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DESCRIPCION

Nuevo compuesto péptido ciclico, método para producirlo, agente anti-infeccioso, fraccion que contiene antibiético,
antibiotico, método para producir antibidtico, microorganismo productor de antibidtico y antibidtico producido
mediante el mismo

Campo Técnico

La presente invencién se refiere a un compuesto que tiene una estructura quimica; un método para fabricar dicho
compuesto; un farmaco terapéutico anti-infeccioso que contiene dicho compuesto y un microorganismo que produce
dicho compuesto.

Ademas, la presente invencién se refiere a una fraccién que contiene una sustancia antibiética fraccionada a partir
de un cultivo producido a partir de un microorganismo perteneciente al género Lysobacter; un método para producir
dicha sustancia antibidtica; una sustancia antibiética obtenida mediante dicho método y, adicionalmente, métodos de
uso y métodos de produccion de una sustancia antibiética que muestra una actividad antibacteriana al mismo tiempo
que no muestra un efecto terapéutico y de una sustancia antibiética que muestra tanto una actividad antibacteriana
como un efecto terapéutico, en que estas sustancias antibiéticas se obtienen a partir de dicha fraccion.

Todavia adicionalmente, la presente invencion se refiere a un microorganismo que produce una sustancia
antibiotica; un método para fabricar una sustancia antibiética cultivando dicho microorganismo y dicha sustancia
antibiotica.

Antecedentes de la técnica

Una sustancia antibiética es indispensable para reprimir un microorganismo y para curar una enfermedad infecciosa.
Sin embargo, el uso excesivo de una sustancia antibiética produce una bacteria resistente a la misma, dando lugar a
la produccion de una bacteria resistente a multiples farmacos que tiene resistencias a muchos farmacos y, por tanto,
se convierte en un problema clinico grave. Especialmente el Staphylococcus aureus resistente a meticilina (en lo
sucesivo abreviado como MRSA) aparece a menudo en un recinto clinico y, por tanto, se convierte en un problema
social. Ademas, el Enterococcus que tiene resistencia a vancomicina que es usado a menudo como un farmaco
terapéutico final para MRSA (en lo sucesivo dicho Enterococcus resistente a vancomicina es abreviado como VRE)
ha sido apartado de un recinto clinico en este pais y, por tanto, es altamente deseado un nuevo farmaco terapéutico
para una bacteria resistente a multiples farmacos.

Especialmente, el surgimiento de VRE que muestra resistencia a vancomicina, el farmaco eficaz para MRSA, se
considera que es un problema grave. Esto se supone porque el propio Enterococcus reside siempre en el tracto
intestinal por lo que puede ser generado un portador potencial de la bacteria facilmente con lo que es transmitido un
gen de resistencia al mismo a otra bacteria debido al largo tiempo de residencia en el cuerpo del paciente, y esto a
su vez conduce a un aumento de un riesgo de generar Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA) y
asi sucesivamente.

Aparte del problema del surgimiento de una bacteria resistente, una sustancia antibidtica que tiene un efecto
terapéutico sustancialmente alto al mismo tiempo que tiene una seguridad superior a la vancomicina y asi
sucesivamente es altamente y, por tanto, esta en progreso una investigacion para obtener una sustancia antibiotica
que no solamente sea eficaz para MRSA y VRE sino que tenga también una seguridad superior con menos efectos
secundarios, etc. en comparacién con los farmacos existentes.

En lo que se refiere al nuevo farmaco terapéutico asi, se conoce el linezolid, una nueva sustancia antibiética
obtenida mediante un método de sintesis quimica total. Ademas, se han llevado a cabo muchas investigaciones para
descubrir una nueva sustancia antibidtica que muestre eficacia para las bacterias resistentes a multiples farmacos
que anteceden a partir de sustancias antibidticas que se producen mediante diversos microorganismos (documentos
de patentes 1 a 3). Entre estos documentos, en los documentos de patentes 1y 2, se describe un microorganismo
perteneciente al género Lysobacter que produce una sustancia antibiética que muestra eficacia para las bacterias
resistentes a multiples farmacos que anteceden y un método para producir la sustancia antibidtica usando este
microorganismo.

Para conseguir el objetivo que antecede, se lleva a cabo ampliamente no solamente la creacion de una sustancia
antibiotica que tiene una estructura quimica y una exploracion sintética de mejora, etc., de sustancias antibidticas
existentes, sino también la exploracién de un microorganismo capaz de producir una sustancia antibiética util que no
ha sido expuesta con anterioridad. Esto es porque una sustancia antibiética producida mediante un microorganismo
es una sustancia natural producida en un cuerpo vivo, de forma que la sustancia se supone que es mucho mas
segura para cuerpo vivo en comparacion con una sustancia quimicamente sintetizada.

En lo que se refiere al microorganismo que produce una nueva sustancia antibiética, se han expuesto ya muchos
tipos de microorganismos, y el microorganismo perteneciente a un género Lysobacter de Xanthomonadaceae, que
es usado en la presente invencion, se ha expuesto como tal microorganismo en los documentos de patentes 1, 2, 5,
etc. Entre estos documentos, en los documentos de patentes 2 y 5, se describe un microorganismo que produce una
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sustancia antibiética que tiene una actividad antibacteriana para las bacterias resistentes a multiples farmacos que
anteceden y un procedimiento para producir la sustancia antibiética usando dicho microorganismo.

Se desea intensamente proporcionar una sustancia antibiética que tiene no solamente una actividad antibiética para
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (en lo sucesivo abreviado como MRSA) y Enterococcus resistente a
vancomicina (en lo sucesivo abreviado como VRE), que sean especialmente problematicos en recintos clinicos entre
las bacterias resistentes a multiples farmacos, pero que muestren también un excelente efecto terapéutico. Sin
embargo, la mayoria de las sustancias antibiéticas que han sido expuestas hasta ahora que son eficaces para las
bacterias resistentes a multiples farmacos son las que muestran una actividad antibacteriana solamente para MRSA,;
no hay muchos informes sobre la sustancia antibiotica que muestre también una actividad antibacteriana para VRE
al mismo tiempo. Como un ejemplo de la sustancia antibittica eficaz tanto para MRSA como para VRE, se describe
una sustancia antibiética que muestra una actividad antibacteriana in vitro para las dos bacterias resistentes a
multiples farmacos que anteceden (en lo sucesivo, actividad antibacteriana significa “actividad antibacteriana
mostrada in vitro” salvo que se indique otra cosa) entre las sustancias antibiéticas expuestas en el documento de
patente 3.

Ademas, se describe un microorganismo perteneciente al género Lysobacter y una nueva sustancia antibiética
producida y fabricada a partir del mismo en los documentos de patentes 1y 2; se describe un nuevo microorganismo
perteneciente al género Flavobacterium y una nueva sustancia antibiética producida y fabricada a partir del mismo
en el documento de patente 6 y se describe un microorganismo perteneciente al género Streptomyces y una nueva
sustancia antibiotica producida y fabricada a partir del mismo en el documento de patente 7.

Por otra parte, los inventores de la presente invencidon construyeron el “modelo de infeccion de Staphylococcus
aureus del gusano de la seda” (documento de patente 4) usando, como animal experimental, un gusano de seda
(una larva de Bombyx mori), en que el modelo se usé eficazmente para explorar una sustancia antibiotica vy,
seguidamente, se llevo a cabo la investigacion en el mismo.

Documento de Patente 1: Patente Japonesa N° 3339235

Documento de Patente 2: Patente Japonesa N° 4054576

Documento de Patente 3: Patente Japonesa N° 4057426

Documento de Patente 4: Patente Japonesa puesta a disposicion p N° 2007-327964

Documento de Patente 5: Publicacién de Solicitud de Patente examinada Japonesa N° H06-99444
Documento de Patente 6: Publicacién puesta a disposicion publica de la Patente Japonesa N° 2003-113192
Documento de Patente 7: Publicaciéon puesta a disposicion publica de la Patente Japonesa N° 2007-131552
Descripcion de la Invencién

Problemas que van a ser resueltos por la invencién

En los documentos de patente 2 y 3, se describe una sustancia antibiética que muestra eficacia no solamente para
MRSA sino también para VRE. Sin embargo, en muchos informes previos, solamente ha sido descrita la eficacia
para MRSA como se expone en el documento de patente 1 y, por tanto, la situacién actual es que casi no hay
ningun informe sobre una sustancia antibidtica que muestre eficacia para VRE. Consecuentemente, considerando un
posible surgimiento de una bacteria resistente, es necesario aumentar las opciones de una sustancia antibiética que
tenga las siguientes caracteristicas: que muestre eficacia no solamente para MRSA sino también para VRE, que
tenga una estructura quimica diferente de las sustancias antibidticas existentes mostradas en el documento de
patente 2, documento de patente 3, etc.; y que se espere que tenga un mecanismo de accion para una bacteria
resistente diferente de los farmacos terapéuticos existentes.

Ademas, en la mayoria de los ejemplos previamente expuestos, se selecciona una sustancia antibiética basandose
principalmente en la actividad antibacteriana in vitro evaluada con la concentracion inhibidora minima (en lo
sucesivo, abreviada a veces como “MIC”) pero como no hay casi ningun ejemplo en el que se seleccione una
sustancia antibiética mediante una evaluaciéon que incluya un efecto terapéutico in vivo, continda habiendo una
carencia final de un efecto terapéutico por lo que hay una gran dificultad para su realizacion practica.

