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DESCRIPCION

Nuevas indicaciones de la lectina de unién a manano (MBL) en el tratamiento de individuos inmunocomprometi-
dos.

Campo técnico

La presente invencion se refiere al uso de subunidades y oligémeros de la lectina de unién a manano (MBL) en el
tratamiento profilactico y/o curativo de un individuo inmunocomprometido.

Antecedentes de la invencion

Se conocen varios grupos de lectinas, es decir, de proteinas de unién a carbohidratos en el hombre. Uno de los
grupos lo constituyen las lectinas tipo C. Las lectinas tipo C contienen un dominio de reconocimiento de carbohidratos
dependiente del calcio (un CRD tipo C)'. La lectina de unién a manano (MBL), sinénimo de lectina de unién a manosa,
proteina de unién a manano o proteina de unién a manosa (MBP), pertenece al subgrupo de lectinas tipo C, llamadas
colectinas, ya que estas proteinas solubles estdn compuestas por subunidades que presentan tres CRD unidos a un
esqueleto de coldgeno®. Las MBL interaccionan con los hidratos de carbonos que presentan una gran variedad de
microorganismos y existen cada vez mds pruebas que demuestran que desempefian un papel importante en la defensa
inmune innata®. La MBL, cuando se encuentra unida a un hidrato de carbono, es capaz de activar el sistema del
complemento.

El sistema del complemento se puede activar a través de tres vias diferentes: la via cldsica, la via alternativa y la
recién descrita tercera via, la via de las lectinas de unién a manano (MBL), que se inicia con la unién de la MBL a
los hidratos de carbono presentados por los microorganismos. Los componentes de la via alternativa y de la via de las
MBL son parte de la respuesta inmune innata, también llamada respuesta inmune natural o no clonal, mientras que la
via clésica implica la cooperacién con anticuerpos de la respuesta inmune especifica®.

La proteina MBL humana se compone de hasta 18 cadenas idénticas de polipéptidos de 32 kDa?’, comprendiendo,
cada una de ellas, un segmento corto N-terminal de 21 aminodcidos que incluye tres residuos cisteina, seguido de 7
repeticiones del motivo del coldgeno Gly-X-Y, interrumpidas por un residuo Gln y seguidas de otras 12 repeticiones
Gly-X-Y. Una pequeiia “region cuello” de 34 residuos une el dominio lectina dependiente del calcio C-terminal de 93
aminodcidos con la parte colagenosa de la molécula®®.

Las regiones colagenosas de las tres cadenas polipeptidicas se combinan para formar una subunidad que se estabili-
za covalentemente mediante puentes disulfuro. Las subunidades individuales estan unidas mediante puentes disulfuro
asi como mediante interacciones no covalentes® .

La posicion de estos tres puentes disulfuro, sin embargo, no se ha resuelto completamente. El andlisis de las MBL
por SDS-PAGE en condiciones no reductoras muestra bandas con un peso molecular (m.w.) aparente mayor de 200
kDa que representan presumiblemente bloques de 3, 4, 5 e incluso 6 subunidades ensambladas®’.

El nimero real de subunidades en la proteina MBL natural humana ha sido controvertido. Lipscombe y col. (1995)
obtuvieron datos mediante ultracentrifugaciéon que sugerian que el 25% de la MBL sérica humana estaba constituida
por 2-3 subunidades y sélo una fraccién poco importante alcanzaba un tamafio de 6 subunidades. La cuantificacién
relativa, que se llevé a cabo por densitometria de las hibridaciones tipo Western reveladas por quimioluminiscencia®’
obtenidas del andlisis por SDS-PAGE de fracciones procedentes de cromatografia de intercambio iénico, mostré que la
especie predominante de cadenas de subunidades de MBL unidas de forma covalente consistia en tetrdmeros mientras
que solamente los complejos pentaméricos y hexaméricos activaban el complemento. Por el contrario, el andlisis por
cromatografia de permeacién de gel (GPC) sugiere que la MBL es comparable en tamafio al complejo C1. La GPC se
puede llevar a cabo en condiciones que permitan un estudio de la importancia de las interacciones débiles proteina-
proteina en la formacién de las moléculas de MBL. El contenido en MBL de las fracciones de la GPC se puede
determinar mediante técnicas estandar para el ensayo de MBL.

La MBL es sintetizada en el higado por los hepatocitos y secretada a la sangre. Se une a estructuras de hidratos
de carbono de bacterias, levaduras, protozoos parasitarios y virus, y exhibe una actividad antibacteriana matando a los
microorganismos mediante la activacién de los componentes terminales y liticos del complemento o promoviendo la
fagocitosis (opsonizacién). La estructura en forma de bouquet de las MBL es bastante similar a la estructura de tipo
ramillete de Clq, el subcomponente del primer componente de la via cldsica capaz de unirse a inmunoglobulinas®.
Clq se asocia con dos serin proteasas, Clr y Cls, para formar el complejo C1. De forma similar, MBL est4 asociada
con dos serin proteasas, MASP-1° y MASP-2°, y una proteina adicional llamada Map19. MASP-1 y MASP-2 tienen
estructuras modulares idénticas a las de Clr y Cls®. La unién de MBL a hidratos de carbono induce la activacién
de MASP-1 y MASP-2. MASP-2 genera entonces la convertasa de C3, C4bC2b, mediante la unién de C4 y C2.
Algunos informes sugieren que MASP-1 puede activar C3 directamente. No se sabe nada acerca de la estequiometria
y la secuencia de activacién de los complejos MBL/MASP. La MBL también ha sido caracterizada en otros animales
como los roedores, el ganado, los pollos y los monos.
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La concentracién de MBL en suero humano estd determinada, en gran medida, genéticamente, pero, parece ser,
que aumenta hasta tres veces durante las reacciones de fase aguda®. Tres mutaciones que dan lugar a alteraciones
estructurales y dos mutaciones en la regién promotora se asocian con la deficiencia de MBL?. La deficiencia de
MBL se asocia con una susceptibilidad a diversas infecciones. El estudio de cinco individuos adultos con infecciones
graves e inusuales demostré que tres de ellos eran homocigotos para mutaciones estructurales de MBL y dos de
ellos heterocigotos'. El estudio de 229 nifios, en colaboracién con el Danish National Hospital, que presentaban
inmunodeficiencias no relacionadas con el VIH, mostré una frecuencia diez veces mayor de homocigosis para alelos
mutantes de la estructura de MBL que la que se observo en el grupo control!'!. La determinacién de los alotipos en 617
nifios hospitalizados consecutivamente en el St Mary’s Hospital de Londres mostré una frecuencia significativamente
mayor de homocigosis y heterocigosis para alotipos mutantes en los nifios infectados que en los nifios no infectados'?.

