere a los derivados de lisolipina de Streptomyces tendae y su uso en
composiciones farmacéuticas, mientras que WO 2007/095696 se refiere a policétidos xantonas de la clase de las
kibdelonas y su uso como agentes antibacterianos y anticancerigenos.

Sin embargo, las estrategias de aislamiento en los ultimos afios se han dirigido a ambientes no explotados como las
fuentes marinas. Los esfuerzos de bioprospeccion centrados en el aislamiento y deteccién de actinobacterias de los
habitats oceanicos han afiadido nueva biodiversidad al orden Actinomycetales y han revelado una gama de nuevos
productos naturales de valor farmacoldgico potencial (Mincer 2001). La existencia de especies de actinobacterias
marinas que son fisioldgica y filogenéticamente distintas de sus parientes terrestres ahora es ampliamente aceptada,
y se han descrito nuevos grupos taxonémicos de actinomicetos marinos para al menos seis familias diferentes dentro
del orden Actinomycetales (Fenical et al 2006).

Ademas de ser filogenéticamente distintos de sus parientes terrestres, se ha demostrado que los aislamientos marinos
poseen adaptaciones fisioldgicas especificas (por ejemplo, a alta salinidad/osmolaridad y presion) a su entorno
maritimo. La inmensa diversidad de este habitat junto con su subexplotacion es la razén fundamental para atraer a los
investigadores hacia él para descubrir nuevos productores de metabolitos. Hay una ocurrencia de distintos géneros
raros en el ecosistema marino, y se descubrié que muchos producen metabolitos secundarios nuevos y quimicamente
diversos (Riedlinger 2004), (Zotchev, 2012), (Manivasagan et al., 2014).

La mayoria de los estreptomicetos y otros actinomicetos filamentosos poseen numerosos grupos de genes para la
biosintesis de metabolitos secundarios (Bentley et al 2002), y los estudios de secuencias gendmicas han revelado que
gran parte de sus genomas se dedican a la biosintesis de metabolitos secundarios. Se han identificado varios grupos
de genes que codifican metabolitos secundarios conocidos o previstos en el genoma de diferentes cepas de
Streptomyces (Brautaset et al 2003) y el actinomiceto marino Salinispora (Bode et al, 2002). Muchos productos
naturales importantes desde el punto de vista médico, incluidos antibacterianos y antifingicos, se sintetizan mediante
estas lineas de ensamblaje multimodulares, y la extraccion de genomas para grupos de genes de metabolitos
secundarios se ha convertido en una herramienta comun para evaluar la capacidad genética de las bacterias para
producir nuevos compuestos bioactivos (Fischbach y Walsh, 2006)).

Sin embargo, incluso para productores de antibiéticos modelo bien estudiados como Streptomyces coelicolor A3(2),
las discrepancias entre el nimero de metabolitos conocidos por un lado y el nimero de rutas identificadas a partir de
datos genémicos por otro lado son tremendas (Bentley et al 2002). Estas discrepancias solo pueden explicarse por el
hecho de que la mayoria de los grupos de genes para metabolitos secundarios se silencian en condiciones de cultivo
de laboratorio estandar y que una expresion o regulacion positiva de estas rutas solo se desencadena en respuesta a
ciertas sefiales ambientales. Se ha demostrado que, al cultivar bacterias en una variedad de condiciones, es posible
obtener productos de muchas de estas rutas biosintéticas “huérfanas” (Bode, 2002).

En Engelhardt et al (2010), veintisiete actinomicetos derivados de esponjas y sedimentos marinos se clasificaron a
nivel de género utilizando taxonomia molecular. Como se ha descrito, se utilizé deteccion por PCR de genes implicados
en la sintesis de antibiodticos poliquétidos y péptidos no ribosémicos para analizar el potencial de los actinomicetos
para producir metabolitos secundarios bioactivos.

La mayoria de los antibiéticos de uso clinico en la actualidad fueron descubiertos hace mas de 5 décadas. En los

ultimos 10 afios, solo se han aprobado dos nuevos agentes antibacterianos con nuevos mecanismos de accion (la
oxazolidinona linezolida sintética y el lipopéptido daptomicina a base de productos naturales). La pérdida de eficacia
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de los farmacos existentes debido a la aparicion de patdgenos multirresistentes amenaza con dejar atras el desarrollo
de nuevos antimicrobianos. La mayoria de los farmacos antiinfecciosos se derivan o se inspiran en productos
naturales. De acuerdo con lo anterior, es mas probable que los nuevos antibidticos provengan de la investigacion
basada en productos naturales, ya que ni la investigacion basada en objetivos derivados de la genémica ni la quimica
combinatoria han proporcionado hasta ahora farmacos que realmente hayan ingresado al mercado.

Por lo tanto, la mineria de la diversidad microbiana representa la fuente mas prometedora para obtener nuevos y
diversos antimicrobianos para enfrentar los desafios con la multirresistencia emergente.

Resumen de la invencion

La invencion proporciona un nuevo compuesto, que tiene la estructura de acuerdo con la formula Il

R1 (H)

y sus sales y solvatos,

en el que Ry es un atomo de halégeno, seleccionado de cloro, bromo y yodo, R y Rz es —O-CHs, R4
es -COOH, -C(O)ORs y —C(O)NRsRs ¥ Rs y Rs son independientemente un hidrégeno, un grupo alquilo C1-Cs-, un
grupo alquenilo C-C4, un grupo alquinilo C>-C4 y un grupo fenilo.

En una realizacién de la invencion, el compuesto tiene la estructura de acuerdo con la férmula il

(111

y sales y solvatos de los mismos.

También se proporciona un método para producir el compuesto que comprende las siguientes etapas:

a) cultivar una bacteria seleccionada del grupo que consta de:

i) un aislado bacteriano depositado en virtud del Tratado de Budapest con Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstrale 7B, 38124 Braunschweig, Alemania (en lo sucesivo

denominado DSMZ) el 7 de abril, 2016 bajo el nimero de depdsito DSM 32287; y

ii) una bacteria que esta estrechamente relacionada con el aislado bacteriano en i), como una cepa con caracteristicas
genotipicas y/o fenotipicas similares a las de la bacteria aislada;
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en un medio de cultivo adecuado que comprende agua de mar;

b) extraer el compuesto de acuerdo con la invencién del cultivo.

En una realizacion del método para producir el compuesto, la bacteria es una bacteria que comprende en su genoma
un ARNr 16S que por transcripcion inversa y sintesis de la segunda cadena proporciona una secuencia que es al
menos un 80 % idéntica a la secuencia representada en SEQ ID NO: 1.

Ademas, se especifica que la etapa b) del método puede comprender la centrifugacion de las bacterias cultivadas para
obtener un sedimento celular, del que se extrae el compuesto, y la etapa de extraer el compuesto del sedimento celular
usando dimetilsulfoxido (DMSO).

En una realizacion el medio de cultivo es PM6, opcionalmente con agua de mar artificial.

También se proporciona el uso de una bacteria aislada para producir el compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon
1, en el que la bacteria se selecciona del grupo que consiste en:

a) un aislado bacteriano depositado bajo el Tratado de Budapest con DSMZ el 7 de abril, 2016 bajo el nimero de
depdsito DSM 32287; y

b) una bacteria que esta estrechamente relacionada con el aislado bacteriano de a) tal como una bacteria con
caracteristicas genotipicas y/o fenotipicas similares a la bacteria aislada.