Como se expuso anteriormente, un primer problema que va a ser resuelto mediante la presente invencién es
proporcionar un compuesto que tenga una estructura quimica diferente de los farmacos previos y, ademas, que
proporcione un compuesto que sea también eficaz para una bacteria resistente a multiples farmacos.

Ademas, el objetivo de la misma incluye proporcionar “un compuesto que tenga un efecto terapéutico elevado” que
ha tenido ya una gran dificultad para su realizacion practica rebajada mediante la seleccion de un compuesto
previsto a partir de muchos compuestos candidatos basado no solamente en una actividad antibacteriana sino
también en una evaluacién que incluye un efecto terapéutico.
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Ademas, como se mencioné anteriormente, hay muchas sustancias antibidticas dirigidas a diana a una bacteria
resistente a multiples farmacos, pero no hay tantas sustancias antibioticas que muestren claramente eficacia para
VRE, siendo la sustancia antibiética realizada en la practica que se conoce que es eficaz para VRE escasamente
linezolid, que es una sustancia antibiética basada en oxazolidinona. Sin embargo, linezolid es una sustancia
antibiotica sintética creada mediante una sintesis quimica total y, teniendo en cuenta un problema de seguridad para
un cuerpo vivo y el posible surgimiento de una bacteria resistente a un farmaco existente, ha habido una necesidad
de aumentar adicionalmente opciones para la sustancia antibidtica que es util para una bacteria resistente a
multiples farmacos para VRE.

Por otra parte, si una sustancia antibiética que muestra eficacia para VRE puede ser obtenida a partir de una
sustancia producida a partir de un microorganismo, hay una elevada posibilidad de rebajar una gran dificultan
necesaria para desarrollar y fabricar un farmaco en comparaciéon con un compuesto mediante un método de sintesis
quimica total. Esto es porque al menos su fabricacion se puede hacer mediante cultivo, sugiriendo que su
fabricacion se puede hacer con un coste inferior y mayor seguridad en comparacion con un método de sintesis
quimica que requiere productos quimicos, como un catalizador especial, y una elevada temperatura y elevada
presion.

En lo que se refiere a la sustancia antibidtica que es producida mediante un microorganismo y muestra eficacia para
VRE como se mencioné anteriormente, se describe una sustancia antibiética que muestra una actividad
antibacteriana para MRSA y VRE entre las sustancias antibiéticas descritas en el documento de patente 2 que
antecede. Sin embargo, no ha habido todavia ninguna descripcion sobre si muestra un efecto terapéutico in vivo
para una enfermedad infecciosa o no (en lo que sigue, la expresion “efecto terapéutico” es usada para referirse a un
efecto terapéutico para una enfermedad infecciosa confirmado con un sistema de evaluacién in vivo, salvo que se
indique otra cosa). Esto es porque ha sido evaluada una eficacia terapéutica de una sustancia antibidtica
suponiendo que la magnitud de una actividad antibacteriana evaluada mediante la concentracion inhibitoria minima
(en lo sucesivo, abreviada a veces como “MIC”) refleja una magnitud de un efecto terapéutico de esta sustancia
antibiotica. Es decir, presumiblemente porque no hay eleccion sino que depender de la MIC, ya que no hay un
método conveniente para evaluar el “efecto terapéutico”. Sin embargo, mediante la investigacion de los presente
inventores, como se menciona con posterioridad, se confirmé que la “magnitud de una actividad antibacteriana de
una sustancia antibiotica evaluada mediante la MIC no refleja necesariamente la “magnitud de un efecto terapéutico”
de dicha sustancia antibidtica.

Dicho de otro modo, casi todas las sustancias antibiéticas previamente descritas fueron seleccionadas mediante la
evaluacion de una actividad antibacteriana basada en la MIC, exponiendo asi solamente la “magnitud de la actividad
antibacteriana” sin exponer no obstante la “magnitud de un efecto terapéutico”.

Consecuentemente, para proporcionar una fraccién que contenga una sustancia antibiética producida por un
microorganismo “en lo que sigue, esto se describe como “fraccién que contiene sustancia antibidtica”) y una
sustancia antibiética obtenida a partir de dicha fraccién, es importante seleccionarlas evaluando no solamente sus
actividades antibacterianas mostradas, sino también sus efectos terapéuticos y, por tanto, un problema que debe ser
resuelto por la presente invencion es proporcionar una fraccién que contiene sustancia antibiética que tiene una
elevada utilidad no conocida con anterioridad, que se selecciona como se menciond anteriormente y una sustancia
antibiética obtenida a partir de esta fraccion.

Entonces, los inventores de la presente invencién pensaron que resolviendo el problema que antecede, no
solamente se pueden seleccionar una fraccion que contiene sustancia antibidtica y una sustancia antibiética
obtenida a partir de la misma que muestra actividad antibacteriana y efecto terapéutico, sino también se pueden
seleccionar una fraccidon que contiene sustancia antibidtica y una sustancia antibiética que muestra una actividad
antibacteriana pero no muestra un efecto terapéutico. Ademas, los inventores pensaron que, incluso aunque es
natural que la primera es altamente eficaz como un farmaco terapéutico para una enfermedad infecciosa, la fraccion
que contiene sustancia antibidtica etc. de la ultima, que no suscitaron atencién con anterioridad, tienen propiedades
adecuadamente usadas como un agente de proteccién microbiana porque no son usadas como un farmaco
terapéutico cuando son usadas como un agente de protecciéon microbiana, por lo que no hay sustancialmente
necesidad de considerar el surgimiento de una bacteria resistente a multiples farmacos.

A saber, un segundo problema que va a ser resuelto mediante la presente invencidn es proporcionar: una fraccion
que contiene una sustancia antibiética que es producida mediante un microorganismo y tiene una eficacia no
conocida con anterioridad; una sustancia antibiética obtenida a partir de la misma; un procedimiento de fabricacién
de la misma vy, adicionalmente, una fraccion que contiene sustancia antibidtica y una sustancia antibiética que se
seleccionan evaluando la fraccion que contiene sustancia antibidtica y la sustancia antibiética no solamente en una
actividad antibacteriana, sino también en si existe o no un efecto terapéutico. Ademas, el objeto de la misma incluye
proporcionar una fraccién que contiene sustancia antibiética y una sustancia antibiética que muestra un efecto
terapéutico para una bacteria resistente a multiples farmacos. De forma adicional, el objeto de la misma incluye
proporcionar un agente de proteccion microbiana que contiene la fraccion que contiene sustancia antibiética o la
sustancia antibiotica como se mencioné anteriormente.

Por otra parte, se espera que una sustancia antibiética obtenida a partir de sustancias producidas a partir de un
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microorganismo tenga una seguridad superior para un cuerpo vivo en comparacion con una sustancia sintética,
sugiriendo que una sustancia antibidtica asi puede disminuir el desarrollo de etapas para hacer que sea un farmaco
médico. Por ejemplo, el procedimiento de fabricacién anteriormente mencionado tiene una ventaja en cuanto pueden
ser usadas materias primas son mas benignas para un cuerpo vivo que las de un procedimiento de sintesis quimica
y, ademas, puede ser usado un procedimiento mas conveniente y seguro en el mismo porque pueden ser usadas
condiciones de fabricacion de temperatura y presion casi ambientales. Consecuentemente, esto tiene una capacidad
potencial superior para disminuir las etapas de desarrollo para un farmaco médico en comparacién con una
sustancia antibiética creada mediante una sintesis quimica.

Sin embargo, en cuanto al microorganismo que produce una sustancia antibiética que muestra no solamente eficacia
para MRSA sino también actividad antibacteriana para VRE, fue necesaria una investigacion adicional considerando
materias como un efecto terapéutico en un recinto clinico practico y el surgimiento de una bacteria resistente, incluso
aunque hay un ejemplo como se describe en el documento de patente 2. Dicho de otro modo, ha habido un deseo:
descubrir un microorganismo que tenga caracteristicas para producir una sustancia antibiética que tenga una
actividad antibacteriana no solamente para MRSA sino también para VRE y que muestre realmente un efecto
terapéutico; y proporcionar una sustancia antibidtica que muestre una eficacia para MRSA y VRE usando este
microorganismo y un método para fabricar el mismo.

Ademas, con el fin de obtener ampliamente una sustancia antibiética independientemente de si existe o no una
actividad antibacteriana para MRSA, VRE, etc., hay un deseo de proporcionar un microorganismo.

La presente invencion se realizd considerando la situacion anteriormente mencionada y, por tanto, un tercer
problema para ser resuelto mediante la presente invencion es proporcionar un microorganismo que pueda producir
una sustancia antibiética y proporcionar un microorganismo que pueda ser usado en un método para fabricar una
sustancia antibidtica, especialmente para proporcionar un nuevo microorganismo capaz de producir una sustancia
antibiotica que sea eficaz para bacterias resistentes a multiples farmacos, al menos para MRSA y VRE.