Se puede unir una gran variedad de oligosacaridos a MBL. Ya que los azicares diana no estdn normalmente ex-
puestos en la superficie de células de mamiferos en altas concentraciones, las MBL no suelen reconocer determinantes
propios, pero se encuentran especialmente bien adaptadas para interaccionar con superficies celulares microbianas que
presentan determinantes hidratos de carbono repetitivos. Se ha demostrado, in vitro, que levaduras (Candida albicans
y Cryptococcus neoformans), virus (VIH-1, VIH-2, HSV-2 y varios tipos de influenza A) y una serie de bacterias son
reconocidos por la MBL. En el caso de algunas bacterias, la presencia de una cdpsula impide la unién de MBL". Sin
embargo, incluso las bacterias encapsuladas (Neisseria meningitidis) pueden mostrar una unién fuerte a MBL',

Los microorganismos, que infectan a individuos deficientes en MBL, representan muchas especies diferentes de
origen bacteriano, viral o fingico'>'>~"". La deficiencia también se asocia con abortos de repeticion'®. De hecho, MBL
podria ser una molécula de defensa general frente a 1a mayoria de las bacterias, y ser considerada asi como una de las
razones por las cuales tantas bacterias no son patogénicas.

Mientras que cada vez mdas datos apoyan la idea de un efecto protector de las MBL también existen observaciones
que sugieren que la infeccion por algunos microorganismos, en particular, patégenos intracelulares, alcanza una mayor
frecuencia en individuos con suficientes MBL que en individuos con una deficiencia de MBL!'*%, Esto concuerda con
los resultados de un experimento en animales, en el que se encontré un nimero aumentado de HSV-2 en el higado de
ratones a los que se habfa inyectado previamente MBL humana?'.

Se ha obtenido MBL de calidad clinica a partir de plasma de la sangre de un donante y su infusién ha demostrado
ser segura®. Se ha logrado la produccién de MBL recombinante con una estructura y una actividad posiblemente
similares a las de la MBL nativa (solicitud de patente PA 1999 00668/C5/KH).

El documento WO8901519 describe un 4cido nucleico que codifica al menos aproximadamente 20 aminodcidos
contiguos de proteina de unién a manosa humana. También se describe un procedimiento para el tratamiento de
animales infectados con una bacteria, hongo o virus. El procedimiento implica proporcionar un péptido capaz de
unirse a las unidades de manosa de estos organismos. El péptido es capaz de provocar que las células defensoras del
hospedador se vean atraidas hacia los organismos.

Resumen de la invencion

La invencién se refiere al uso de MBL, purificada a partir de fuentes naturales o a partir de material producido
por tecnologias recombinantes, o por cualquier otra linea celular adecuada productora de MBL, para la profilaxis y/o
tratamiento de infecciones. Se puede asociar con un tratamiento terapéutico o médico, como por ejemplo el uso de un
tratamiento citotéxico. La MBL se puede administrar antes o después de empezar el tratamiento médico y durante un
periodo de tiempo cualquiera considerado adecuado.

La invencién en un aspecto se refiere al uso de al menos una subunidad de MBL o un oligémero de MBL que
comprende dicha al menos una subunidad de MBL para la fabricacién de un medicamento para la profilaxis y/o
tratamiento de infeccién en un individuo que tiene un nivel sérico de MBL superior a 50 ng/ml de suero.

La invencion se refiere también al tratamiento de personas que tienen niveles normales de MBL, ya que es probable
que estos individuos se beneficien de la administracion de MBL - previa a cualquier tratamiento citotéxico.

Por lo tanto, desde un punto de vista, la invencién se refiere al tratamiento y/o la profilaxis de infecciones en
individuos que sufren un estado de inmunocompromiso, o del tratamiento de individuos que es probable que contraigan
dicho estado debido a un tratamiento que se sabe se asocia a la aparicidon de un estado de inmunocompromiso. Los
ejemplos de estos tratamientos son, por ejemplo, la quimioterapia y la radioterapia, como por ejemplo el tratamiento
con rayos X.

La quimioterapia y la radioterapia se presentan como parte del tratamiento de diversas formas de céncer, que tienen
como objetivo retrasar la progresion de la enfermedad o revertir dicha progresiéon mediante un tratamiento curativo.
La quimioterapia y la radioterapia generan un inmunocompromiso ya que se estdn destruyendo células del sistema
inmune, llevando asi a un estado de inmunosupresion especialmente caracterizado por neutropenia.

Se cree que la MBL ejerce su actividad antimicrobiana principalmente a través de su actividad en la opsonizacién
(preparacién de los microorganismos para la fagocitosis). Esta actividad es dependiente de la activacién del comple-
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mento tras la unién de la MBL a la superficie microbiana y la unién de C4b y C3b al microorganismo. La MBL
también puede promover la lisis directa mediada por complemento del microorganismo a través de la activacién de
la via litica terminal del complemento y la insercién del complejo de ataque a la membrana (MAC) en la membrana.
Este mecanismo se considera poco importante. Muchos microorganismos, como las bacterias Gram-positivas como,
por ejemplo, Streptococcus pneumoniae, son resistentes al MAC, pero pueden ser eliminadas por opsonofagocitosis.
Considerando la opsonofagocitosis como el principal mecanismo efector de la eliminacién de microorganismos me-
diada por las MBL, es una sorpresa que el tratamiento con MBL pueda ser beneficioso en personas deficientes en las
células fagociticas mas importantes, es decir, los neutréfilos.

Hace cerca de 30 afios que se reconoci6 la importancia de la neutropenia en el riesgo de infecciones severas en
individuos con cdncer que estdn recibiendo quimioterapia citotéxica®. De este modo, se producen infecciones con
mucha frecuencia en individuos con canceres hematolégicos y de otros tipos que son sometidos a quimioterapia y
otras intervenciones terapéuticas que den lugar a un inmunocompromiso. De forma sincrénica al uso intensivo de
quimioterapia, estdn aumentando los problemas con las infecciones y constituyen, en este momento, un importante
reto en las medidas de soporte*. Por lo tanto, todos los servicios de hematologia y oncologia usan muchos recursos
para combatir las infecciones. Esta lucha se estd haciendo, a un ritmo constante, cada vez mads dificil debido a la
aparicion de cepas bacterianas multirresistentes.