Se proporciona ademas el uso de bacterias aisladas en el que se especifica que la bacteria estrechamente relacionada
comprende en su genoma un ARNr 16S que por transcripcion inversa y sintesis de la segunda cadena proporciona
una secuencia que es al menos un 80 % idéntica a la secuencia representada en SEQ ID NO: 1.

Otro aspecto de la invencion es una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de la invencién y uno o
mas vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables, y el compuesto para uso en terapia, tal como un agente
antimicrobiano, mas especificamente un agente antibacteriano.

Otra realizacion de la invencion es un método para tratar una infeccion bacteriana en un sujeto que comprende
administrar el compuesto de la invencion o la composicion farmacéutica a dicho sujeto.

De acuerdo con otra realizacidon mas, la infeccién bacteriana esta provocada por una bacteria multirresistente, tal como
una bacteria multirresistente Gram-positiva y/o Gram-negativa.

Otro aspecto mas de la invencién es un método no médico para matar o inhibir el crecimiento de una bacteria que
comprende la etapa de poner el compuesto de la invencién o la composicién farmacéutica en contacto con la bacteria
que se va a matar o inhibir.

La invencion también incluye el uso no médico del compuesto como agente antibacteriano.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la isoplot de LC-DAD (espectro superior) y los espectros de MS en ESI (centro) y los espectros de
MS de ESI- (inferior) de la fraccién activa del extracto MP127-ig17 fraccionado en HPLC.

La Figura 2 muestra la estructura de MBL-ABO1 con datos clave de RMN y MS que respaldan la estructura.
Descripcion detallada

La presente invencion proporciona un nuevo agente antimicrobiano. Los inventores han analizado aislados de
actinomicetos derivados de sedimentos marinos, identificando asi nuevas bacterias capaces de producir metabolitos
secundarios antimicrobianos.

Mediante el uso de cultivos en micropocillos, matraces de agitacion y fermentadores, los inventores pudieron identificar
las condiciones de cultivo para la produccion de compuestos antibacterianos y antifungicos. El enfoque condujo a la
identificacion de un nuevo compuesto antimicrobiano, MBL-ABO1.

De acuerdo con lo anterior, la invencién proporciona un nuevo compuesto antimicrobiano, como MBL-ABO1.

Los compuestos como MBL-ABO1 pertenecen a un grupo de compuestos producidos por microorganismos a menudo
denominados metabolitos secundarios.
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Por “metabolitos secundarios”, nos referimos a compuestos que los microorganismos pueden sintetizar. No son
esenciales para los procesos metabdlicos basicos, como el crecimiento y la reproduccion. Los metabolitos secundarios
pueden tener otras caracteristicas utiles, como actividad anticancerigena y/o antimicrobiana, como actividad
antifingica y antibacteriana (Behal, 2000; Bennett y Bentley, 1989)

La elucidacion de la estructura del compuesto MBL-ABO1 ha revelado que el compuesto es un compuesto nuevo que
pertenece a la clase de compuestos Xanthon. La formula molecular es como se muestra en la formula I:

Férmulas moleculares:
C27H18C|NO10 (|)

En la formula 1l se muestra una estructura molecular general del presente compuesto:

(In

H OH
R+ puede ser un atomo de haldégeno, seleccionado de cloro, bromo y yodo, Rz y R3 puede ser —O-CHs. R4 puede ser
-COOH, -C(O)ORs y —C(O)NRsRs y Rs y Rs son independientemente un hidrogeno, un grupo alquilo C4-C4, un grupo
alquenilo C2-C4, un grupo alquinilo C2-C4 y un grupo fenilo.

El compuesto de acuerdo con la invencion es un compuesto de xantén con la estructura general de la férmula II.

En una realizacion, la invencion tiene la estructura que se muestra en la formula lll, y sus solvatos y sales

(11D

Un antiguo compuesto conocido, la xantolipina, tiene la misma férmula molecular que la representada en la férmula I.
Sin embargo, una comparacion de la estructura revel6 diferencias significativas entre las moléculas de xantolipina y la
MBL-ABO1 de la invencion.

Las diferencias se resumen a continuacion:



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2909 248 T3

xantolipina [MBL-ABO1

No. de hidrégenos labiles 3 5
LogP pronosticado 2.6 4.8
Centros quirales 3 0
PKA mas bajo previsto 9.0 29

La invencion es un compuesto que tiene una estructura de acuerdo con la formula lll, y derivados, solvatos y/o hidratos
del mismo. Tal como lo proporciona la invencién, los derivados son compuestos con una estructura de acuerdo con la
férmula Il, donde R1 es un atomo de haldégeno, seleccionado de cloro, bromo y yodo, Rz y Rz es —O-CHs. R4 es -
COOH, -C(0O)ORs y —C(O)NRsRs y Rs y Rs son independientemente un hidrogeno, un grupo alquilo C4-C4, un grupo
alquenilo C2-C4, un grupo alquinilo C2-C4 y un grupo fenilo.

El término “solvato” se refiere a un compuesto sélido que tiene una o mas moléculas de disolvente asociadas con su
estructura sélida. Los solvatos se pueden formar cuando un compuesto sélido se cristaliza a partir de un disolvente,
en el que una o mas moléculas de disolvente se convierten en parte integral de la matriz cristalina sdélida. Los
compuestos de las férmulas aqui descritas pueden ser solvatos. Otro tipo de solvato es un hidrato. Un “hidrato” también
se refiere a un compuesto sélido que tiene una o mas moléculas de agua intimamente asociadas con su estructura
sélida o cristalina a nivel molecular. Un hidrato es un tipo especifico de solvato. Los hidratos se pueden formar cuando
un compuesto se solidifica o cristaliza en agua, donde una o0 mas moléculas de agua se convierten en parte integral
de la matriz cristalina sdlida. Los compuestos de las férmulas aqui descritas pueden ser hidratos.

El nuevo compuesto antibacteriano de acuerdo con la invencion es producido por bacterias actinomicetos, como una
cepa del género Actinalloteichus. En una realizacion particular, el compuesto antibacteriano de la invencion se produce
mediante el cultivo del aislado bacteriano derivado de sedimentos marinos MP127-igl7 o cepas estrechamente
relacionadas.

Por “cepas estrechamente relacionadas”, se entiende cualquier cepa que comparte caracteristicas genotipicas y/o
fenotipicas similares a la cepa aislada. En particular, esta frase abarca formas ligeramente modificadas de la cepa que
retienen sustancialmente las mismas actividades funcionales. Asi, por ejemplo, algunas adiciones, deleciones o
alteraciones de aminoacidos o nucleétidos tienen muy poco efecto; en su caso, sobre la capacidad funcional para
producir un compuesto de acuerdo con la invencion. Una definicion del término “cepas estrechamente relacionadas”
se proporciona en Peak et al, que se puede usar en este documento.

Ademas, la invencidén proporciona un método para producir un agente antimicrobiano, como MBL-AB01, que
comprende la etapa de cultivar bacterias actinomicetos, como una cepa del género Actinalloteichus. En una realizacion
particular, el compuesto es producido por una bacteria seleccionada del grupo que consiste en i) un aislado bacteriano
depositado bajo el Tratado de Budapest con DSMZ de fecha 7 de abril de 2016 bajo el nimero de depdsito DSM
32287; y ii) una bacteria que esta estrechamente relacionada con el aislado bacteriano de i) tal como una bacteria con
caracteristicas genotipicas y/o fenotipicas similares a la bacteria aislada.