Medios para resolver los problemas

En la situaciéon anteriormente mencionada, con el fin de obtener un nuevo microorganismo capaz de producir una
sustancia antibiética, una fraccion que contiene una sustancia antibiética obtenida a partir de este microorganismo y
una sustancia antibiética obtenida a partir de la misma, los inventores de la presente invencién llevaron a cabo una
investigacion sobre un método para evaluar la fraccion que contiene sustancia antibidtica obtenida a partir de la
materia sobrenadante de cultivo de dicho microorganismo y la sustancia antibiética obtenida a partir de esta fraccion
mediante tratamientos de separacion y purificacion. Como consecuencia, cuando se selecciond un microorganismo y
un método para la separacion y purificacion de una sustancia antibidtica contenida en una materia sobrenadante de
un cultivo, los inventores de la presente invencion estimaron en una evaluacion mediante MIC para Staphylococcus
aureus como para una actividad antibacteriana de cada muestra con evaluacién concurrente en cuanto a un efecto
terapéutico de la misma. Seguidamente, se llevd a cabo una investigaciéon para obtener una cepa de
microorganismo previsto y la fraccion que contiene sustancia antibitica que tiene una elevada eficacia, como se
mencion6 anteriormente, usando, como el método para evaluar la magnitud de un efecto terapéutico de cada
muestra, “el modelo de infeccion de Staphylococcus aureus de gusano de seda” mencionado en el documento de
patente 4 que usa como animal experimental, un gusano de seda.

Como consecuencia, de las 14346 cepas de bacteria de terrenos separadas de los terrenos tomados de diversas
partes de esta nacion, 3487 cepas se encontré6 que mostraban una actividad antibacteriana para Staphylococcus
aureus en una materia sobrenadante de un cultivo de la misma; y cuando se estudi6é un efecto terapéutico de la
materia sobrenadante del cultivo de estas bacterias mediante el modelo de infeccion de Staphylococcus aureus del
gusano de seda que antecede, el numero de microorganismos que mostraba un efecto terapéutico se redujo a 45
cepas. A partir de este resultado, se confirmé que la actividad antibacteriana evaluada mediante MIC no garantiza
necesariamente un “efecto terapéutico” de la sustancia antibidtica evaluada para una enfermedad infecciosa
impuesta por la bacteria relacionada con MIC.

Seguidamente, cuando se estudiaron los espectros antibacterianos de la fraccion que contiene sustancia antibiotica
obtenida a partir de una materia sobrenadante de un cultivo de las 45 cepas que anteceden, se encontré que un
microorganismo que mostraba una actividad antibacteriana para una bacteria resistente a multiples farmacos tanto
de MRSA como de VRE estaba incluido en estas 45 cepas y, ademas, se encontré que una sustancia antibiética que
mostraba un efecto terapéutico en el mismo nivel o superior en comparacién con vancomicina en el modelo de
infeccion de Staphylococcus aureus de raton estaba incluida en la fraccion que contiene sustancia antibiética que
fue fraccionada a partir de un cultivo de dicho microorganismo. Cuando la sustancia antibidtica que antecede que
mostraba un efecto terapéutico elevado fue estudiada en detalle en cuanto a la estructura quimica y demas, se
confirmé que esta sustancia antibiética era una sustancia antibidtica.

Ademas, cuando se estudiaron los espectros antibacterianos de otras fracciones que contienen sustancias
antibioticas y sustancias antibiéticas contenidas en dichas fracciones, resultd claro que los espectros antibacterianos
de las ofras fracciones que contienen sustancias antibidticas eran iguales que los de dicha sustancia antibidtica y
que la estructura quimica de las mismas era la de un compuesto relacionado de dicha sustancia antibiotica y, por
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tanto, se confirmo que la fracciéon que contiene una sustancia antibiotica distinta de dicha sustancia antibiotica en la
fase de fraccionamiento final era también una fraccién altamente eficaz.

Ademas, se confirmé que el efecto terapéutico (EDso: cantidad de eficacia de 50%) mostrado en la fracciéon que
contiene dicha sustancia antibidtica estaba concentrado en 300 veces en relacion con la de la fraccion inicialmente
obtenida en su procedimiento de purificacion, mientras que su actividad antibacteriana (MIC) estaba concentrada
solo en 5 veces.

Este hecho sugiere que la fraccion que contiene sustancia antibidtica en la fase temprana del procedimiento de
purificacién obtenido mediante el procedimiento de fraccionamiento mencionado con posterioridad contiene, con una
relacion elevada, una sustancia antibidtica que muestra una actividad antibacteriana comparativamente elevada pero
que a penas muestra un efecto terapéutico. Consecuentemente, se consideré que estas sustancias antibiéticas
contenidas en la fraccidon que contiene sustancia antibidtica en la fase temprana del procedimiento de purificaciéon
era dificil de ser usada como un farmaco terapéutico para una enfermedad infecciosa.

Sin embargo, desde un punto de vista diferente, el mostrar una elevada actividad antibacteriana mientras que no se
muestra un efecto terapéutico puede ser inversamente valorado como que esto es adecuado para un agente
antibacteriano como un agente de proteccion microbiana porque la sustancia antibidtica asi no es sustancialmente
usada como un farmaco terapéutico para una enfermedad infecciosa. Esto es porque esta sustancia antibiética no
es usada como un farmaco terapéutico por lo que no hay necesidad de prestar atencion al surgimiento de una
bacteria resistente a multiples farmacos que es preocupante cuando se usa como un agente antibacteriano.
Ademas, esta es retirada de la fraccion en la fase tardia del procedimiento de purificaciéon, por lo que se confirmd
que no hay un parecido quimico estructural para la sustancia antibiotica y, por tanto, no hay necesidad tampoco de
prestar atencion al surgimiento de una bacteria resistente a multiples farmacos mediante una reaccién cruzada con
una sustancia antibiética seleccionada como un farmaco terapéutico para una enfermedad infecciosa.

Dicho de otro modo, la fraccidon que contiene sustancia antibiética que tiene una elevada actividad antibacteriana
pero un bajo efecto terapéutico obtenida a partir de una fraccion en la fase temprana del procedimiento de
purificacion y la sustancia antibidtica obtenida a partir de la misma son altamente utiles cuando son usadas como un
agente de proteccion microbiana.

Ademas, se encontré que el microorganismo que produjo la fracciéon que contiene sustancia antibidtica y la sustancia
antibiotica que muestra una actividad antibacteriana para MRSA y VRE, como se menciond anteriormente, era un
microorganismo perteneciente al género Lysobacter (en lo sucesivo, mostrado como "RH2180-5") a partir de los
resultados del analisis de caracterizacion del mismo, analisis de la secuencia de bases de su 16S rRNA, etc., y
también a partir de la sustancia producida y, adicionalmente, se encontré que la fraccion que contiene sustancia
antibiotica y la sustancia antibidtica obtenida a partir de la misma en la presente invencion se obtuvieron a partir del
microorganismo; basandose en estos descubrimientos se pudo realizar la presente invencion.

Ademas, cuando la sustancia antibiética que mostraba un efecto terapéutico elevado en el “modelo de infeccion de
Staphylococcus aureus de raton” se estudio en detalle en cuanto a su estructura quimica y demas, se confirmé que
esta sustancia antibiética es un compuesto péptido ciclico que tiene una estructura quimica. Ademas, se confirmé
que, ademas de la sustancia anteriormente mencionada, los compuestos péptidos ciclicos relacionados con la
misma que tienen una estructura quimica similar a la que antecede estan contenidos en la materia sobrenadante del
cultivo y que estos muestran también un espectro antibacteriano similar al del compuesto que antecede.

A saber, la presente invencion proporciona lo siguiente:
<1>

Un compuesto péptido ciclico mostrado por la siguiente formula (1) o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo:
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en la que R representa un grupo acilo que tiene 7, 8 o 9 atomos de carbono y contiene opcionalmente un grupo
sustituyente; R? representa un grupo metilo o un atomo de hidrégeno y R® representa un grupo etilo o un grupo
metilo.

<2>

El compuesto peptldo ciclico de la sal farmacéuticamente aceptable del mismo segin <1> en que el grupo
sustituyente de R' en la formula anterior (1) es un grupo hidroxilo.

<3>

El compuesto péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable segun <1> en el que R en la formula (1) anterior
es un grupo 3-hidroxi-5-metil-hexanol, un grupo 3-hidroxi-6-metil-heptanoilo o un grupo 3-hidroxi-7-metil-octanoilo.

<4>

El compuesto péptido ciclico o su sal farmaceutlcamente aceptable segun <1> en el que en la férmula (1) anterior R
es un grupo 3-hidroxi-5-metil-hexanoilo, R?es un grupo metilo y R?®es un grupo etilo.

<5>

EI compuesto péptido ciclico o su sal farmaceutlcamente aceptable segun <1> en el que, en la formula (1) anterior,
R'esun grupo 3-hidroxi-7-metil-octanoilo, R?es un grupo metilo y R®es un grupo etilo.

<6>

El compuesto péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable segun cualquiera de <1> a <5>, en el que el
compuesto péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable se obtiene a partir de un cultivo que es producido
mediante el cultivo de la cepa RH2180-5, que pertenece al género Lysobacter con el n® de acceso NITE BP-870 en
la institucion de Dep6sito NITE Patent Microorganisms Depositary (NPMD) de la entidad Incorporated Administrative
Agency National Institute of Technology and Evaluation (NITE), o su cepa mutante capaz de producir un compuesto
analogo al compuesto producido a partir de la cepa que antecede.