Los individuos desprovistos de los componentes celulares importantes del sistema inmune durante o después de un
estado de inmunocompromiso dependen de un sistema inmune humoral innato eficaz, como el sistema del complemen-
to, por ejemplo, durante periodos de neutropenia. No existen, en la actualidad, factores prondsticos suficientemente
exactos y fiables capaces de predecir un aumento del riesgo de infecciones severas en individuos tratados con quimio-
terapia, radioterapia u otros tratamientos inmunocomprometedores®.

Por lo tanto, un estado de inmunocompromiso que surge de un tratamiento médico probablemente exponga, al
individuo en cuestion, a un mayor riesgo de infeccion. De acuerdo con la invencion, es posible tratar profildcticamente
una infeccién en un individuo que presenta un estado de inmunocompromiso antes o durante tratamientos que se sabe
generan este estado. Mediante el tratamiento profildctico con MBL antes o durante un tratamiento que se sabe genera
dicho estado es posible prevenir una infeccién ulterior o reducir el riesgo en el individuo de contraer una infeccién
debido al estado de inmunocompromiso. Si el individuo contrajera una infeccion, por ejemplo, tras un tratamiento
que lleva a un estado de inmunocompromiso, también es posible tratar la infecciéon administrando al individuo una
composicion de MBL de acuerdo con la invencidn.

La invencién también estd dirigida a tratamientos de deficiencias de la misma mediante la infusién de MBL.
Ademads, la invencion estd dirigida al uso de las concentraciones de MBL en plasma para predecir el riesgo de infeccion
en individuos sometidos, por ejemplo, a quimioterapia.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere al uso de una composicién que comprende al menos una subunidad
de lectina de unién a manano (MBL) o al menos un oligémero que comprenda la al menos una subunidad de lectina de
unién a manano (MBL) en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento profilactico, mejorante o curativo de
una infeccion en un individuo que inicialmente tenia niveles plasméaticos de MBL superiores a 50 ng/ml. En particular
el individuo puede estar genéticamente predispuesto a una deficiencia de MBL o haber adquirido una deficiencia de
MBL que haya conducido a un aumento del riesgo de sufrir infecciones. De acuerdo con esto, la invencioén también se
refiere al tratamiento de infecciones en individuos que sufren de una deficiencia de lectina de unién a manano (MBL)
incluyendo cualquier deficiencia en la produccién de MBL y/o funcién de MBL.

En otro aspecto mds se proporciona un procedimiento para la estimacién de la probabilidad de la aparicién de
cualquier infeccién clinicamente significativa en un individuo sometido a quimioterapia o a cualquier otra forma de
tratamiento inmunocomprometedor, comprendiendo dicho procedimiento la etapa de medir la concentracién de MBL
en el plasma o suero obtenido del individuo y estimar la probabilidad sobre la base de la concentraciéon medida.

En el presente contexto, inmunocomprometido se usa con su significado normal, es decir, un individuo que no es
capaz de provocar una respuesta inmune adecuada debido a una deficiencia primaria o secundaria, inducida o no, en
uno o mas de los elementos del sistema de defensa inmune normal.

Descripcion detallada de la invencion

Hasta la fecha, las MBL se han usado para tratar deficiencias de MBL vy, asf, las que han sido definidas por un nivel
arbitrario menor de 50 ng/ml, o més frecuentemente menor de 10 ng/ml de suero, que es con frecuencia idéntico a la
sensibilidad de varios ensayos para la determinacién de MBL y el nivel ha sido por lo tanto ajustado como el nivel
para el cual no se podian detectar sustancialmente MBL en los distintos ensayos de técnicas anteriores.

Por la presente invencién se ha demostrado que las infecciones se pueden prevenir y/o tratar en individuos inmu-
nocomprometidos independientemente de su nivel sérico de MBL. En particular, las infecciones se pueden prevenir en
individuos inmunocomprometidos, cuando se administra MBL a estos individuos, que tienen un nivel de MBL supe-
rior a 50 ng/ml de suero. Los individuos con un nivel de MBL superior a 75 ng/ml de suero también pueden necesitar
un tratamiento, como los individuos que tienen un nivel de MBL superior a 100 ng/ml de suero y los individuos que
tienen un nivel de MBL superior a 150 ng/ml de suero.
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El tratamiento con MBL de infecciones también se puede llevar a cabo administrando MBL a estos individuos en
combinacién con antibidticos, agentes antivirales y agentes antiflingicos pertinentes.

En particular, los individuos con riesgo de padecer un estado de inmunocompromiso como resultado de un tra-
tamiento médico se beneficiardn del tratamiento profilactico con MBL antes, durante y quizas también después del
tratamiento, con objeto de prevenir enfermedades asociadas con el estado de inmunocompromiso, como las infeccio-
nes.

En general, todos los individuos inmunocomprometidos o con riesgo de inmunocompromiso deberfan ser tratados
con MBL, independientemente de un nivel especifico de MBL. La razén detras de esto es que las infecciones pueden
llevar a la depleciéon de MBL, y por lo tanto una “dosis de refuerzo”, incrementando el nivel de MBL inicialmente
disminuird el riesgo de deplecion de MBL hasta un nivel por debajo de un nivel de deficiencia, y el sistema inmune
de estos pacientes se puede reforzar mediante la administracién de MBL recombinante o derivada de plasma natural.
En particular, las infecciones se pueden prevenir cuando se administra MBL a individuos que tienen un nivel de
MBL superior a 50 ng/ml de suero. Los individuos con un nivel de MBL superior a 75 ng/ml de suero también
pueden necesitar un tratamiento, como los individuos que tienen un nivel de MBL superior a 100 ng/ml de suero y los
individuos que tienen un nivel de MBL superior a 150 ng/ml de suero.

Los presentes inventores también han demostrado en la presente memoria descriptiva que, en particular, los indi-
viduos que tienen un nivel de MBL menor de 500 ng/ml de suero, en relacién con un estado de inmunocompromiso,
se beneficiaran del tratamiento con MBL. Por consiguiente, en particular, los individuos que tienen un nivel de MBL
menor de 400 ng/ml se beneficiardn, como los individuos que tienen un nivel de MBL menor de 300 ng/ml, como los
individuos que tienen un nivel de MBL menor de 250 ng/ml, como los individuos que tienen un nivel de MBL menor
de 200 ng/ml.

Asi, en una forma de realizacion preferida la presente invencion se refiere al uso de MBL para la fabricacion de
un medicamento para individuos que tienen un nivel de MBL en suero dentro del intervalo de 50-500 ng/ml, como
en el intervalo de 100-500 ng/ml para tratar y/o prevenir infecciones, en particular, en relacion con un estado de
inmunocompromiso en el individuo.