La bacteria productora del compuesto, tal como se describe en el presente documento, puede ser una bacteria que
comprende en su genoma un ARNr 16S que, mediante transcripcion inversa y sintesis de la segunda cadena,
proporciona una secuencia que es al menos un 80 % idéntica, tal como al menos un 82 %, un 83 % , 85 %, 86 %,
87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 98.5 %, 98.7 %, 98.8 % 0 98.9 % 0 99 % idéntico, a la
secuencia establecida en SEQ ID NO: 1.

El experto en la materia esperara que se introduzcan alteraciones considerables en una secuencia definida en SEQ
ID NO: 1y sus subsecuencias sin alterar significativamente su estructura general, funcion y propiedades.

Por “caracteristicas fenotipicas”, se entiende la capacidad de producir el metabolito secundario de acuerdo con la
invencion, es decir, el compuesto con una estructura molecular de acuerdo con cualquiera de las formulas Il y/o Il1.
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Por “caracteristicas genotipicas”, nos referimos a rasgos caracteristicos de moléculas genéticas tales como acidos
nucleicos y aminoacidos, tales como la molécula de ARNr 16S, por ejemplo, conocida como identidad de secuencia.
Como se hace referencia en el presente documento, las “cepas con caracteristicas genotipicas similares” incluyen
bacterias que comprenden un ARNr 16S que, mediante transcripcion inversa y sintesis de la segunda cadena,
proporciona una secuencia que es al menos un 80 % idéntica, como al menos un 82 %, 83 %, 85 %, 86 %, 87 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 98.5 %, 98.7 %, 98.8 % 0 98.9 % o 99 % idéntico, al
secuencia establecida en SEQ ID NO: 1.

La expresién “aislado bacteriano” se usa a menudo para definir un cultivo de una cepa bacteriana. El aislado puede
purificarse y aislarse por diferentes medios conocidos por el experto en la materia. Un “aislado bacteriano” o “cepa
bacteriana”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un microorganismo genotipico y fenotipico unico,
rastreable hasta una colonia, tipicamente derivable de la transferencia de una muestra purificada a un medio
adecuado. Las expresiones aislado, cepa y bacteria se usan indistintamente.

De acuerdo con el método de la invencion, las bacterias se cultivan en un cultivo microbioldgico con un medio de
cultivo adecuado, conocido por el experto en la materia. En una realizacion, el medio de cultivo comprende agua de
mar.

Un “cultivo microbioldgico”, o cultivo microbiano, es un método para multiplicar organismos microbianos permitiéndoles
reproducirse en medios de cultivo predeterminados bajo condiciones de laboratorio controladas. El término “cultivo”
se usa mas generalmente de manera informal para referirse al “crecimiento selectivo” de un microorganismo especifico
como una bacteria en el laboratorio.

El compuesto de acuerdo con la invencién se puede obtener a partir de un cultivo bacteriano como se describe en
este documento.

De acuerdo con lo anterior, la invencion proporciona un método para producir el compuesto de férmula Ill y derivados,
solvatos y/o hidratos del mismo, cultivando bacterias como se describe en este documento en un cultivo con un medio
de cultivo adecuado.

En una realizacion, el medio de cultivo es un medio de crecimiento comercialmente disponible que se usa cominmente
para cultivar bacterias, como el caldo Trypton Soya (Oxoid). En ofra realizacion, el medio de cultivo es un medio de
cultivo estandar como el medio Luria-Bertani (LB). Otra realizacion mas es un medio complejo disefiado para la
produccion de metabolitos secundarios por actinomicetos como PM6 descrito en Engelhardt et al., 2010. En otra
realizacion mas, el medio de cultivo se complementa con agua de mar artificial. En una realizacién, se produce un
cultivo de inéculo con la cepa bacteriana productora del compuesto en matraces llenos de medio de caldo tripton soja
con agua de mar.

El cultivo que comprende las bacterias cultivadas puede ser opcionalmente un cultivo de produccién. Los cultivos de
produccién pueden inocularse a partir de cultivos de semillas. Los cultivos de produccién pueden producirse en
matraces llenos de un medio de cultivo adecuado, como medio PM6 con agua de mar artificial.

Por “medio de cultivo adecuado”, se entiende cualquier medio conocido por el experto en la materia adecuado para
hacer crecer la bacteria en cuestion. Como se usa en este documento, las expresiones “medio de cultivo” o0 “medio de
fermentacion” o “cultivo de células” se refieren a una solucién nutritiva utilizada para el cultivo y se referiran a todo tipo
de medios que se utilizan en el contexto del cultivo de los aislados. Normalmente, un medio de cultivo comprende una
fuente de carbono como azucares, almidon, harina o extracto de levadura, una fuente de nitrégeno como harina que
contiene proteinas y aminoacidos o sulfato de amonio y minerales como sales inorganicas.

Los medios de cultivo pueden definirse quimicamente como MR6 (llling et al., 1989), medios complejos como PM4,
PM5 y PM6 descritos en Engelhardt et al., 2010 o medios de cultivo estandar como ISP2. Otros ejemplos tipicos de
medios de cultivo para la producciéon de compuestos antibidticos son R2YE (Thompson et al., 1980), R5 (llling et al.,
1989) y AMP (Wendt-Pienkowski et al., 2005).

El método de la invenciéon comprende ademas la etapa de aislar el compuesto antibacteriano del cultivo. El aislamiento
del compuesto de las bacterias cultivadas se puede realizar por medios bien conocidos por los expertos.

Un método para obtener el compuesto es extrayéndolo del cultivo de produccién y/o del sedimento celular que se
recoge por centrifugacion del cultivo de produccion. Esto se puede hacer recolectando la materia seca que se recolecta
por centrifugacion del cultivo. Opcionalmente, la materia seca se puede lavar con metanol para extraer compuestos
que no estan relacionados con el compuesto activo.

El compuesto puede extraerse mediante un disolvente adecuado conocido por el experto en la materia.
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En una realizacion particular, la materia seca del cultivo de produccion puede recogerse por centrifugacion y
opcionalmente fraccionarse o lisarse por medios familiares para el experto en la materia, por ejemplo, liofilizando el
sedimento celular.

Ademas, el compuesto se puede extraer con un disolvente adecuado, como DMSO o DMSO con acido trifluoroacético
(TFA) al 0.1 %. El compuesto también se puede extraer con otros disolventes organicos, como alcoholes y alcanos.
La materia no disuelta se elimina opcionalmente por filtracién. En una realizacién, el compuesto se separa
adicionalmente por cromatografia, tal como HPLC. En una realizacion, la separacion se realiza mediante HPLC en
condiciones basicas.

Para evitar opcionalmente la degradacion del compuesto, el pH de las fracciones se puede ajustar, por ejemplo,
afiadiendo un tampon, como un tampoén de acetato de amonio con pH = 4, a cada uno de los viales colectores de
fracciones antes del fraccionamiento. EI compuesto activo de las fracciones se une ademas a una columna de fase
sélida, acondicionada con un alcohol, como metanol, opcionalmente acidificado con tampén de acetato de amonio a
pH=4. Una vez que el compuesto se une a la columna, las impurezas se eliminan de la columna con alcohol acidificado,
como metanol.