<7>

Un método para fabricar el compuesto péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable segun cualquiera de
<1> a <6>, caracterizado porque el compuesto péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable es fabricado a
partir de un cultivo que es producido cultivando la cepa RH2180-5, que es capaz de producir el compuesto péptido
ciclico segun cualquiera de <1> a <6> o pertenece al género Lysobacter con el n° de acceso NITE BP-870 en la
institucion NITE Patent Microorganisms Depositary (NPMD) de la entidad Incorporated Administrative Agency
National Institute of Technology and Evaluation (NITE), o su cepa mutante capaz de producir un compuesto analogo
al compuesto producido a partir de la cepa que antecede.
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<8>

Un farmaco terapéutico para una enfermedad infecciosa, en que el farmaco terapéutico contiene el compuesto
péptido ciclico o sal farmacéuticamente aceptable segin cualquiera de <1> a <6> junto con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

<9>

Una fraccién que contiene una sustancia antibiética caracterizada porque la fraccién que contiene una sustancia
antibiotica es obtenida fraccionando un cultivo que es producido cultivando un microorganismo perteneciente al
género Lysobacter con el n° de acceso NITE BP-870 y contiene el compuesto péptido ciclico o sal
farmacéuticamente aceptable segun cualquiera de <1> a <6>.

<10>

La fraccion que contiene una sustancia antibiotica segun <9> en que la fraccion que contiene una sustancia
antibidtica es una fraccion que contiene una sustancia antibiética que muestra una actividad antibacteriana.

<11>

La fraccion que contiene una sustancia antibiética segin <9> o >10> en que la fraccidon que contiene una sustancia
antibiotica muestra una actividad antibacteriana al menos para Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) y Enterococcus resistente a vancomicina (VRE).

<12>

La fraccion que contiene una sustancia antibiética segun cualquiera de <9> a <11>, en que la fraccién que contiene
una sustancia antibiética es una fraccién que contiene una sustancia antibiética que muestra un efecto terapéutico
para una enfermedad infecciosa debida al menos a Staphylococcus aureus.

<13>

La fraccion que contiene una sustancia antibiética segun <12>, en que la fraccion que contiene una sustancia
antibiética contiene una sustancia antibiética que muestra un efecto terapéutico para una enfermedad infecciosa
debida al menos a Staphylococcus aureus siendo el efecto terapéutico de la misma igual o mayor en comparacion
con vancomicina.

<14>

La fraccion que contiene una sustancia antibidtica segun <9> o <10>, en que la fraccién que contiene una sustancia
antibidtica contiene una sustancia antibidética que muestra una actividad antibacteriana pero no muestra
sustancialmente un efecto terapéutico.

<15>

La fraccidon que contiene una sustancia antibidtica segun <14>, en que la sustancia antibidtica que muestra una
actividad antibacteriana pero que no muestra sustancialmente un efecto terapéutico es usada como un agente de
proteccién microbiana.

<16>

Un método para fabricar una sustancia antibiética, caracterizado porque una cualquiera de una sustancia antibiotica
que muestra una actividad antibacteriana y una sustancia antibiética que muestra un efecto terapéutico para una
enfermedad infecciosa 0 ambas cosas es separada y purificada a partir de un cultivo que es producido cultivando un
microorganismo perteneciente al género Lysobacter con el n° de acceso NITE BP-870 y contiene el compuesto
péptido ciclico o sal farmacéuticamente aceptable segun cualquiera de <1> a <6>.

<17>

El método para fabricacion de una sustancia antibiética segiin <16>, en que la sustancia antibiética muestra una
actividad antibacteriana al menos para Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y Enterococcus
resistente a vancomicina (VER).

<18>

El método para la fabricacién de una sustancia antibiética segun <16> o <17>, en que la sustancia antibiética
muestra un efecto terapéutico para una enfermedad infecciosa al menos debida a Staphylococcus aureus.
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<19>

El método para fabricar una sustancia antibidtica segin <16>, en que la sustancia antibiética es una sustancia
antibiética que muestra una actividad antibacteriana pero que no muestra sustancialmente un efecto terapéutico.

<20>

Una sustancia antibiética, caracterizada porque la sustancia antibiotica es obtenida a partir de un cultivo que es
producido cultivando un microorganismo perteneciente a un género Lysobacter con el n° de acceso NITE BP-870 y
contiene el compuesto péptido ciclico o sal farmacéuticamente aceptable segin cualquiera de <1> a <6>.

<21>

La sustancia antibiética segun <20>, en que la sustancia antibiotica muestra una actividad antibacteriana al menos
para Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y Enterococcus resistente a vancomicina (VER).

<22>

La sustancia antibidtica segin <20> o <21>, en que la sustancia antibiética muestra un efecto terapéutico para una
enfermedad infecciosa al menos debida a Staphylococcus aureus.

<23>

La sustancia antibiética segun <22>, en que la sustancia antibiética muestra un efecto terapéutico para una
enfermedad infecciosa al menos debida a Staphylococcus aureus siendo su efecto terapéutico igual o mayor en
comparacioén con vancomicina.

<24>

Una sustancia antibiética, caracterizada porque la sustancia antibiotica es obtenida a partir de un cultivo que es
producido cultivando un microorganismo perteneciente a un género Lysobacter con el n° de acceso NITE BP-870 y
contiene el compuesto péptido ciclico o sal farmacéuticamente aceptable segun cualquiera de <1> a <6> y porque la
sustancia antibidtica muestra una actividad antibacteriana para al menos Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) y Enterococcus resistente a vancomicina (VER) mientras que muestra un efecto terapéutico para
una enfermedad infecciosa debida al menos a Staphylococcus aureus.

<25>

La sustancia antibidtica segun cualquiera de <20> a <24> en que la sustancia antibiética es mostrada mediante la
siguiente formula (1):

Rl
. W
HO.
o
R® o
. . KN
%
o} NH o
HN
NH
(o]
HN: o
- HN o o
H
N
NH HN
o 0
0
oH
H ( 1)
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en la que R representa un grupo acilo que tiene 7, 8 6 9 atomos de carbono y contiene un grupo hidroxilo; R?
representa un grupo metilo o un atomo de hidrégeno y R® representa un grupo etilo o un grupo metilo.

<26>

Un agente de proteccion microbiana, caracterizado porque el agente de proteccion microbiana contiene la fraccion
que contiene una sustancia antibiética segun <9> o <10>.

<27>

Un agente de proteccion microbiana, caracterizado porque el agente de proteccion microbiana contiene la sustancia
antibiotica segun <20>.

<28>

Un microorganismo, en que el microorganismo pertenece a un género Lysobacter con el n® de acceso NITE BP-870
0 es un microorganismo natural o artificialmente mutado del mismo, y es capaz de producir un compuesto mostrado
en la siguiente formula (1) o una sal del mismo.

NH (1)

(En la formula (1), R' representa un grupo acilo que tiene 7, 8 6 9 atomos de carbono y contiene un grupo hidroxilo;
R? representa un grupo metilo o un atomo de hidrégeno y R® representa un grupo etilo o un grupo metilo.

<29>

El microorganismo seguin <28>, en que la sustancia antibidtica tiene una actividad antibacteriana al menos para
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y Enterococcus resistente a vancomicina (VRE).

<30>

El microorganismo segun <28> o <29>, en que el microorganismo tiene la secuencia de bases de la regién de 16S
rRNA mostrada por la secuencia n°® 1 en el grafico de secuencias.

<31>

Un compuesto péptido ciclico o sal farmacéuticamente aceptable del mismo determinado en 1 a 6, o un agente que
comprende dicho compuesto péptido ciclico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para ser usado en el
tratamiento de una enfermedad infecciosa.

Ventajas

Segun la presente invencion, se proporciona un compuesto que tiene una estructura quimica que es eficaz para una
enfermedad infecciosa, etc. Ademas, se proporciona un compuesto que tiene una estructura quimica o una sal del
mismo que muestra eficacia para muchas bacterias resistentes a multiples farmacos como MRSA y VRE, un método
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para fabricarlos y un microorganismo que produce estos compuestos.

Ademas, segun la presente invencion, se proporciona una fraccion que contiene una sustancia antibidtica util
producida a partir del microorganismo y su sustancia antibidtica. Entre estas sustancias antibidtica, hay algunas que
muestran una actividad antibacteriana no solamente para MRSA sino también para VRE y hay algunas que
muestran un elevado efecto terapéutico para Staphylococcus aureus. Consecuentemente, la presente invencion
tiene un efecto de ser capaz de proporcionar una fraccién que contiene una sustancia antibiética extremadamente
util y su sustancia antibidtica.

Ademas, segun la presente invencidon, se proporciona un microorganismo capaz de producir las sustancias
antibidticas anteriores que tienen una actividad antibacteriana. Especialmente entre las sustancias antibiética
producidas por el microorganismo de la presente invencion, existe una sustancia antibidtica que se confirma que
tiene una actividad antibacteriana para MRSA y VRE con un elevado efecto terapéutico y, por tanto, la presente
invencion tiene un efecto de ser capaz de proporcionar un microorganismo capaz de producir una sustancia
antibidtica que tiene una elevada eficacia para una bacteria resistente a multiples farmacos.

Breve descripcion de los dibujos.
[Fig. 1]

La Fig. 1 es un grafico que muestra un resultado del fraccionamiento de la fraccion que contiene una sustancia
antibiética que muestra un efecto antibiético, obtenida a partir de un cultivo de RH2180-5 usando una columna ODS.
El eje vertical muestra la resistencia a la absorcion y el eje horizontal muestra el tiempo de elucién (minutos). Los
numeros anteriormente indicados por encima de cada una de las columnas de los picos que se muestran en marcos
separados muestran pesos moleculares de las respectivas sustancias de los picos.