El estado de inmunocompromiso se puede deber a un tratamiento médico tal como se ha comentado mds arriba,
es decir, quimioterapia u otro tratamiento inmunosupresor, como el que es inducido por el tratamiento con esteroides,
ciclofosfamida, azatioprina, metotrexate, ciclosporina y/o rapamicina, en particular, en relacién con el tratamiento del
céncer.

El estado de inmunocompromiso también se puede deber a una inmunodeficiencia adquirida, como el SIDA o una
leucemia, en particular, neutropenia u otras inmunodeficiencias secundarias.

Ademds, los individuos que tienen un nivel de MBL por encima de 50 ng/ml y por debajo de 500 ng/ml se benefi-
ciaran del tratamiento con MBL en general, con objeto de prevenir infecciones, en particular, infecciones crénicas.

Un grupo de individuos que necesita un tratamiento con MBL con objeto de prevenir y/o tratar infecciones son los
individuos que tienen un nivel bajo de MBL funcional, independientemente del nivel de MBL en si. Esto se debe al
hecho de que para algunas mutaciones de MBL, se ha visto que, aunque se expresan en suero subunidades de MBL
y oligémeros de la misma, la funcionalidad de las mismas es baja. La funcionalidad o actividad funcional de MBL
se puede estimar por su capacidad para formar un complejo MBL/MASP que lleva a la activacién del sistema del
complemento. Cuando C4 es unido por MBL/MASP se expone un tiol éster activo y C4 se une covalentemente a los
grupos nucleofilicos cercanos. Una parte sustancial de C4b se unird asf al pocillo de plastico revestido y se podra
detectar con un anticuerpo anti-C4.

Un TRIFMA cuantitativo para la deteccién de la actividad funcional de MBL se realiza 1) revistiendo los pocillos
de una placa de microvaloracién con 1 mg de manano en 100 ml de tampon; 2) bloqueando con Tween 20; 3) aplicando
las muestras de test, por ejemplo preparaciones de MBL diluidas; 4) aplicando suero deficiente en MBL (esto lleva
a la formacién del complejo MBL/MASP); de forma alternativa la MBL y el suero deficiente en MBL se pueden
mezclar antes de la aplicacién en los pocillos de microvaloracién; 5) aplicando factor C4 del complemento purificado
a 5 mg/ml; 6) incubando durante 1 hora a 37°C; 7) aplicando un anticuerpo anti-C4 marcado con Eu; 8) aplicando
una solucién de potenciacion; y 9) leyendo la Eu por fluorometria de resolucién temporal. Entre cada etapa la placa se
incuba a temperatura ambiente y se lava, excepto entre las etapas 8 y 9.

Se puede llevar a cabo una estimacién por ELISA de forma similar, por ejemplo aplicando un anti-C4 marcado
con biotina en la etapa 7; 8) aplicando avidina marcada con fosfatasa alcalina; 9) aplicando el sustrato; y 10) leyendo
la intensidad del color.

La funcionalidad se puede expresar como la actividad especifica de MBL, como 1 unidad de actividad de MBL
por ng de MBL. Una MBL no funcional se puede definir como una MBL que tiene una actividad especifica menor
del 50% de la actividad especifica de la MBL plasmadtica, como menor del 25% de la actividad especifica de la MBL
plasmatica, en la que la MBL plasmatica es purificada a partir de un individuo que no presenta ninguna mutacién en
la MBL. En particular, la MBL plasmatica de referencia es la mezcla de plasma LJ 6.57 28/04/97.

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2271 468 T3

Asi, la presente invencion también se refiere a la prevencién y/o tratamiento de infecciones en individuos que
tienen una mutacién en el gen de la MBL que lleva a una expresién disminuida de MBL y/o expresién de MBL no
funcional.

En particular, dichas mutaciones en el gen de la MBL pueden llevar a un cambio en el aminodcido nimero 52 (la
numeracién incluye el péptido lider), de arginina a cisteina, en el aminodcido 54, de glicina a 4cido aspértico, o en el
aminodcido niimero 75, de glicina a 4cido glutdmico.

Mutaciones en la regién promotora del gen de la MBL también pueden llevar a niveles disminuidos de MBL. En
particular, mutaciones en la posicion - y en la posicién -221 influyen en la expresiéon de MBL.

La secuencia de la MBL se puede encontrar en swiss.prot con el nimero de registro 11226.

La composicién de MBL usada para fabricar un medicamento de MBL se puede generar a partir de cualquier fuente
de MBL disponible. La fuente de MBL puede ser MBL natural, para lo cual las MBL se producen en un organismo
huésped nativo, lo que significa que la MBL es producida por una célula que normalmente expresa MBL. Un método
habitual para fabricar una composicién de MBL es mediante la extraccién de MBL de fluidos corporales humanos,
como suero o plasma, pero la MBL también se puede recoger a partir de cultivos de hepatocitos.

En otro aspecto, los oligdmeros de la MBL son producidos por un organismo huésped que no expresa de forma
nativa un polipéptido de MBL, como por tecnologia recombinante.

En una primera forma de realizacién, la fuente de MBL puede ser suero, a partir del cual se obtiene una com-
posicién de MBL pasando por la purificaciéon del suero, plasma, productos lacteos, calostro o similares mediante un
método de purificacién adecuado, como la cromatografia de afinidad, usando matrices ligadas a hidratos de carbono,
como matrices acopladas a manosa o manano. Se habla de dicho método en el documento W099/64453, en el que el
procedimiento de purificacion estd seguido de una etapa de eliminacién de virus con objeto de eliminar los agentes in-
fecciosos de la fuente de MBL, ya que uno de los problemas principales con las proteinas purificadas a partir de fluidos
corporales es el riesgo de introducir agentes infecciosos junto con la proteina deseada. El documento W099/64453 se
incorpora por la presente memoria descriptiva como referencia.

La composicién de MBL usada para fabricar un medicamento de MBL comprende preferiblemente oligémeros de
la MBL con una distribucién de tamaifio sustancialmente idéntica a la distribucion de tamafio de la MBL en el suero,
como un perfil de distribucién de tamafio idéntico al menos en un 50% al perfil de distribucién de tamafio de la MBL
en suero. Por idéntico se entiende que al menos el 50% de los oligdmeros tiene un peso molecular aparente mayor de
200 kDa cuando se analiza por SDS-PAGE y/o hibridacién tipo Western.

En una forma de realizacién mas preferida, el perfil de distribucién de tamafio es idéntico al menos en un 75% al
perfil de distribucién de tamafio de la MBL en suero, como idéntico en al menos el 90% al perfil de distribucion de
tamafio de la MBL en suero, y se prefiere mas aun que sea idéntico en al menos el 95% al perfil de distribucién de
tamafio de la MBL en suero.