El compuesto se eluye adicionalmente de la columna con un alcohol, tal como metanol, opcionalmente también se
agrega tampon de acetato de amonio pH ajustado a pH = 8.0. Ademas, el método de aislamiento del compuesto puede
comprender la etapa de eliminar el alcohol u otros disolventes mediante centrifugacion al vacio, antes de afiadir agua
al compuesto vy liofilizarlo.

Un método para identificar el compuesto de la invencion es mediante el uso de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), tal como HPLC-MS o HPLC-UV y espectroscopia de masas (MS) de alta resolucion.

En Engelhardt et al (2010), se describe un proceso de aislamiento de bacterias actinomicetos marinos. El estudio
proporciond la taxonomia molecular y los analisis filogenéticos de 27 bacterias actinomicetos diferentes. En la tabla 1,
se describe un aislado denominado TSI127-17 derivado de esponja. Los andlisis de secuencia del gen 16S ARNr
revelaron que TSI127-ig17 tenia un 98.97 % de similitud genética con el Actinoalloteichus hymeniacidonis HPA177
con GenAccession No. DQ144222. En Engelhart et al. (2010), se utilizd la deteccion mediante PCR de genes
PKS/NRPS para investigar el potencial de estos aislados de actinomicetos para sintetizar metabolitos secundarios
derivados de policétidos y péptidos no ribosémicos, lo que indica el potencial de estos aislados de actinomicetos para
sintetizar metabolitos secundarios.

En este documento, se proporciona la bacteria depositada (DSM 32287) que comprende en su genoma una molécula
de ARNr 16S que tiene la secuencia representada en SEQ ID NO: 1.

Un aspecto de la invencion es el uso de nuevos aislados bacterianos de bacterias actinomicetos para producir un
compuesto antimicrobiano como MBL-ABO1.

Por lo tanto, la invencion es el uso de una bacteria en los géneros Actinalloteichus para producir metabolitos
secundarios, como el compuesto antimicrobiano MBL-ABO1. La bacteria a utilizar puede ser la cepa productora del
compuesto antimicrobiano Actinalloteichus hymeniacidonis.

En una realizacion particular, la bacteria segun este aspecto de la invencién es el aislado bacteriano (DSM 32287)
denominado MP127-ig17, o cepas estrechamente relacionadas, como se define en este documento. En ofra
realizacion particular, la invencion es el uso de una bacteria seleccionada del grupo que consiste en i) un aislado
bacteriano depositado bajo el Tratado de Budapest con DSMZ en fecha 7 de abril de 2016 bajo el nimero de depdsito
DSM 32287; y ii) una bacteria que esta estrechamente relacionada con el aislado bacteriano de i) como una bacteria
con caracteristicas genotipicas y/o fenotipicas similares a la bacteria aislada para producir metabolitos secundarios,
como compuestos que tienen una estructura de acuerdo con cualquiera de las formulas | y/o Il y/o lll, y derivados,
solvatos y/o hidratos de los mismos con las mismas propiedades funcionales que MBL-ABO1.

La bacteria productora del compuesto, tal como se describe en el presente documento, puede ser una bacteria que
comprende en su genoma un ARNr 16S que, mediante transcripcion inversa y sintesis de la segunda cadena,
proporciona una secuencia que es al menos un 80 % idéntica, tal como al menos un 82 %, un 83 % , 85 %, 86 %,
87 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 98.5 %, 98.7 %, 98.8 % 0 98.9 % 0 99 % idéntico, a la
secuencia establecida en SEQ ID NO: 1. Se han caracterizado las caracteristicas estructurales y bioldgicas del nuevo
compuesto antimicrobiano, MBL-ABO1. Se ha demostrado que el compuesto de la invencién es un poderoso agente
antibacteriano que inhibe el crecimiento de una variedad de cepas bacterianas, incluidas las bacterias resistentes a
multiples farmacos.

La actividad antibacteriana ha sido determinada por estudios in vitro, tal como se describe en el ejemplo 5.
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También se ha demostrado in vitro que MBL-ABO1 es menos citotéxico que compuestos comparables como
Xantolipina, como se describe en el Ejemplo 6. Por lo tanto, MBL-ABO1 es un candidato muy atractivo como agente
antimicrobiano, util en diferentes composiciones farmacéuticas.

De acuerdo con lo anterior, la invencién también proporciona el uso del compuesto de la invencién en aplicaciones
médicas, como en terapia. La invencion incluye un compuesto de férmula | y/o Il y/o lll, o una de sus sales o solvatos
farmacéuticamente aceptables, para uso en terapia, en particular para el tratamiento de infecciones bacterianas.

Los términos “tratar”, “trata” y “tratamiento” incluyen (i) prevenir que ocurra una enfermedad, afeccion patoldgica o
médica (por ejemplo, profilaxis); (ii) inhibir la enfermedad, afeccion patoldégica o médica o detener su desarrollo; (iii)
aliviar la enfermedad, afeccion patologica o médica; y/o (iv) la disminucién de los sintomas asociados con la
enfermedad, patologia o afeccion médica. Por lo tanto, los términos “tratar”, “trata” y “tratamiento” pueden extenderse
a la profilaxis y pueden incluir previene, prevenir, disminuir, detener o revertir la progresion o gravedad de la afeccion
o los sintomas que se tratan. Como tal, el término “tratamiento” puede incluir administracion médica, terapéutica y/o

profilactica, segun corresponda.

Los términos “inhibir”, “inhibe” e “inhibicion” se refieren a ralentizar, detener o invertir el crecimiento o la progresion de
una enfermedad, infeccion, afeccion o grupo de células. La inhibicion puede ser superior a aproximadamente el 20 %,
40 %, 60 %, 80 %, 90 %, 95 % 0 99 %, por ejemplo, en comparacién con el crecimiento o progresion que se produce
en ausencia del tratamiento o contacto.

Los compuestos de la invencion y sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables pueden usarse solos, pero
generalmente se administraran en forma de una composicién farmacéutica en la que el compuesto/sal/solvato
(ingrediente activo) esta asociado con excipientes farmacéuticamente aceptables, diluyentes o portadores. Tales
composiciones farmacéuticas son proporcionadas por la invencion.

Los compuestos descritos en el presente documento se pueden usar para preparar composiciones farmacéuticas
terapéuticas, por ejemplo, combinando los compuestos con un diluyente, excipiente o vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Los compuestos se pueden afiadir a un vehiculo en forma de sal o solvato. Por ejemplo, en los casos en
los que los compuestos son suficientemente basicos o acidos para formar sales acidas o basicas estables y no toxicas,
puede ser apropiada la administracion de los compuestos como sales. Ejemplos de sales farmacéuticamente
aceptables son las sales de adicidon de acidos organicos formadas con acidos que forman un anién fisiolégicamente
aceptable, por ejemplo, tosilato, metanosulfonato, acetato, citrato, malonato, tartrato, succinato, benzoato, ascorbato,
a-cetoglutarato y 0O-glicerofosfato. También se pueden formar sales inorganicas adecuadas, incluyendo sales de
clorhidrato, haluro, sulfato, nitrato, bicarbonato y carbonato (Berge et al 1997).