[Fig. 2]
La Fig. 2 muestra el resultado del analisis de la composicion de aminoacidos de la sustancia del pico 5 RH2180-5.
[Fig. 3]

La Fig. 3 muestra graficos de resultados de analisis de la sustancia del pico 5 RH2180-5 mediante 'H-NMR y "*C-
NMR. El eje vertical muestra la resistencia de la sefial y el eje horizontal muestra el desplazamiento quimico (ppm).

[Fig. 4]

La Fig. 4 muestra un grafico del resultado de analisis MS-MS de la sustancia del pico 5 RH2180-5 mediante TOF-MS
(TOF: tiempo de vuelo).

[Fig. 5]

La Fig. 5 muestra graficos de los resultados de analisis MS-MS de la sustancia del pico 1 RH2180-5 y la sustancia
del pico 2 RH2180-5 mediante TOF-MS (TOF: tiempo de vuelo).

[Fig. 6]

La Fig. 6 muestra los graficos de los resultados del analisis MS-MS de la sustancia del pico 3 RH2180-5 y la
sustancia del pico 4 RH2180-5 mediante TOF-MS (TOF: tiempo de vuelo).

[Fig. 7]

La Fig. 7 muestra los graficos de los resultados del analisis MS-MS de la sustancia del pico 6 RH2180-5 y la
sustancia del pico 7 RH2180-5 mediante TOF-MS (TOF: tiempo de vuelo).

[Fig. 8]

La Fig. 8 muestra los graficos de los resultados del analisis MS-MS de la sustancia del pico 8 RH2180-5 y la
sustancia del pico 9 RH2180-5 mediante TOF-MS (TOF: tiempo de vuelo).

[Fig. 9]

La Fig. 9 muestra una estructura quimica de la sustancia del pico 5 RH2180-5 obtenida a partir de los respectivos
analisis de resultados.

[Fig. 10]

La Fig. 10 muestra una estructura quimica de la sustancia del pico 5 RH2180-5 obtenida a partir de los respectivos
resultados de analisis, con las cuales se muestran claramente las conformaciones tridimensionales de aminoacidos.
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[Fig. 11]
La Fig. 11 es un grafico que muestra la actividad bacteriolitica de la sustancia del pico 5 RH-2180-5.
Mejores modos para llevar a cabo la invencion

En lo que sigue, se explicara la presente invencion; pero la presente invencion no esta limitada a las realizaciones
especificas descritas con posterioridad y puede ser arbitrariamente modificada dentro de su alcance técnico.

Compuesto péptido ciclico de la presente invencion

La presente invencion se refiere a un compuesto caracterizado por la siguiente férmula (1) que tiene una
constitucion basica de una estructura de péptido ciclico de 37 miembros, mientras que ha sido confirmada una
pluralidad de compuestos con diferentes grupos de R' a R®. Estos han sido aislados a partir de una fraccién pico
separada mediante la fase de purificacion final con RP-HPLC, que se explicara con posterioridad, a partir de un
cultivo de una cepa de microorganismo Lysobacter sp RH2180-5 que se encontrd por los inventores de la presente
invencion y se explicara con posterioridad; pero un método para obtener “el compuesto péptido ciclico mostrado por
la siguiente féormula (1) o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo” de la presente invencion no esta limitado al
método que antecede, por lo que son independientes del método para su fabricacion y, por tanto, no estan limitados
a los producidos a partir de un microorganismo.

Igualmente, cada uno de los compuestos purificados y aislados es mostrado por el nombre de la cepa del
microorganismo asociada al nombre del pico en cuanto corto; a saber, por ejemplo, el compuesto a partir del pico 1
tiene el nombre de “sustancia del pico 1 RH2180-5" o simplemente “P1”:

en la que R regresenta un grupo acilo que tiene 7, 8 o 9 atomos de carbono y que contiene opcionalmente un grupo
sustituyente; R” representa un grupo metilo o un atomo de hidrégeno y R® representa un grupo etilo o un grupo
metilo.

En la formula (1) anterior, R' representa un grupo acilo que tiene 7, 8 0 9 atomos de carbono y que contiene
opcionalmente un grupo sustituyente. El nimero de atomos de carbono en el grupo acilo incluye el nimero del
atomo de carbono en [C=0] (un atomo de carbono). "Grupo acilo que tiene 7, 8 o 9 atomos de carbono " excluido el
grupo sustituyente estd mostrado por "R'-C(=0)-", en el que R' representa un grupo alquilo que tiene 6, 7, o 8
atomos de carbono. R' puede ser lineal o ramificado, pero preferentemente ramificado. La parte ramificada es
preferentemente un grupo metilo; y es particularmente preferido que el grupo terminal opuesto a [C=0] de R' sea
[CH3(CH3)CH-], aunque no esta particularmente restringido. Cuando R', a saber R1, es ramificado, el nUmero de
atomos de carbono en el R' que antecede (7, 8, 0 9) incluye el niumero de atomos de carbono en la parte ramificada.
Igualmente, el grupo sustituyente de R' en la férmula (1) anterior en la sustancia del pico 1 RH2180-5 respecto a la
sustancia del pico 9 RH2180-5 mostrado en la siguiente Tabla 1 es un grupo hidroxilo.

Especificamente, R' en la formula (1) anterior es preferentemente un grupo 3-hidroxi-5-metil-hexanoilo, un grupo 3-
hidroxi-6-metil-heptanoilo, o un grupo 3-hidroxi-7-metil-octanoilo.
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En “el compuesto peptldo ciclico o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo’ mostrado mediante la formula 1),
es preferido que R' sea un grupo 3 hidroxi-5-metil- hexan0|lo R?un grupo metilo, y R®un grupo etilo y que R' sea un
grupo 3-hidroxi-7-metil-octanailo, R? un grupo metilo, y R? un grupo etilo.

Las relaciones entre R", R?, y R® mostradas en la férmula (1) y las respectivas sustancias se muestran en la Tabla 1.
Entre ellas, las estructuras de R, R, y R®en la sustanma del pico 5 RH2180-5 y la sustancia del pico 9 RH2180-5
han sido estabilizadas, pero las estructuras de R' en las sustancias obtenldas a partir de otros picos no han sido
completamente establecidas y, por tanto, las formulas estructurales R' en la Tabla 1 son principalmente de los
resultados de analisis con una espectrometria de masas exacta y a partir de sus vias de biosintesis. A partir del
resultado del estudio de los espectros antibacterianos de las respectivas sustanmas de los picos mencionadas con
posterioridad, se confirma claramente la tendencia de que una diferencia en R' no plantea un efecto significativo
para su espectro antibacteriano. Consecuentemente, estas cadenas laterales pueden ser al menos un grupo acilo
que contiene opcionalmente un grupo sustituyente o, preferentemente, un grupo acilo que tiene 7 a 9 atomos de
carbono y que contiene, opcionalmente, un grupo sustituyente.

Tabla 1

Espectrometria de masas de

Pico n°. ., R' R? R®
alta resolucién

CH3(CH3)CHCH,CHOHCH,CO
P1 1603,8612 H | CHsCH:
3-hidroxi-5-metilhexanoilo

CH3(CH3)CHCH,CHOHCH,CO
P2 1603, 8598 CHs CHs
3-hidroxi-5-metilhexanoilo

CH3(CH3)CH(CH2)sCHOHCH.CO
P3 1631,8909 H | CHsCH:
3-hidroxi-7-metiloctanoilo

CH3(CH3)CH(CH2)sCHOHCH.CO
P4 1631,8917 H | CHsCH:
3-hidroxi-7-metilloctanoilo

CH3(CH3)CHCH2,CHOHCH,CO
P5 1617,8755 CHs | CH3sCH>
3-hidroxi-5-metilhexanoilo

CH3(CH3)CH(CH2).CHOHCH>CO
P6 1631,8893 CHs; | CH3CH.
3-hidroxi-6-metillheptanoilo

CH3(CH3)CH(CH2).CHOHCH>CO
P7 1631,8920 CHs; | CH3CH.
3-hidroxi-6-metilheptanoilo

CH3(CH3)CH(CH2)sCHOHCH.CO
P8 1645,9068 CHs | CH3CH;,
3-hidroxi-7-metiloctanoilo

CH3(CH3)CH(CH2)sCHOHCH.CO
P9 1645,9074 CHs | CH3CH;,
3-hidroxi-7-metilloctanoilo

En la Tabla 1, se muestra la “Espectrometria de masas de alta resolucién” mediante HR TOF MS m/z(M+H)".
Método para la preparacion de compuestos péptidos ciclicos de la presente invencion

El método para la preparacion de compuestos péptidos ciclicos o sus sales farmacéuticamente aceptables de la
presente invencion no esta particularmente restringido; estos compuestos y sus sales pueden ser los producidos a
partir de un microorganismo o quimicamente sintetizados o producidos mediante la combinacién de los mismos.
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Método para el aislamiento y purificacion de compuestos péptidos ciclicos de la presente invencion

El método para el aislamiento y purificacion de compuestos péptidos ciclicos de la presente invencién se selecciona
con referencia al efecto terapéutico en el modelo de infeccion de Staphylococcus aureus del gusano de seda; pero
no esta limitado a este método. Cualquier método generalmente usado como un método para la purificacién de un
compuesto previsto a partir de un cultivo de un microorganismo puede ser usado combinandolos apropiadamente.