Cuando se purifica a partir de una fuente de MBL que tiene inicialmente otro perfil de distribucion de tamafio se
prefiere que la cromatografia de afinidad usada para purificar a partir de la fuente de MBL favorezca la purificacién
de oligémeros que tengan un peso molecular aparente mayor de 200 kDa. Esto se obtiene usando una matriz ligada
a hidratos de carbono sin una afinidad sustancial por las subunidades y/o los dimeros de la MBL. Preferiblemente,
la matriz ligada a hidratos de carbono tiene afinidad sustancialmente s6lo por la MBL recombinante, tetramérica,
pentamérica y/o hexamérica.

La matriz se puede ligar a cualquier hidrato de carbono, o a una mezcla de hidratos de carbono, al que se une la
MBL vy para lo cual estd favorecida la unién de los oligdmeros mayores de la MBL. La matriz ligada a hidratos de
carbono es preferiblemente una matriz ligada a hexosa, como una matriz ligada a manosa o N-acetil-glucosamina,
como mas preferiblemente una matriz ligada a manosa.

La selectividad de la matriz ligada a hidratos de carbono se obtiene asegurdndose de que la matriz en si, es decir, la
matriz sin ligar a hidratos de carbono, no tenga sustancialmente afinidad por los polipéptidos de MBL; que en particular
no tenga afinidad por trimeros u oligémeros mas pequefios de la MBL. Esto se puede asegurar cuando la matriz en si
estd libre de hidratos de carbono. En particular, la matriz no deberia contener ninguna Sefarosa o similar. Se prefiere
que la matriz consista en un material polimero que no contenga hidratos de carbono, como bolas de Fractogel ®*TSK.

La matriz se puede encontrar en cualquier forma adecuada para la cromatografia, sobre todo en forma de bolas,
como bolas de pléstico.

Tras la aplicacion de la fuente de MBL, la columna se lava, usando preferiblemente tampones no desnaturalizantes,
con una composicion, pH y fuerza idnica que tengan como resultado la eliminacién de proteinas, sin eluir los oligé-
meros mayores de la MBL. As{ el tampoén puede ser TBS. La elucién de la MBL se realiza con un agente desorbente
selectivo, capaz de eluir de forma eficaz los polimeros mayores de la MBL, como TBS con un agente desorbente, como
EDTA (por ejemplo, EDTA 5 mM) o manosa (por ejemplo, manosa 50 mM), y los oligémeros de la MBL se recogen.

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2271 468 T3

Este método de purificacién estd descrito en la solicitud de patente internacional pendiente de tramitacién que tiene
como titulo “Recombinant Human Mannan Binding Lectin” depositada el mismo dia que la presente solicitud.

En un aspecto preferido, una composiciéon de MBL de calidad clinica se obtiene usando una fuente de MBL
generada por tecnologia recombinante, en la que la fuente de MBL es el medio de cultivo procedente del cultivo de
células productoras de MBL.

Asi, la presente invencion abarca MBL producida por un procedimiento de produccién de lectina de unién a
manano (MBL) recombinante, que comprende las etapas de:

- preparacién de una construccién para la expresion génica que comprende una secuencia de ADN que codi-
fica un polipéptido de MBL o un equivalente funcional del mismo,

- la transformacién de un cultivo de células huésped con la construccion,

- el cultivo de las células huésped, obteniendo asi la expresién y la secrecién del polipéptido al medio de
cultivo, seguido de

- la obtencién de un medio de cultivo que comprende MBL humana recombinante.

El medio de cultivo que comprende los polipéptidos de MBL humana recombinante se puede entonces procesar tal
como se ha descrito mds arriba para la purificacién de MBL.

El polipéptido de MBL es preferiblemente un polipéptido de MBL de mamifero, més preferiblemente un poli-
péptido de MBL humana. La construccién para la expresion génica se puede generar por métodos convencionales
conocidos por un experto en la materia, como el que se describe en la patente de Estados Unidos niimero 5.270.199.

En otra forma de realizacion, la construccion para la expresion génica se prepara tal como se describe en la solicitud
de patente danesa nimero PA 1999 00668 o en la solicitud de patente internacional pendiente de tramitacién que tiene
como titulo “Recombinant Human Mannan Binding Lectin” depositada el mismo dia que la presente solicitud.

La expresion se lleva a cabo, preferiblemente, por ejemplo, en células de mamifero; la preparacion de acuerdo con
la presente invencién resulta del uso de un vector de expresiéon que comprende una(s) secuencia(s) intrén de un gen
de la MBL y al menos una secuencia exén. Respecto a los animales transgénicos como sistemas de expresion este
término, en este contexto, se refiere a animales que han sido genéticamente modificados para contener y expresar el
gen humano de la MBL o fragmentos o miméticos del mismo.

Ademas del método de purificacién, se prefiere que la construccién para la expresion génica y la célula huésped
también favorezcan la produccion de oligémeros mayores, lo cual se ha visto que es posible usando una construccién
para la expresién génica que comprende al menos una secuencia intrén del gen de la MBL humana o un equivalente
funcional del mismo.

En particular, la composicién de MBL se usa para el tratamiento y/o la profilaxis de una infeccién asociada a un
estado de inmunocompromiso en un individuo. Cualquier infeccién microbiana puede ser tratada y/o prevenida con
MBL, es decir, cualquier infeccién causada por una especie microbiana.

Por consiguiente, la composicién de MBL se puede usar para prevenir y/o tratar una infeccién en un individuo
inmunocomprometido en la que la especie microbiana es un hongo, una levadura, un protozoo y/o una bacteria.

La composiciéon de MBL se puede usar también para tratar una infeccién en la que la especia microbiana es
resistente a los medicamentos habituales, como infecciones en las cuales la especie bacteriana es resistente a al menos
un medicamento antibiético. Mas importante es la profilaxis y/o tratamiento de infecciones en las cuales la especie
bacteriana es multirresistente.

Los individuos inmunocomprometidos pueden sufrir infecciones causadas por especies bacterianas patogénicas,
como Streptococcus pneumoniae, Salmonella y especies de Staphylococcus.

Se sabe, sin embargo, que los individuos inmunocomprometidos, en particular, sufren a menudo infecciones causa-
das por especies bacterianas que normalmente no son patogénicas, es decir, patégenos oportunistas, como por ejemplo
especies de E. coli, y muchas de estas especies son resistentes al tratamiento antibiético habitual.

La infeccidn asociada al estado de inmunocompromiso también puede ser una infeccién viral, como una infeccién
viral en la que el virus es un retrovirus.