Por lo tanto, la invencidn proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de féormula 1l y/o
lll, o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables. Tal composicion es Util en el tratamiento de diferentes
infecciones microbianas.

La presente invencion se relaciona ademas con composiciones que comprenden las cepas, caldo de cultivo, medios
de cultivo, indculo, extractos, sedimento celular o compuestos de férmula Il y/o lll y sus sales de la invencion, asi como
a su uso para la proteccidon contra infecciones por microorganismos nocivos, y a métodos correspondientes que
comprenden el tratamiento de animales, incluidos los seres humanos, contra infecciones microbianas con una cantidad
eficaz de las composiciones, cepas, caldo de cultivo, medios de cultivo, indculo, extractos, sedimento celular o
compuestos de férmula Il y/o Il y sus sales o solvatos de la invencion.

Como se usa aqui, “composicion” en referencia a un producto (cepa microbiana, agente, compuesto o formulacion) de
la presente invencion se refiere a una combinacion de ingredientes, en el que “formular” es el proceso de usar una
férmula, como una receta, para una combinacidon de ingredientes, a afiadir para formar la formulaciéon. Dicha
composicion también puede denominarse formulacién. Las cepas, el caldo de cultivo, los medios de cultivo, el indculo,
los extractos, el sedimento celular o los compuestos de féormula Il y/o lll y las composiciones de la invencion,
respectivamente, son adecuados como agentes antimicrobianos o antibiéticos.

Se describe un kit que comprende un cultivo bacteriano aislado con nimero de acceso DSM 32287, las cepas, caldo
de cultivo, medios de cultivo, indculo, extractos, sedimento celular o compuestos de férmula | y/o Il y/o Il y sus sales
de la invencion. Un kit que comprende el cultivo bacteriano aislado, las cepas, caldo de cultivo, extractos, extractos
libres de células, medios de cultivo, indculo o compuestos de férmula | y/o 1l y/o lll y sus sales de la invencion, es util
para tratar un amplio espectro de infecciones bacterianas.

La invencién proporciona ademas un proceso para la preparacion de una composiciéon farmacéutica de la invencion,
que comprende mezclar un compuesto de férmula Il y/o Il o una de sus sales o solvatos farmacéuticamente aceptables
con un diluyente, excipiente farmacéuticamente aceptable o vehiculo. El experto en la materia podra identificar
excipientes farmacéuticos adecuados dependiendo de la ruta de administracion.
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Se proporciona el compuesto para uso como medicamento, tal como un agente antimicrobiano, mas especificamente
un agente antibacteriano.

La actividad antibacteriana in vitro de la invencion se determiné frente a un panel de cepas bacterianas. Como se
muestra en los ejemplos, un compuesto de acuerdo con la invencion es activo frente a bacterias Gram-positivas
multirresistentes, incluidas Enterococcus faecium resistentes a la vancomicina.

También se proporciona el uso de una bacteria, como el aislado bacteriano depositado o una cepa estrechamente
relacionada, para producir el compuesto.

La invencion proporciona métodos terapéuticos para tratar infecciones en un mamifero, que implican administrar a un
mamifero que tiene una infeccién una cantidad eficaz de un compuesto o composiciéon descritos en el presente
documento. Un mamifero incluye primates, humanos, roedores, caninos, felinos, bovinos, ovinos, equinos, porcinos,
caprinos, bovinos y similares. La infeccion puede ser una infeccidon bacteriana, por ejemplo, una causada por una
bacteria descrita en este documento. También se proporciona un método para matar o inhibir el crecimiento de una
bacteria, que comprende la etapa de poner en contacto el compuesto de acuerdo con la invencién con la bacteria que
se va a matar. Este método puede comprender adicionalmente la etapa de poner en contacto la bacteria con una
composicion farmacéutica como se describe en este documento.

La capacidad de un compuesto de la invencién para tratar una infeccion bacteriana puede determinarse utilizando
ensayos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, se conocen el disefio de protocolos de tratamiento, la evaluacion
de la toxicidad, el analisis de datos, la cuantificacion de la muerte celular y la importancia biolégica del uso de pantallas
antibacterianas. Ademas, la capacidad de un compuesto para tratar una infeccién bacteriana o matar o inhibir bacterias
puede determinarse utilizando los ensayos que se describen en el presente documento.

Las referencias en la memoria descriptiva a “una realizacion”, “una realizacion”, etc., indican que la realizacién descrita
puede incluir un aspecto, caracteristica, estructura, fraccion o caracteristica particular, pero no todas las realizaciones
incluyen necesariamente ese aspecto, caracteristica o estructura, fraccion o caracteristica. Ademas, tales frases
pueden, pero no necesariamente, referirse a la misma realizacion a la que se hace referencia en otras partes de la
especificacion. Ademas, cuando un aspecto, caracteristica, estructura, fraccidén o caracteristica en particular se
describe en relacién con una realizacion, esta dentro del conocimiento de un experto en la técnica afectar o conectar
dicho aspecto, caracteristica, estructura, fraccion o caracteristica con otras realizaciones, ya sea que se describan
explicitamente o no.

Las formas singulares “un”, “una” y “Ia” incluyen una referencia plural a menos que el contexto dicte claramente lo
contrario. Asi, por ejemplo, una referencia a “un compuesto” incluye una pluralidad de dichos compuestos, de modo
que un compuesto X incluye una pluralidad de compuestos X. Se observa ademas que las reivindicaciones pueden
redactarse para excluir cualquier elemento opcional. Como tal, esta declaracidon pretende servir como base
antecedente para el uso de terminologia exclusiva, como “Unicamente”, “Unicamente” y similares, en relacién con la
mencion de elementos de reivindicacion o el uso de una limitacion “negativa”.

El término “y/o” significa cualquiera de los elementos, cualquier combinacién de elementos o todos los elementos con
los que se asocia este término.

El término “aproximadamente” puede referirse a una variacion de = 5%, £ 10%, = 20% o = 25 % del valor
especificado. Por ejemplo, “alrededor del 50” por ciento puede tener en algunas realizaciones una variacion del 45 al
55 por ciento.

Como comprendera el experto en la materia, todos los numeros, incluidos los que expresan cantidades de
ingredientes, propiedades como el peso molecular, las condiciones de reaccion, etc., son aproximaciones y se
entiende que estan opcionalmente modificados en todos los casos por el término “aproximadamente”. Estos valores
pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que buscan obtener los expertos en la técnica utilizando las
ensefianzas de las descripciones del presente documento. También se entiende que tales valores contienen
inherentemente la variabilidad resultante necesariamente de las desviaciones estandar encontradas en sus
respectivas mediciones de prueba.

Ejemplos
Ejemplo 1: Aislamiento de MP127-ig17
Aislamiento y taxonomia de MP127-ig17

El aislamiento de un aislado bacteriano perteneciente a Actinoalloteichus hymeniacidonis (TSI127-17) se ha descrito
anteriormente (Engelhardt et al., 2010).