El ejemplo especifico del método incluye la extraccion mediante disolvente, disolucion u otra fase disolvente,
precipitacion en agua, cromatografia o mediante una columna ODS, etc., y fraccionamiento usando RP-HPLC con
una columna ODS, etc. Los disolventes para la extraccion y para la disolucion de otra fase disolvente no estan
particularmente restringidos; pero el ejemplo preferido de los mismos incluye un disolvente soluble en agua como
acetona; un disolvente hidréfilo como butanol, un disolvente mismo de los mismos; un disolvente mixto de agua y un
disolvente hidrdéfilo y un disolvente mixto de agua y un disolvente soluble en agua. Puede ser usada una columna
rellena con un material portador modificado con un grupo octilo o un grupo butilo o con un material portador polimero
de un tipo de poliestireno o similar, en lugar de la columna ODS.

Igualmente, los métodos para el aislamiento y purificacion anteriormente mencionados son meros ejemplos y, por
tanto, puede ser obtenido cualquier método para el aislamiento y purificacion con la condicion de que se pueda
obtener un compuesto péptido de la presente invencién con dichos métodos.

Analisis estructural de compuestos péptidos ciclicos aislados y purificados de la presente invencion

Cuando se usan los métodos para la purificacion anteriormente mencionados, pueden ser finalmente obtenidos 9
compuestos mediante fraccionamiento con RP-HPLC para proporcionar al menos 9 picos a partir de un cultivo de
RH2180-5 (Fig. 1). Estos pertenecen a un grupo de compuestos en una fraccion Unica en una fase preliminar del
aislamiento y purificacion mediante RP-HPLC. Ademas, debido a la semejanza en el modelo de absorcion UV,
pertenecen a un grupo de compuestos similares.

Entre estos picos, se explicara un analisis estructural de una muestra purificada obtenida mediante RP-HPLC a partir
del pico 5, que es un pico principal en el mismo. El analisis estructural de la misma se puede hacer mediante una
combinacion apropiada de métodos de analisis estructurales existentes; pero los siguientes métodos de analisis
pueden ser eficaces. A saber, el analisis estructural de la misma se puede hacer mediante una espectrometria de
masas exacta para la medicién de pesos moleculares analisis de aminoacidos después de un tratamiento de
hidrolisis acida (Fig. 2), analisis mediante 'H-NMR y "*C-NMR (Fig. 3), y andlisis de TOF-MS (TOF: Tiempo de
Vuelo) (los resultados del analisis TOF-MS del pico 5 se muestran en la Fig. 4, picos 1y 2 en la Fig. 5, picos 3y 4 en
la Fig. 6, picos 6y 7 en la Fig. 7 y picos 8 y 9 en la Fig. 8). Ademas, el analisis se puede hacer con un espectro UV
(Fig. 1) y un espectro de absorcion de infrarrojos (IR).

Como se consecuencia del analisis con los métodos de analisis estructural anteriormente mencionados, se encontrd
que la sustancia obtenida a partir del pico 5 tenia un peso molecular de 1616,9 mediante la espectrometria de
masas exacta [(M+H)+ de m/z=1617,8755 mediante ESI-TOF-MS] y dos moléculas como para cada uno de Thr, Glu,
Glu, y Arg y una molécula como para cada uno de Ser, Gly, y lle fueron detectadas mediante analisis de
aminoacidos (Fig. 2). Seguidamente, se encontré6 que la sustancia finalmente obtenida a partir del pico 5 es un
compuesto que tiene una constltucmn de péptidos CIC|ICOS mostrada por la formula (1) en la que R' es un grupo 3-
hidroxi-5-metil-hexanoilo, R? es un grupo metilo, y R® es un grupo etilo. A este compuesto se le dio el nombre de
“Sustancia del pico 5 RH2180-5" (en lo que sigue, a veces mostrada mediante “P5” para abreviar).

Analogamente a lo que antecede, se conflrmo que la sustancia obtenida a partir del pico 9 es un compuesto que
tiene un ndmero de atomos de carbono de R' en la sustancia del pico 5 RH2180-5 prolongada mediante dos vy,
seguidamente, a la sustancia se le dio el nombre de “Sustancia del pico 9 RH2180-5” (en lo que sigue, mostrada a
veces mediante “P9” para abreviar). Ademas, se encontré que las sustancias obtenidas a partir de otros picos son
los compuestos que tienen la misma estructura de péptidos ciclicos como una constitucion principal; analogamente a
lo que antecede, se les proporcioné los nombres de “RH2180-5" unidos con el nimero de pico n (en lo que sigue, a
veces mostrada mediante “Pn” para abreviar”.

Propiedades fisicas y quimicas del compuesto péptido ciclico Sustancia del pico 5 RH2180-5 de la presente
invencion

Entre los compuestos que tienen una estructura de péptido ciclico de la presente invencién como se menciond con
anterioridad, las propiedades fisicas y quimicas de la sustancia del pico 5 RH2180-5 son como siguen:

(1) Espectrometria de masas de alta resolucién HR TOF MS m/z (M+H)": 1617,8755
Analisis TOF MS (TOF: Tiempo de Vuelo): Fig. 4
(2) '"H-NMR y "*C-NMR: Fig. 3
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(3) Solubilidad en disolventes:

Soluble en agua, etanol, metanol y acetonitrilo. Insoluble en cloroformo

(4) Apariencia: polvo blanco

Método para fabricar compuestos péptidos ciclicos de la presente invencion usando un microorganismo

Los nuevos compuestos péptidos ciclicos o sus sales farmacéuticamente aceptables de la presente invencion
pueden ser los obtenidos mediante sintesis quimica de los obtenidos cultivando un microorganismo capaz de
producirlos y, por tanto, el método para su fabricacion no esta particularmente restringido. Sin embargo, es preferible
que se fabriquen a partir de un cultivo que produzca cultivando la cepa RH2180-5, que pertenece al género
Lysobacter con n° de acceso NITE BP-870 de la entidad de depédsito NITE Patent Microorganisms Depositary
(NPMD) de la entidad Incorporated Administrative Agency National Institute of Technology and Evaluation (NITE) o
mediante el cultivo de su cepa mutante capaz de producir un compuesto similar al compuesto producido a partir de
la cepa que antecede.

Dicho de otro modo, la presente invencion es el compuesto péptido ciclico mostrado por la formula (1) anterior o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo fabricado a partir de un cultivo que es producido cultivando la cepa
RH2180-5, que pertenece al género Lysobacter con n° de acceso NITE BP-870 de la entidad de depésito NITE
Patent Microorganisms Depositary (NPMD) de la entidad Incorporated Administrative Agency National Institute of
Technology and Evaluation (NITE) o cultivando su cepa mutante capaz de producir un compuesto similar al
compuesto producido a partir de la cepa que antecede.

Fraccién que contiene sustancia antibiética de la presente invencién

Adicionalmente, la presente invencién es una fraccién que contiene sustancia antibiética caracterizada porque la
fraccion que contiene sustancia antibiética es obtenida mediante fraccionamiento de un cultivo que es producido
cultivando un microorganismo perteneciente al género Lysobacter con n° de acceso NITE BP-870 que tiene la
secuencia de bases de la region de 16S rRNA mostrada por la secuencia n° 1 en el grafico de secuencias y contiene
el compuesto péptido ciclico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Igualmente, como caracteristica general de una bacteria, las propiedades de su cepa tienden a ser mutadas
facilmente y, por tanto, hay una posibilidad de que las propiedades de RH2180-5 no permanezcan como se
mostraban anteriormente. Sin embargo, incluso un microorganismo mutado a partir de RH2180-5 (n° de acceso
NITE BP-870) esta incluido en RH2180-5 (n° de acceso NITE BP-870) en la medida en que el microorganismo asi
mutado es un microorganismo perteneciente a un género Lysobacter y es capaz de producir la fraccién que contiene
sustancia antibiotica.

No hace falta decir que la mutacidon anteriormente mencionada incluye tanto mutaciéon natural como mutacion
artificial.

La fracciéon que contiene sustancia antibidtica de la presente invencion significa una fraccion obtenida aplicando el
mismo tipo de fraccionamiento a un cultivo que es producido cultivando el RH2180-5 que antecede. En este caso, el
término “cultivo” significa cualquier materia sobrenadante de cultivo, estructura microbiana, estructura triturada de un
microorganismo cultivado, etc. Procedimiento de “fraccionamiento” incluye todo tratamiento habitualmente aplicado a
un cultivo con el objetivo de separar y purificar una sustancia prevista, como extraccién, precipitacion, separacion
mediante membrana, disolucion en otra fase disolvente y cromatograma.

En cuanto al uso de la fraccidon que contiene sustancia antibiética de la presente invencién, si una sustancia
antibiotica contenida en la misma muestra una actividad antibacteriana y tiene también un efecto terapéutico, esta
fraccion puede ser usada para fabricar un farmaco terapéutico para una enfermedad infecciosa, y si una sustancia
antibiética contenida en la misma muestra una actividad antibacteriana pero no muestra un efecto terapéutico, esta
fraccion puede ser usada para fabricar un agente de proteccion microbiana. La fraccion que contiene sustancia
antibidtica que contiene una sustancia antibiética que muestra una actividad bacteriana pero que no muestra
sustancialmente un efecto terapéutico es una realizacién de la presente invencion.