También, el estado de inmunocompromiso puede ser una infeccidn por el retrovirus de la Inmunodeficiencia Huma-
na (VIH). Sin embargo, las infecciones virales tratadas y/o prevenidas de acuerdo con la invencién no son normalmente
causadas por un retrovirus, sino que pueden ser causadas por ejemplo por un virus ADN.
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El medicamento se puede fabricar usando el eluyente obtenido de la cromatografia de afinidad como tal. Se prefiere,
sin embargo, que el eluyente sea sometido a posteriores etapas de purificacién antes de ser usado.

Ademis de los oligémeros de la MBL, el medicamento puede comprender una sustancia vehiculo y/o vehiculos
farmacéuticamente aceptables. En particular, se puede afiadir un agente estabilizante para estabilizar las proteinas
MBL. El agente estabilizante puede ser un aztcar-alcohol, sacaridos, proteinas y/o aminodcidos. Ejemplos de agentes
estabilizantes pueden ser la maltosa o la albimina.

Se pueden afiadir otros aditivos convencionales al medicamento dependiendo, por ejemplo, de la via de administra-
cion. En una forma de realizacién, el medicamento se encuentra en una forma adecuada para inyecciones. Se pueden
usar sustancias vehiculo convencionales, como salino isotonico.

En otra forma de realizacién, el medicamento se encuentra en una forma adecuada para su administracién pulmo-
nar, como en forma de polvos para su inhalacién o crema o fluido para su aplicacién tépica.

La via de administracién puede ser cualquier via adecuada, como intravenosa, intramuscular, subcutdnea o intra-
dérmica. La presente invencidn también contempla la administracién pulmonar o tépica.

La composiciéon de MBL también se puede administrar simultineamente, de forma secuencial o separada, con otro
tratamiento, dando como resultado dicho otro tratamiento un estado de inmunocompromiso en el individuo, como,
por ejemplo, la quimioterapia. El medicamento se puede administrar durante un periodo antes del comienzo de la
administracién de la quimioterapia o similar y durante al menos una parte de la quimioterapia.

La composicién de MBL se administra en regimenes de dosis adecuados; en particular, se administra repetidamente
en intervalos adecuados, como una o dos veces por semana, empezando antes del comienzo de la quimioterapia y man-
teniéndola por intervalos, por ejemplo, una vez a la semana, al menos durante una parte del periodo de quimioterapia,
preferiblemente durante todo el periodo de quimioterapia.

Normalmente se administran 1-100 mg por dosis, como 2-10 mg, sobre todo 5-10 mg por dosis dependiendo del
individuo que se ha de tratar; por ejemplo, se administran aproximadamente 0,1 mg/kg de peso corporal.

El uso de una composicién de MBL también puede formar parte de un kit con distintas partes que comprende
ademds otro medicamento, como un medicamento antifingico, antilevadura, antibacteriano y/o antiviral.

El medicamento antiviral puede ser un medicamento capaz de atenuar el virus y/o eliminarlo.

La invencion también se refiere a un aspecto acerca del uso de una determinacion del nivel de MBL como marcador
pronostico del riesgo en el individuo de adquirir una infeccién y como indicador de la necesidad de tratamiento. En
particular, un nivel de MBL por debajo de 500 ng/ml es un marcador prondstico que indica el tratamiento con MBL,
en particular, en un individuo inmunocomprometido o un individuo con riesgo de inmunocompromiso.

El marcador prondstico puede estar en relacién con cualquier infeccién, pero es especialmente relevante como
marcador prondstico de septicemia o neumonia en individuos sometidos a un tratamiento citotoxico inmunosupresor.

Asi, la presente invencién también se refiere a un método para usar una composiciéon de MBL para prevenir y/o
reducir las infecciones en un individuo, comprendiendo el método las etapas de:

i) determinacion de los niveles séricos de MBL en un individuo,

ii) estimacién de la probabilidad de aparicidon de una infeccién clinicamente significativa en el individuo, y
eventualmente,

la administracién de una composicién de MBL al individuo.

El nivel de MBL se mide en suero o plasma, y se puede determinar mediante un ensayo inmunofluorométrico de
resolucion temporal (TRIFMA), ELISA, RIA o nefelometria.

Los niveles de MBL también se pueden deducir del anélisis de los genotipos de los genes de MBL tal como se ha
comentado mds arriba, en relaciéon con mutaciones de MBL que llevan a una disminucién del nivel de MBL.

La invencidn se ha explicado y justificado en varios aspectos y con los detalles adecuados, pero se ilustrard ademas
a continuacion con las figuras 1y 2 y los ejemplos no limitantes de formas de realizacién preferidas.

Leyendas de las figuras

Figura 1: Distribucién de las concentraciones de MBL en el plasma de pacientes con leucemia dividida en pacientes
con infecciones clinicamente significativas (CSI) y pacientes sin CSI.
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Figura 2: Distribucién de las concentraciones de MBL en el plasma de pacientes con mieloma multiple dividida en
pacientes con infecciones clinicamente significativas (CSI) y pacientes sin CSIL.

Ejemplo

El siguiente ejemplo demuestra los resultados de un estudio acerca de la influencia de la deficiencia de MBL en la
aparicion de infecciones clinicamente significativas en un grupo de individuos hematoldgicos sometidos a quimiote-
rapia.

Poblacion del estudio

El estudio abarca el seguimiento de una serie consecutiva de pacientes que acuden a Servicio de Hematologia,
Universidad de Aarhus, Dinamarca. La mayoria de estos pacientes recibié quimioterapia. Se incluyeron 7 con leucemia
aguda mieloide, 17 con mieloma multiple (MM), 11 con policitemia, 13 con linfoma no Hodgkin, 1 con linfoma
Burkitt, 1 con macroglobulinemia de Waldenstrom, 5 con leucemia linfética crénica, 3 con gammapatia monoclonal de
significado incierto (MGUS), 5 con enfermedad de Hodgkin, 2 con leucemia mieloide crénica, 1 con leucemia aguda
linfoide, 1 con anemia apldsica y 1 con mielofibrosis. En cuanto al grupo de MM, todos recibieron quimioterapia. Se
usaron tres tratamientos diferentes; VAD: vincristina (0,4 mg/24 h) y doxorrubicina (Adriamicina) (9 mg por m*/24 h)
administrado en infusion continua durante 4 dias y dexametasona (40 mg, p.o.) durante 4 dias de los dias 1 a4,9 a 12
y 17 a 20 de cada ciclo de 28 dfas; NOP: mitoxantrone (10 mg por m?) y vincristina (1,4 mg por m?) administrado en
infusién continua una vez y prednisona (2 x 50 mg, p.o.) cada dia del cada ciclo; MP: melfaladn (0,25 mg/kg/dia) en
infusién durante 4 dias y prednisona (2 x 50 mg, p.o.) durante 4 dfas.