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2909 248 T3

En breve, se recolectaron muestras de esponjas de la cresta de Tautra (63°36'53"N, 10°31'22"E, Fiordo de Trondheim,
Noruega) a 60 m de profundidad. El material homogeneizado se sembré en placas en diferentes medios de agar y el
aislado, denominado MP127-ig17, se aislé del medio de agar IM18: 3 g/l de harina de cangrejo, 2 g/l de harina de
algas marinas, 20 g/l de agar, pH 8.0, preparado con 0.5x de agua de mar natural y 1 ml/l de solucién de vitamina B
(5 mg/l cada uno de tiamina-HCI, riboflavina, niacina, piridoxina-HCI, inositol, Ca-pantotenato, acido p-aminobenzoico,
2.5 mgl/l de biotina). MP127-ig17 no crecio en este medio en ausencia de agua de mar.

La secuenciacion del 16S ADNr mostr6 un 98.97 % de similitud génica con Actinoalloteichus hymeniacidonis HPA177.

MP127-ig17 ha sido depositado bajo el Tratado de Budapest con DSMZ en fecha 7 de abiril, 2016 bajo el numero de
depodsito DSM 32287.

Deteccién de bioactividad

Los aislados de la muestra de esponja se cultivaron en diferentes medios de produccion a 25 °C y los extractos se
seleccionaron mediante un ensayo de difusidon en agar como se describio anteriormente (Engelhardt et al., 2010). El
aislado denominado MP127-ig17 se cultivdo en medio PM6 (almidén soluble 10 g/l; extracto de levadura 2 g/l; glucosa
10 g/l; glicerol 10 g/I; polvo de maiz fermentado 2.5 g/l; peptona 2.0 g/l; CaCO3 3.0 g/l) con 25 % 2 x agua de mar
artificial. Se prepar6 2 x agua de mar artificial de la siguiente manera: 1.34 g/l KCl, 2.72 g/l CaCl» x 2H»0, 12.58 g/l
MgSO4 x 7H20, 9.32 g/l MgCl., x 6H20, 0.36 g/l de bicarbonato de sodio, pH=7.8. La solucién se esteriliz6 por filtracion.

Se demostré que los extractos de MP127-igl7 fueron capaces de inhibir el crecimiento de Micrococcus luteus
ATCC9341, Enterococcus faecium CCUG37832, Candida albicans ATCC10231 y Candida albicans CCUG39434.

Ejemplo 2: Identificacion del compuesto bioactivo, MBL-ABO1

El in6culo de MP127-igl7 se produjo en matraces de agitacion de 500 ml llenos con 100 ml de caldo de tripton y soja
(Oxoid) con 0.5 x agua de mar artificial. El cultivo se incubé a 30 °C durante 5 dias. Los cultivos de produccion se
inocularon (3 %, vol/vol) a partir de cultivos de semillas. La produccién se realizé en matraces de agitacion de 500 ml
llenos con 125 ml de medio PM6 con 0.5 x agua de mar artificial. El cultivo se incubd a 25 °C durante 12 dias. El cultivo
se liofilizd y se extrajo con DMSO.

El extracto de DMSO se fraccion6é en un sistema de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) Agilent serie
1100 con una columna Zorbax Bonus-RP (2.1 x 50 mm, 3.5 ym) conectada a un detector de matriz de diodos (DAD)
y un sistema colector de fracciones. Se usaron metanol y acetato de amonio 10 mm (pH 4) como fase mévil, y el
gradiente de metanol se incremento linealmente de 10 a 90 % durante 24 min. Se tomaron muestras de las fracciones
cada minuto durante todo el proceso. Las fracciones se secaron en una centrifuga de vacio y se volvieron a disolver
en DMSO.

Se analiz6 la actividad de las fracciones en un bioensayo basado en liquido robético con Micrococcus luteus
ATCC9341 y Enterococcus faecium CCUG37832 como organismos indicadores. Las fracciones activas se analizaron
en un sistema Agilent HPLC con una columna Zorbax Bonus-RP (2.1 por 50 mm, 3.5 uym) conectada a un DAD y un
aparato de tiempo de vuelo (TOF) para determinar la masa exacta del compuesto bioactivo. Se usaron acetato de
amonio 10 mm (pH 7) y acetonitrilo como fases moviles, y la ionizacién por electropulverizacion se realizé en modo
negativo.

Un pico de aborto UV a 395 nm en la fraccion activa se correlacion6 con picos en cromatogramas LCMS Q-Tof con
ionizacion por electropulverizacion positiva y negativa consistente con la masa molecular de MBL-ABO1. Después de
obtener la estructura molecular correcta, la masa molecular se ha calculado en 551,061927. Los espectros se
muestran en la figura 1.

Ejemplo 3: Caracterizacion del compuesto activo, MBL-ABO1.
Marcaje de isétopos y determinacion de la formula molecular

La formula molecular de MBL-ABO1 se determind mediante la produccion en medios con compuestos etiquetados '3C,
5N o 3C y ®N. Las semillas se produjeron en un cultivo en dos etapas. Primero se inocul6 MP127-igl7 en caldo de
cultivo TSB suplementado con 50 % de agua de mar y se incubo durante 4 dias, luego se reinocul6 la semilla en medio
E. coli-OD2 con etiquetado '3C, SN o 3C + '®*N de marchitamiento (Silantes) suplementado con agua de mar al 50 %
e incubado durante 6 dias. Las semillas se transfirieron a medios de produccion con la siguiente composicion: Medio
E. coli-OD2 con etiquetado '3C, N o 3C + '®N de marchitamiento (Silantes); 537 ml/l, (NH4)2SO4 sin etiquetar o
etiquetado °N; 0.34 g/I, MgSO4 x 7H,0; 0.17 g/l, CaCO3; 2.1 g/l, KH,PO4; 0.086 g/l, glucosa sin etiquetar o etiquetada
13C; 10 g/l, TMS1 (Olga Sekurova Havard Sletta 1999); 1.3 ml/l y se incub6 durante 11 dias. El cultivo se liofilizo, se
extrajo con DMSO y se analiz6 como se describié anteriormente. La masa en modo negativo (M-H) de MBL-ABO1 sin
etiquetar, etiquetada '3C, etiquetada "°N y '3C y etiquetada >N fue 550.05, 577.05, 551.05 y 578.14 respectivamente.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2909 248 T3

Por lo tanto, el aumento de la masa atémica debido al etiquetado *C y N demuestra que MBL-ABO1 tiene 27
carbonos y 1 nitrégeno.

Determinacion de férmula molecular y elucidacion de estructura con FT-ICR

La caracterizacion de MBL-ABO1 se realizé mediante infusiéon directa en un MS Bruker Solarix 12T FT ICR equipado
con una fuente ESI. Los espectros de MS se registraron en modo ESI positivo y negativo. Los iones mas abundantes
en los espectros fueron aislados y fragmentados por CID. La calibracion de masa se realizé externamente usando un
estandar NaTFA. La muestra se diluy6 en metanol/agua.

Se uso el software de analisis Bruker Compass Data para predecir posibles composiciones de formulas moleculares
para los iones detectados. La prediccion se realizé teniendo en cuenta la presencia de C, H, N, O para todos los iones.
Ademas, otros elementos; S, Br, Cl, P, etc. se incluyeron en busquedas en las que el patrén de isétopos sugeria la
presencia de otros atomos ademas de C, H, N y O. La prediccion se realiz6 inicialmente con un error de masa de 2
ppm. Los patrones de is6topos tedricos de las formulas moleculares sugeridas se compararon con las sefiales en los
espectros de MS. Los andlisis HDX se realizaron diluyendo una muestra de MBL-ABO1 en d4-metanol y los espectros
CID se registraron después de 60, 120 min y 240 horas.