El método de uso de la misma como un agente de proteccion microbiana no esta particularmente restringido y, por
ejemplo, puede ser mencionado un método en el que dicha fraccién es revestida, impregnada o humedecida sobre
la superficie de un material, una herramienta o similar que es necesario que sea antibacteriana. Mas
especificamente, puede ser adecuadamente usado, por ejemplo, uniendo o aplicando como humedecimiento una
gamuza médica, vendaje y similar, o en forma de un ingrediente antibacteriana en un adhesivo usado en diversas
laminas adhesivas para la piel como un parche adhesivo o como un ingrediente antibacteriana en una crema tépica.
Es preferible que, en la fraccion que contiene sustancia antibidtica de la presente invencion, una sustancia
antibiética contenida en la misma que muestra una actividad antibacteriana pero no muestra sustancialmente un
efecto terapéutico sea usada como un agente de proteccion microbiana (la sustancia antibidtica es preferentemente
una cualquiera para ser usada como un agente de proteccion microbiana y que tenga propiedades para ser usada
como un agente de proteccion microbiana o ambas cosas).
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Habitualmente, una sustancia antibiotica es dificil de ser usada como un agente de proteccion microbiana porque es
necesario prestar atencion al surgimiento de una bacteria resistente a multiples farmacos; pero la fraccién que
contiene sustancia antibiotica de la presente invencién que no muestra un efecto terapéutico y la sustancia
antibiotica obtenida a partir de la misma puede ser usada como un agente de proteccién microbiana sin estas
preocupaciones. Cuando se usa como un agente de proteccidon microbiana, la fraccion que contiene sustancia
antibiética puede ser usada como tal, o solamente después de la concentracién de dicha fraccién; o
alternativamente, puede ser usada una sustancia antibiética después de ser separada y purificada. Estos
tratamientos pueden ser seleccionados de acuerdo con sus usos respectivos.

Como se menciond anteriormente, la fraccidon que contiene sustancia antibiética de la presente invencion puede ser
obtenida mediante fraccionamiento de un cultivo que es obtenido cultivando RH2180-5, independientemente de si
existe o no un efecto terapéutico.

El microorganismo que produce la fraccion que contiene sustancia antibidtica y la sustancia antibiética obtenida a
partir de la misma en la presente invencion se selecciona a partir de muchos microorganismos separados de
terrenos de Okinawa evaluando una actividad antibacteriana con MIC y un efecto terapéutico con un método que
usa el modelo de infeccion de Staphylococcus aureus del gusano de la seda descrito en el documento de patente 4.

Con respecto al microorganismo RH2180-5 de la presente invencion

En lo que sigue, se explicara en detalle el microorganismo RH2180-5 de la presente invencion. El microorganismo
que pertenece al género Lysobactery se le proporciona el nombre de "cepa de RH2180-5" (en lo sucesivo, mostrado
como “RH2180-5") ha sido recientemente descubierto. Este RH2180-5 fue depositado a nivel nacional el 25 de enero
de 2010 en la entidad de depdsito NITE Patent Microorganisms Depositary (NPMD) de la entidad Incorporated
Administrative Agency National Institute of Technology and Evaluation (¢ en lo sucesivo, abreviada como? "NITE"),
cuya direccion es 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba #region de Japon#, con el n°® de acceso No. "NITE P-
870".

El “RH2180-5" fue seguidamente transferido a la entidad internacional de depdsito (fecha de transferencia (fecha de
depdsito internacional): 20 de mayo de 2011) desde la entidad de depdsito nacional (fecha de depdsito original: 25
de enero de 2010) presentando el impreso de peticién de depésito original a la entidad de depodsito NITE Patent
Microorganisms Depositary (NPMD) de la entidad Incorporated Administrative Agency National Institute of
Technology and Evaluation (NITE) cuya direccion es 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba, con la peticion de
transferencia suministrada con garantia de por vida para el dep6sito internacional de acuerdo con el Tratado de
Budapest; como consecuencia de la aceptacion de la peticién de transferencia, se le proporcioné el n° de acceso
“NITE BP-870".

El microorganismo de la presente invencion pertenece al género Lysobacter n° de acceso NITE BP-870 o es un
microorganismo mutado de forma natural o artificial del mismo y es capaz de producir una sustancia antibiética que
tiene una actividad antibacteriana. Este fue identificado como un microorganismo perteneciente al género Lysobacter
a partir de las propiedades y secuencia de la region de 16S rRNA de esta cepa, como se mencion6 con anterioridad.

Metodologia:

Este RH2180-5 es un bacilo gram-negativo que no tiene ningun flagelo al mismo tiempo que muestra una propiedad
de deslizamiento. No se encuentra ninguna fructificacion. No se muestra aciddfilo.

Situacién de crecimiento en un medio de cultivo:

(1) Se forma una colonia amarilla palida en una placa lisa de caldo de agar. No se encontraron pigmentos de color
de difusion.

(2) En un cultivo de punzamiento con un medio de caldo de gelatina, el microorganismo crece en el mismo licuando
la gelatina.

Propiedades fisioldgicas:

Las propiedades de clasificacion fisiologica y quimica de RH2180-5 son como siguen:

(1) pH de crecimiento (pH de crecimiento éptimo): 5a 9 (6 a 8)

(2) Temperatura de crecimiento (temperatura éptima de crecimiento): 10 a 40 °C (25 a 30 °C)
(3) Comportamiento respecto al oxigeno: aerobidtico

(4) Ensayo MR (Ensayo de rojo de metilo): -

(5) Ensayo VP (Ensayo de Voges-Proscauer): +
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(6) Formacion de pigmentos: +

(7) Ensayo de Oxidasa: +

(8) Ensayo de Catalasa: +

(9) Ensayo de Ureasa: -

(10) Ensayo de Fosal farmacéuticamente aceptabletasa: +
(11) Hidrolisis en caseina: +

(12) Hidrolisis en celulosa: -

(13) hidrdlisis en gelatina: +

(14) Hidrolisis en almidon: -

(15) Ensayo de desoxirribonucleasa: +
(16) Reduccion de nitrato: -

(17) Desnitrificacion: -

(18) Produccion de H.S: -

(19) Produccion de Indol: -

(20) Utilizacion de citrato: +

(21) Ensayo OF: oxidacion

(22) Capacidad de produccion de un acido y un gas a partir de los azUcares siguientes, etc.:
L-Arabinosa: -

D-Xilosa : -

D-Glucosa: +

D-Manosa: +

D-Fructosa: +

D-Galactosa: -

D-maltosa: +

D-Sacarosa: +

D-Lactosa: +

D-Trehalosa: +

D-Sorbitol: -

Glicerol: -

Almidon: -

Resultados de analisis bioldgico molecular:

Los resultados de los analisis de RH2180-5 con respecto a 16S rRNA de acuerdo con las normas de la clasificacion
sistematica biolégica molecular son como siguen.

Secuencia de 16S rRNA
(12) Resultados de analisis de la secuencia de 16S rRNA

La secuencia de bases de la region de 16S rRNA a partir de la colonia de RH2180-5 fue amplificada mediante una
PCR de colonias y seguidamente fue analizada mediante un secuenciador y, como consecuencia, pudo ser obtenida
la secuencia de bases de la longitud casi completa de 16S rRNA excepto para algunas bases en el lado terminal 5’ y
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el lado terminal 3'. Esta secuencia de bases se muestra en la secuencia n° 1 en el grafico de secuencias. Como la
secuencia de bases en la secuencia n° 1 en el grafico de secuencias no es obtenido a partir de la longitud completa
de 16S rRNA, se usa el término “region” de 16S rRNA. Cuando la busqueda de homologia de esta secuencia de
bases se ejecutdé mediante NCBI BLAST, la secuencia de bases de la region de 16S rRNA de RH2180-5 mostré una
tasa de homologia de 99% con relacion a la secuencia de bases de la cepa DSN2043T de Lysobacter
enzymogenes, que pertenece a un género Lysobacter. Igualmente, no hay ningun informe de que Lysobacter
enzymogenes produzca una sustancia antibiotica y, por tanto, esto es diferente de RH2180-5.

Haciendo referencia a las propiedades de RH2180-5 como se mencioné anteriormente para la clasificacion segun
¢la publicacion? Bergey’s Manual Systematic Bacteriology, Vol. 3, 1989 y la descripcidn en otras referencias, junto
con los resultados del analisis de 16S rRNA, el RH2180-5 se estim6 exhaustivamente que era un microorganismo
perteneciente al género Lysobacter.

El RH2180-5 se estimé que era una cepa de microorganismo en una consideracion exhaustiva de los hechos que
incluyen lo siguiente: un microorganismo que tiene la secuencia de bases de la regiéon de 16S rRNA idéntica a la
secuencia de bases de la region de 16S rRNA de RH2180-5 no existe; los compuestos producidos a partir de
RH2180-5 son compuestos que tienen una constitucién basica de una estructura de péptidos ciclicos como se
mencioné anteriormente; estos compuestos muestran una actividad antibacteriana no solamente para MRSA sino
también VRE y podria ser confirmado un efecto terapéutico de los mismos para una enfermedad infecciosa mediante
MRSA,; algunas de las sustancia antibiética producidas a partir RH2180-5 (esto se mencionara con posterioridad)
tienen un espectro antibacteriana que muestra una actividad antibacteriana no solamente para MRSA sino también
VRE (esto ha sido brevemente expuesto con anterioridad); se muestra un efecto terapéutico superior para una
enfermedad infecciosa por Staphylococcus aureus en comparaciéon con vancomicing; y se produce una sustancia
antibiética que tiene una elevada utilidad no expuesta con anterioridad.