Los pacientes que presentaban infecciones clinicamente significativas (CSI, definidas como bacteriemia o neu-
monia) se identificaron mediante una bisqueda informatica retrospectiva en la base de datos del paciente. De los
pacientes con MM y con CSI, 4 tuvieron una neumonia neumocdcica, 3 tuvieron una neumonia no especificada y 1
tuvo neumonia por Staphylococcus aureus.

Antes de iniciar la quimioterapia, se extrajo sangre en tubos de cristal al vacio que contenfan EDTA (concentracién
final de 10 mM aproximadamente). El plasma se alicuotd y se conservé a -80°C hasta el ensayo. Se obtuvieron muestras
de plasma de forma similar de donantes de sangre sanos. En el momento de la extraccién de la muestra de sangre los
pacientes estaban libres de infecciones.

Ensayo para MBL

La concentracién de MBL se determiné mediante un ensayo inmunofluorométrico de resolucién temporal (TRIF-
MA). Se revistieron los pocillos de una placa de microvaloracién (fluoroNunc, Nunc, Kamstrup, Dinamarca) con un
anticuerpo, incubandolos durante toda la noche a temperatura ambiente con 500 ng de anticuerpo anti-MBL humana
(Mab 131-1, Statens Serum Institut, Copenhague, Dinamarca) en 100 ul de PBS (NaCl 0,14 M, fosfato 10 mM, pH
7,4). Tras lavar con un tampén que contenia Tween (TBS, NaCl 0,14 M, Tris/HCI 10 mM, NaN; 7,5 mM, pH 7,4
con Tween 20 al 0,05%), las diluciones de las muestras del ensayo (plasma 1/20) y de los calibradores se afiadieron a
TBS/Tween con NaCl afadido hasta 0,5 M y EDTA 10 mM.

Tras la incubacién durante toda la noche a 4°C y un lavado, se afiadi6 el anticuerpo de revelado marcado con europio
(12,5 ng Mab 131-1 marcado con el quelato de Eu, el 4cido isotiocianato-benzoil-dietilen-triemina-tetra acético, de
acuerdo con el fabricante, Wallac, Turku, Finlandia) en TBS/Tween con EDTA 25 uM.

Tras una incubacién de 2 h y un lavado, se afiadié una solucién de potenciacién de la fluorescencia (Wallac) y
las placas se leyeron en un fluorimetro de resolucién temporal (Delfia 1232, Wallac). La curva de calibracién se hizo
usando diluciones de un plasma, que se conservé alicuotado a -80°C. La concentracién de MBL en este plasma (3,6
pg/ml) se determiné comparandola con MBL altamente purificada, que se cuantificé mediante un andlisis cuantitativo
de aminoécidos.

Resultados

No se encontr¢ diferencia entre el nimero de individuos con una deficiencia de MBL entre los pacientes hemato-
16gicos y las personas normales.

Se observé un nivel significativamente menor de MBL en pacientes hematolégicos con CSI comparado con los
pacientes sin CSI (Fig. 1). Si se analiza el grupo de pacientes con MM por separado, se observa un nivel menor de
MBL entre los paciente con CSI (Fig. 2).

Discusion

Hasta ahora los estudios sobre la correlacidn entre la deficiencia de MBL y la frecuencia de infecciones se han
llevado a cabo definiendo un nivel arbitrario para la deficiencia (por ejemplo, 50 ng/ml'®) o usando la presencia de
mutaciones alélicas de MBL en ambos cromosomas como indicador de deficiencia'"'2. En el presente estudio, los
propios individuos definen el nivel en el que aparecen los sintomas clinicos, siendo por debajo de 500 ng de MBL
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por ml. En otros grupos de pacientes, se puede demostrar que el nivel es diferente, ya que los distintos pardmetros
inmunolégicos tendrdn una importancia variable en distintas poblaciones de pacientes.

Los resultados mostrados en las Figuras 1 y 2 ilustran que los pacientes con una concentracién de MBL en plasma
menor de 500 ng/ml son mucho més susceptibles a las infecciones tras un tratamiento quimioterapico. Se deberia
ofrecer a este grupo de pacientes una terapia sustitutiva con MBL durante sus tratamientos quimioterdpicos. Este
tratamiento se puede iniciar antes de comenzar el tratamiento quimioterdpico y ser mantenido hasta que los demas
pardmetros inmunolégicos se hayan normalizado. La MBL se podria preparar a partir de plasma humano o se podria
generar por tecnologia recombinante.

Evidentemente, uno puede prever que los pacientes con otras formas de cdncer sometidos a un tratamiento citot6-
xico (quimioterapia o radioterapia con rayos X) deberian beneficiarse también del tratamiento con MBL.

Unos resultados no publicados han mostrado una disminucién en las concentraciones de MBL tras una septicemia y
el tratamiento con MBL podria asf demostrar una modalidad ttil en pacientes que presentan primero niveles normales
de MBL.

La duracién de la supervivencia de los pacientes con MM varia entre unos pocos meses y muchos afios. Se han
invertido esfuerzos considerables para conseguir definir pardmetros prondsticos de la supervivencia de pacientes con
cancer sometidos a quimioterapia.

Los resultados presentados demuestran que la concentracién de MBL es un indicador excelente de sepsis tras la
quimioterapia. La determinacién de la concentracién de MBL es por lo tanto un importante pardmetro prondstico en
pacientes sometidos a quimioterapia y se supone que debe ser similar en pacientes designados para otros tratamientos
terapéuticos citotdxicos. Ya que los genotipos del gen de la MBL determinan la concentracién plasmatica de MBL, se
puede usar un andlisis de los genes de MBL para estimar indirectamente la concentracién de MBL en individuos.

En la bibliografia dos estudios han incluido determinaciones de MBL en pacientes con cdncer. Aittoniemi y
col., analizaron pacientes con leucemia linfatica crénica (LLC) para el estudio de una asociacién entre la defi-
ciencia de MBL vy las infecciones®. Solamente seis de entre 28 pacientes recibieron quimioterapia, tres pacien-
tes recibieron clorambucil-[prednisolona], y los otros tres recibieron clorambucil-[prednisolona] y ciclofosfamida-
(hidroxidaunorrubicina)-oncovina-prednisolona. La deficiencia de MBL se definié como una concentracién de MBL
por debajo del limite de deteccién (<20 ng/ml) del ensayo de MBL usado. De los 28 pacientes, solamente uno se
incluyd en el grupo con deficiencia de MBL.