El patron de isétopos muestra la presencia de Cl. La férmula molecular se identific6 como C27H1sCINO+o y esta formula
es consistente con los resultados del experimento de etiquetado de fermentacion y la distribucion isotopica observada
con LC-QTOF y FT-ICR. Los experimentos de fragmentacion muestran la pérdida de CO; seguido por agua del ion
molecular sugerido. Los analisis HDX muestran la presencia de un maximo de 5 protones intercambiables.

Elucidacion estructural con RMN

El objetivo fue identificar la estructura quimica de la molécula identificada como compuesto activo en el Ejemplo 2, con
una masa de 551.061927 Da, y la férmula quimica de C,7H1gCINO+o. La xantolipina es la Unica molécula divulgada en
el dominio publico con esta formula quimica, pero los datos muestran claramente que MBL-AB0O1 no es idéntica a la
xantolipina.

Se obtuvo un vial de 0.7 miligramos de MP127-igl7 purificada. El material sélido se almacend a -18 °C hasta que se
realizaron los experimentos de RMN.

La muestra se disolvié en 120 ul de DMSO-d6 en el vial. La solucién se transfirié a una muestra de RMN de 3 mm,
PN027-20-02. Se usaron 60 pl adicionales de DMSO-d6 para enjuagar el vial y esta solucién de lavado también se
transfirio al tubo de RMN. El tubo se lavd con gas nitrégeno antes de colocar la tapa. Los experimentos de RMN se
realizaron en el espectrémetro de 800 MHz con una criosonda TCO (bobina interna '3C, es decir, optimizada para la
deteccion de carbono).

La identificacion del espectro 'H reveld una muestra muy pura de MBL-ABO1. La muestra se analizé mas mediante
una serie de espectros de RMN adicionales (ver figura 2).

La estructura propuesta de MBL-ABO1 (ver formula lll) esta respaldada y es consistente con todos los datos de RMN
y MS disponibles. La estructura también se considera razonable con respecto a los datos y publicaciones sobre rutas
biosintéticas de compuestos relacionados (por ejemplo, xantolipina), asi como totalmente realista desde una
perspectiva de quimica organica general.

(I11)

Ejemplo 4: Aislamiento del principio activo de cultivo bacteriano con 0.5 x agua de mar artificial

El cultivo de MP127-igl7 para la produccion de MBL-ABO1 se realiz6 en fermentadores Applicon de 3 litros con medio
PM6_MOD3 de 1.65 litros en fermentacion por lotes (La composicion del medio PM6_MOD3 utilizado: almidén soluble

12



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2909 248 T3

30 g/l; extracto de levadura 2 g/l ; licor de macerado de maiz 2.5 g/l; peptona 2.0 g/l; CaCO3 3.0 g/l). Las
fermentaciones se realizaron durante 8 dias a 25 °C con 0.25 vvm de aireacion (flujo de volumen de gas por unidad
de volumen de liquido por minuto) desde el inicio, luego se redujeron a 15 vvm para el resto del cultivo y agitacion. El
oxigeno disuelto estaba por encima del 30 %. Los cultivos de semillas para las fermentaciones se prepararon en
matraces de agitacion con deflectores de 500 ml con 100 ml de medio de caldo de triptona y soja (Oxoid).

La materia seca del caldo de fermentacion PM6_MOD3 se recogio por centrifugacion y luego se secd por congelacion.
A continuacion, el polvo resultante se lavé con 50 ml de metanol/g de polvo y se extrajo dos veces con 5y 10 ml de
DMSO/g de polvo, respectivamente. Los dos extractos de DMSO se mezclaron y luego se liofilizaron. El extracto seco
se resuspendio en una pequefia cantidad de DMSO y la materia no disuelta se eliminé por filtracion.

El extracto se separd en un sistema HPLC Agilent con una columna Zorbax eclipse XBD-C18, 5 uym, 9.4 x 250 mm
conectada a un detector de matriz de diodos y un colector de fracciones. Acetato de amonio 20 mm al que se afiadio
0.4 ml de NHa/l al 25 % [A] y metanol se utilizaron como fases moviles. La HPLC se ejecuté isocraticamente al 76 %
[B] durante los primeros 7.5 min. De 7.6 a 9.0 min se aplicd 100 % [B]. El compuesto activo eluyd aproximadamente a
los 5.5 min. Para evitar la degradacion del compuesto, se afiadié 0.01 x el volumen de fraccion de 50 g/l de acetato
de amonio pH=4 a cada uno de los viales colectores de fracciones antes del fraccionamiento. El compuesto activo de
las fracciones se unié a una columna de fase solida (60 mg Oasis HLB) que se acondicion6 con metanol al 100 %,
luego se afiadié metanol al 76 %, 50 g/l de acetato de amonio al 0.1 %, pH 4. Después de unir el compuesto a la
columna, la columna se lavd con 1.5 ml de metanol al 85 % pH=4, luego con 5ml de metanol al 76 % pH=4. El
compuesto se eluyd de la columna con metanol al que se afadié 0.1 % de 50 g/l de acetato de amonio pH=8. El
metanol se elimind en una centrifuga de vacio; al compuesto se le afiadié agua y se liofilizo.

Ejemplo 5: Actividad antibacteriana in vitro (determinacion de MIC) de MBL-ABO1, una comparacién con otros
compuestos antimicrobianos conocidos.

MBL-ABO1 se probd frente a un panel de patégenos Gram-negativos y Gram-positivos. Las CIM para todas las cepas
bacterianas grampositivas y gramnegativas se determinaron mediante pruebas estandarizadas de microdilucion
utilizando caldo Mueller-Hinton (Acumedia). Indculos bacterianos que contienen 5 x 10° Se incubaron UFC/ml durante
19 h a 35 °C en presencia de diferentes concentraciones de antibiético de acuerdo con los protocolos del Clinical and
Laboratory Standards Institute. Las cepas bacterianas se obtuvieron de las colecciones de cultivos ATCC (American
Type Culture Collection), NCTC (National Collection of Type Cultures) y CCUG (culture collection university of
Goteborg Suecia).

Las CIM de MBL-ABO1, que oscilaron entre menos de 0.032 y 0.5 pug/ml para la mayoria de las cepas grampositivas,
fueron comparables o inferiores a las del antibidtico de referencia vancomicina, gentamicina, estreptomicina y
daptomicina (Tabla 1). MBL-ABO1 también inhibié el crecimiento de cepas bacterianas resistentes a la vancomicina
representadas por enterococo faecalis CCUG 37832 y E. faecium CTC 492, con una MIC de 0.25 y 0.5 pug/ml,
respectivamente.

Tabla 1. Actividad antibacteriana in vitro del compuesto MBL-ABO1 contra diferentes cepas bacterianas.
MIC pg/ml

MBL-AB (+)01 | Vancomicina | Gentamicina | Estreptomicina | Daptomicina

E. faecalis CCUG 37832* 0.25 >16 16 >16 >16
E. faecalis CTC 492 0.5 1 16 >16 >16
M. luteo, ATCC 9341 0.063 1 4 8 0.5
S. aureus ATCC 29213 <0.032 2 4 16 4
S. aureus ATCC 43300 (MRSA) 0.032 2 16 16 4
S. aureus NCTC 6571 0.032 2 4 16 4

*) Enterococcus faecium CCUG37832: aislado clinico multirresistente vanA positivo. Mic (ug/ml): Ampicilina (20),
clortetraciclina (>10), eritromicina (>20), lincomicina (>10), vancomicina (>20), apramicina (>20), bacitracina (>8),
cicloserina (>8), espectinomicina (> 8), sensibilidad: Gramicidina (0.01)

Ejemplo 6: Determinacion de citotoxicidad in vitro de MBL-ABO1 y Xantolipin para células de fibroblastos IMR90

La citotoxicidad de MBL-ABOQ1 y Xantolipina se evalu6 en ensayos in vitro con célula de fibroblastos de pulmén humano
IMR90 (ATCC CCL-186).
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Se aislé MBL-ABO1 como se describi6é en el ejemplo 5 anterior. La xantolipina se obtuvo de la Universidad Shaghai
Jiao Tong, China. Se estableci6 una solucién madre de xantolipina en metanol, y la concentracion de la solucién madre
de xantolipina se correlacioné con MBL-ABO1 sobre la base de la absorcién UV/vis suponiendo que los compuestos
tienen coeficientes de extincion similares a 395 nm.

Las células IMR90 se cultivaron en DMEM - glucosa baja (Sigma) complementado con L-Glutamina 2 mm, MEM NEAA
al 1 % (Sigma), piruvato de sodio 1 mm, HEPES 10 mm y Pen-Strep 100 U/ml. Las células se subcultivaron dos o tres
veces por semana en proporciones entre 1:2 y 1:8, dependiendo de la confluencia. El dia anterior a la exposicion de
las células a los compuestos, 30 ul de suspension celular con 1.2 x 10% Se sembraron células IMR90 por ml en placas
de 384 pocillos (Corning Assay Plate, 3712) usando una estacién de trabajo robética Tecan EVO con unidad de pipeteo
MCAS384 usando puntas desechables (Tecan MCA 125 ul, 300 51 808). Las microplacas con suspension celular se
agitaron a 1600 rpm con 2.5 mm de amplitud (Bioshake) durante 20 segundos después de la siembra. La suspension
celular se transfirié a las microplacas desde un depdsito agitado (Depdsito base plana 300 ml 10723363) con barras
agitadoras magnéticas estériles (15 x 4.5 mm VWR 442-4522) con agitacion a 350 rpm colocadas en Tecan EVO. Las
microplacas con las células IMR90 se incubaron a 37 °C con una atmdsfera de CO2 al 5 %.

El dia de la exposicion de las células se realizaron diluciones en serie de MBL-ABO1 y Xantolipina en DMSO. Las
diluciones en serie con los compuestos se diluyeron mas en medio de cultivo celular y se transfirieron a los pocillos de
ensayo, dando una concentracion total de DMSO en los pocillos de ensayo del 0.6 %.

Después de la exposicion, las placas de ensayo con las células IMR90 se incubaron a 37 °C con una atmosfera de
CO2 al 5 % durante 24 horas. La viabilidad de las células después de la incubacién se midié utilizando el ensayo de
viabilidad Promega CellTiter-GLO 2.0. Los valores de EC50 para MBL-ABO1 y xantolipina se estimaron en funcién de
la viabilidad de las células expuestas en relacién con la viabilidad de los pocillos de control con medio de cultivo
afadido con una concentracion similar de DMSO. El valor EC50 de MBL-ABO1 se estim6 en 20 ug/ml y el valor EC50
de xantolipina se estimé en 1 ug/ml para células IMR90 en este ensayo.

Deposito y soluciones expertas

El solicitante solicita que se deposite una muestra del microorganismo depositado en virtud del Tratado de Budapest
con DSMZ el 7 de abril, 2016 bajo el nimero de depdsito DSM 32287 sdlo podra ponerse a disposicion de un experto,
hasta la fecha en que se conceda la patente.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto, que tiene una estructura de acuerdo con la férmula Il

R1

y sales y solvatos ed los mismos,

en el que Ry es un atomo de halégeno, seleccionado de cloro, bromo y yodo, R, y Rz es —O-CHj3, R4 es -COOH,
-C(O)ORs y —C(O)NRsRe, ¥ Rs y Re son independientemente un hidrégeno, un grupo alquilo C1-Ca, un grupo alquenilo
C2-Cy4, un grupo alquinilo C2-C4 y un grupo fenilo.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la estructura es de acuerdo con la férmula Il

(ITT)

y sales y solvatos de los mismos.

3. Un método para producir el compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, que comprende las
siguientes etapas:

a) cultivar una bacteria seleccionada del grupo que consta de:

i) un aislado bacteriano depositado bajo el Tratado de Budapest con DSMZ el 7 de abril, 2016 bajo el nimero de
depdsito DSM 32287; y

ii) una bacteria que esta estrechamente relacionada con el aislado bacteriano de i) tal como una bacteria con
caracteristicas genotipicas y/o fenotipicas similares a la bacteria aislada;

en un medio de cultivo adecuado que comprende agua de mar;
b) extraer el compuesto del cultivo.
4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la bacteria comprende en su genoma un ARNr 16S que por

transcripcion inversa y sintesis de la segunda cadena proporciona una secuencia que es al menos un 80 % idéntica a
la secuencia representada en SEQ ID NO 1.
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5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 y 4, en el que la etapa b) comprende la
centrifugacion de las bacterias cultivadas para obtener un sedimento celular, del que se extrae el compuesto.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-5, en el que el compuesto se extrae del
sedimento celular utilizando dimetilsulfoxido (DMSO).

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3-6, en el que el medio de cultivo es PM6,
opcionalmente con agua de mar artificial.

8. Uso de una bacteria aislada para producir el compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en
el que la bacteria se selecciona del grupo que consiste en:

a) un aislado bacteriano depositado bajo el Tratado de Budapest con DSMZ el 7 de abril de 2016 bajo el nimero de
depdsito DSM 32287; y

b) una bacteria que esta estrechamente relacionada con el aislado bacteriano de a) tal como una bacteria con
caracteristicas genotipicas y/o fenotipicas similares a la bacteria aislada.

9. Uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que la bacteria estrechamente relacionada comprende en su genoma
un ARNr 16S que por transcripcion inversa y sintesis de la segunda cadena proporciona una secuencia que es al
menos un 80 % idéntica a la secuencia representada en SEQ ID NO 1.

10. Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, y uno o
mas vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables.

11. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2 para uso en terapia.

12. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2 para uso como agente antimicrobiano.

13. El compuesto para uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11-12, para tratar una infeccion
bacteriana en un sujeto, que comprende administrar el compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o la composicion

farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 9 a dicho sujeto.

14. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que la infeccién bacteriana esta provocada por
una bacteria resistente a multiples farmacos.

15. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que la infeccién bacteriana esta provocada por
una bacteria Gram-positiva o Gram-negativa.

16. Un método no médico para matar o inhibir el crecimiento de una bacteria, que comprende la etapa de poner el

compuesto de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2 o la composicion de acuerdo con la reivindicacién 10 en contacto
con la bacteria que se va a matar o inhibir.
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Figura 1: LC-DAD-isoplot (superior) y espectro MS en ESI+ (medio) y
espectro MS de ESI- (inferior) de la fraccion activa del extracto MP127-ig17

fraccionado en HPLC.
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