No se intent6 analizar la asociacion entre los niveles de MBL y la tasa de infecciones en los pacientes que habian
recibido quimioterapia. Asi, no se pueden sacar conclusiones de ese estudio en relacién con las reivindicaciones de la
presente solicitud de patente.

Lehmbecher y col. estudiaron si el nivel de interleucina-6, interleucina-8, proteina C reactiva, receptor gamma Fc
tipo I1I soluble 0 MBL podian ser indicadores de infecciones severas en nifios con fiebre con cdncer y neutropenia®.
Se estudi6 un total de 56 nifios con una enfermedad maligna confirmada y neutropenia inducida por quimioterapia.
Los niveles determinados de MBL no se presentaron, en realidad, en el articulo. Solamente se indica en el texto que
“el nivel de MBL no fue 1itil para la discriminacién entre infecciones que comprometen la vida y episodios febriles sin
una fuente identificables o probables bacteriemias asociadas a catéter”.

El grupo de estudio, en este estudio, es diferente del que se presenta en la presente solicitud de patente ya que eran
todo nifios y 27 de los nifios se incluyeron por la presencia de un tumor sélido y no de una leucemia. Los 29 pacientes
con leucemia restantes no se analizan en si. Sin los datos reales no es posible comparar este estudio con los resultados
presentados en esta memoria descriptiva.

Se han usado otros agentes bioldgicos e inmunomoduladores en el tratamiento de pacientes con neutropenia y
fiebre. La inmunoglobulina intravenosa no ejerce ningin beneficio sobre la prevencién de fiebre o infecciones en
pacientes con neutropenia, pero puede tener un efecto moderado en pacientes con deficiencias de anticuerpos. El
interfer6n gamma puede ejercer un beneficio en los pacientes con algunas deficiencias de neutréfilos, pero esto no se
ha probado definitivamente. Los factores de crecimiento celulares (factores estimulantes de colonias de granulocitos y
granulocitos-macréfagos) pueden acortar la duracién de la neutropenia y asi la necesidad de antibidticos.
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REIVINDICACIONES
1. Uso de una composicién que comprende al menos una subunidad de lectina de unién a manano (MBL), o al
menos un oligémero de la lectina de unién a manano (MBL) que comprende la al menos una subunidad de lectina de
unién a manano (MBL), en la fabricacién de un medicamento para la profilaxis y/o tratamiento de una infeccién en un
individuo que tiene un nivel sérico de MBL superior a 50 ng/ml de suero.

2. Uso de la reivindicacién 1, en el que la composicion comprende al menos un oligémero de la lectina de unién a
manano (MBL) que comprende la al menos un subunidad de lectina de unién a manano (MBL).

3. Uso de la reivindicacién 2, en el que dicho oligémero se selecciona preferiblemente del grupo de oligémeros
formado por tetrdmeros, pentdmeros y/o hexdmeros.

4. Uso de la reivindicacion 1, en el que el individuo tiene estd en un estado inmunocomprometido.

5. Uso de la reivindicacién 4, en el que dicho estado de inmunocompromiso es una neutropenia.

6. Uso de la reivindicacién 1, en el que la infeccién es una infeccién causada por una especie microbiana.
7. Uso de la reivindicacion 6, en el que la especie microbiana es un hongo.

8. Uso de la reivindicacién 6, en el que la especie microbiana es una levadura.

9. Uso de la reivindicacion 6, en el que la especie microbiana es una bacteria.

10. Uso de la reivindicacién 9, en el que la especie bacteriana es patogénica.

11. Uso de la reivindicacién 6, en el que la infeccién es una infeccién viral.

12. El uso de la reivindicacién 1, en el que la subunidad de MBL o el oligémero de la MBL es producido en un
organismo huésped nativo.

13. El uso de la reivindicacién 1, en el que la subunidad de MBL o el oligémero de la MBL es producido por un
organismo huésped no humano que no expresa de forma nativa un polipéptido de MBL.

14. El uso de la reivindicacién 1, en el que la subunidad de MBL o el oligémero de la MBL es producido por un
método que comprende al menos una etapa de tecnologia de ADN recombinante in vitro.

15. El uso de las reivindicaciones 13 6 14, en el que la produccién de la subunidad de MBL o del oligémero de la
MBL esta controlada por una secuencia control de expresion que no estd asociada de forma nativa a la expresion del
polipéptido de MBL.

16. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, en el que la subunidad de MBL o el oligémero de la MBL
se aisla mediante un método que comprende al menos una etapa que implica una cromatografia de afinidad.

17. El uso de la reivindicacion 16, en el que la etapa de cromatografia de afinidad es capaz de aislar tetrdmeros, pen-
tdmeros y/o hexdmeros de MBL de una composicién que comprende ademds oligémeros de la MBL y/o subunidades
de la MBL adicionales.

18. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 17, en el que la subunidad de MBL y/o el oligémero
de la MBL estd libre de cualquier impureza asociada de forma natural a la MBL cuando se produce en un organismo
huésped nativo.

19. El uso de la reivindicacién 1, en el que la subunidad de MBL es una subunidad de MBL de mamifero.

20. EL uso de la reivindicacién 19, en el que la subunidad de MBL de mamifero es una subunidad de MBL humana.

21. El uso de la reivindicacién 1, en el que el individuo tiene niveles séricos de MBL inferiores a 500 ng/ml.

22. El uso de la reivindicacion 1 6 21, en el que los niveles séricos de MBL del individuo han sido determinados
mediante analisis cuantitativo.

23. Uso de una composicién que comprende al menos una subunidad de lectina de unién a manano (MBL), o al
menos un oligédmero de la lectina de unién a manano (MBL) que comprende la al menos una subunidad de lectina
de unién a manano (MBL) y el uso de un medicamento antimicrobiano para la preparacién de un medicamento en
forma de kit con distintas partes, comprendiendo dicho medicamento en forma de kit con distintas partes al menos una
subunidad de lectina de unién a manano (MBL), o al menos un oligémero de la lectina de unién a manano (MBL) que

13
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comprende la al menos una subunidad de lectina de unién a manano (MBL) y el medicamento antimicrobiano, para la
profilaxis y/o tratamiento de una infeccién en un individuo que tiene un nivel sérico de MBL superior a 50 ng/ml de
suero.

24. El uso de acuerdo con la reivindicacion 23, en el que el medicamento antimicrobiano es un medicamento
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Fig. 1

Niveles de MBL en pacientes hematologicos
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Fig. 2
Niveles de MBL en mieloma muttiple
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