El RH2180-5 fue depositado a nivel internacional en la entidad de depdsito NITE Patent Microorganisms Depositary
(NPMD) de la entidad Incorporated Administrative Agency National Institute of Technology and Evaluation (NITE)
con el n° de acceso NITE BP-870 (fecha de deposito original de 25 de enero de 2010 y fecha de depdsito
internacional (fecha de transferencia) de 20 de mayo de 2011), por lo que puede ser obtenido de la misma.
Igualmente, en cuanto a las caracteristicas generales de una bacteria, las propiedades de su cepa tienden a ser
facilmente mutadas y, por tanto, hay una posibilidad de que las propiedades fisiolégicas de RH2180-5 no
permanezcan como se mostraron con anterioridad. Ademas, no es necesario decir que la “mutacién” anteriormente
mencionada incluye tanto una mutacion natural como una mutacion artificial. Incluso un microorganismo mutante de
RH2180-5 (n° de acceso NITE BP-870) esta incluido en el microorganismo de la presente invencion en la medida en
que es capaz de producir la sustancia antibidtica. EI compuesto péptido ciclico mostrado mediante la formula (1)
anterior de la presente invencion incluye los producidos a partir del microorganismo mutante de RH2180-5 (n° de
acceso NITE BP-870). La fraccion que contiene la sustancia antibiética y la sustancia antibiética obtenida a partir de
la misma de la presente invencion pueden ser obtenidas a partir de un cultivo de RH2180-5.

A saber, el microorganismo de la presente invencién es un microorganismo que pertenece a un género Lysobacter
con n° de acceso NITE BP-870 o es un microorganismo mutado de forma natural o artificial del mismo y, ademas, es
capaz de producir una sustancia antibiética que muestra una actividad antibacteriana. Ademas, el microorganismo
de la presente invencién es un microorganismo que tiene la secuencia de bases de la region de 16S rRNA mostrada
mediante la secuencia n° 1 en el grafico de secuencias. Preferentemente, el microorganismo de la presente
invencion es un microorganismo que es capaz de producir el compuesto mostrado por la férmula (1) anterior o la sal
del mismo.

Mas preferentemente, el microorganismo de la presente invencion es el microorganismo que antecede, en el que la
sustancia antibiética producida a partir del mismo tiene una actividad antibacteriana para al menos Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA) y Enterococcus resistente a vancomicina (VRE). Dicho de otro modo, el
microorganismo NITE BP-870 capaz de producir una sustancia antibidtica que tiene una actividad antibacteriana
para al menos MRSA y VRE y el microorganismo mutante a partir de NITE BP-870 estan incluidos en el
microorganismo mas preferido de la presente invencion. Ademas, no hace falta decir que su mutacion incluye una
mutacién natural y una mutacion artificial.

Método para el cultivo de RH2180-5

En lo que sigue se describira un método para cultivar RH2180-5. El cultivo de RH2180-5, que produce un compuesto
que tiene una estructura de péptidos ciclicos, la fraccidon que contiene sustancia antibidtica, etc., de la presente
invencion, se puede hacer de acuerdo con un método general para el cultivo de un microorganismo perteneciente a
un género Lysobacter. Especificamente, el RH2180-5 es inoculado a un medio de cultivo de fuente nutriente como
un medio de cultivo YME, un medio de cultivo SGM, un medio de cultivo CDY y un medio de cultivo YPGM y
seguidamente es cultivado bajo un estado aerobatico. En cuanto a la fuente de carbono en el medio de cultivo, son
usados compuestos de carbono organico como D-Glucosa, D-Fructosa, sacarosa, almidon, dextrina, glicerina,
melazas, jarabe de almiddn glutinoso y aceite de grasa. En cuanto a la fuente de nitrégeno, pueden ser usados
compuestos de nitrégeno organicos e inorganicos como extracto carnico, caseina, peptona, extracto de levadura,
levadura seca, germen, soja en polvo, urea, un aminoacido y una sal de amonio. Ademas, pueden ser afiadidas en
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la medida necesaria sales inorganicas como una sal de sodio, una sal de potasio, una sal de calcio, una sal de
magnesio, una sal de fosal farmacéuticamente aceptableto, una sal de hierro, una sal de cobre, una sal de zinc y
una sal de cobalto. Ademas, es preferible la adicién de un acelerador del crecimiento como biotina, vitamina B1,
cistina, oleato de metilo y aceite de manteca con el fin de aumentar la cantidad de produccion de la sustancia
prevista. Ademas, puede ser afiadido un agente antiespumante como aceite de silicona y un tensioactivo.

En cuanto al estado del cultivo, es preferible que el cultivo se haga bajo un estado aerdbico, como se menciond
anteriormente. En el caso de un cultivo liquido, es preferible cultivar con un método de agitacion aireada. En el caso
de cultivar a pequefia escala, puede ser usado un cultivo con agitacién mediante un matraz. Es posible que el cultivo
se haga de 20 a 40 °C, pero es preferido mantener la temperatura de 25 a 35 °C, o mas preferentemente a casi 30
°C. En cuanto al pH durante el cultivo, es preferido un pH de 6 a 8, aunque es particularmente preferido un pH de
aproximadamente 7. El tiempo de cultivo es variable dependiendo del factor como el medio de cultivo usado y la
temperatura de cultivo; pero en el caso de RH2180-5, el tiempo de cultivo esta habitualmente en el intervalo de
aproximadamente 1 a aproximadamente 20 dias, o preferentemente en un tiempo reducido de aproximadamente 3 a
7 dias, tiempo durante el cual puede ser asegurada una cantidad suficiente de la sustancia prevista.

Método de purificacién de componente antibacterianamente activo

La recuperaciéon de un componente antibacterianamente activo a partir de un cultivo de RH2180-5 se puede hacer
mediante un método habitual para la recuperacion y purificacion de una sustancia fisioldgicamente activa a partir del
cultivo de un microorganismo. En este caso, el cultivo incluye la materia sobrenadante del cultivo, una estructura
microbiana, una estructura triturada de un microorganismo cultivado, etc. Por ejemplo, después de que se forma una
suspension afiadiendo un disolvente organico apropiado como acetona a un cultivo para un tratamiento de
extraccion, la estructura microbiana es retirada mediante separacion centrifuga, separacion de membrana o similar
para obtener una materia sobrenadante de extraccion, que puede ser seguidamente sometida a tratamientos de
aislamiento y purificacién. En la medida necesaria, la estructura microbiana residual puede ser adicionalmente
sometida a una nueva extraccion después de este tratamiento como una trituracion por friccion.

Habitualmente, el disolvente de extraccion usado en la separacion y purificacion de una sustancia prevista y el
método para la separacion y purificacion de la misma se selecciona con respecto al grado de concentracion de la
actividad antibacteriana estimada mediante MIC. En la simple separacion y concentracion de un componente activo
antibacteriana, basicamente no hay problema con esto. Sin embargo, en la separacion y purificacion de una fraccion
que contiene sustancia antibidtica y una sustancia antibidtica que se producen a partir de RH2180-5 de la presente
invencion, la seleccion de las mediciones que anteceden se hacen con referencia no solamente al resultado de MIC
sino también al efecto terapéutico con el modelo de infeccién de Staphylococcus aureus del gusano de la seda
mostrado en el documento de patente 4. Como consecuencia, la concentracion y purificacion de “la sustancia
antibiotica producida a partir de RH2180-5" se podria conseguir, a pesar de que estas operaciones han sido
consideradas dificiles con referencia solamente al resultado de la MIC. Consecuentemente, este asunto se
describira a continuacion.

Separacion y purificacion de sustancias antibidtica haciendo referencia al efecto terapéutico basado en el modelo de
infeccion de Staphylococcus aureus del gusano de la seda

Estrechamiento de cepas eficaces mediante MIC

En la presente invencién también se puede hacer una primera seleccion para afinar cepas eficaces a partir de varias
decenas de miles de nimeros extraordinariamente grandes de cepas mediante cualquier método en la medida en
que la actividad antibacteriana pueda ser evaluada mediante dicho método y, por tanto, por ejemplo, haciendo
referencia a la MIC, se pueden recoger estructuras de ensayo que muestran la actividad antibacteriana para
Staphylococcus aureus en la materia sobrenadante del cultivo de cada cepa. Esto es porque las cepas que no
muestran la actividad antibacteriana en absoluto no estan dentro del alcance del examen. Puede ser usado cualquier
método capaz de evaluar la actividad antibacteriana, pero es preferible un método con el que se recoja una cepa
que se reconoce que muestra, con respecto a la MIC, la actividad antibacteriana para Staphylococcus aureus en la
materia sobrenadante de varias cepas de ensayo. Posteriormente, cuando el nimero de cepas es afinado desde
varios miles hasta varios centenares, la evaluacion del efecto terapéutico de la fraccidon que contiene sustancia
antibiotica y la sustancia antibidtica obtenida a partir de la misma pueden ser estudiadas midiendo su EDsg, usando
el modelo de infeccidon de Staphylococcus aureus del gusano de la seda.

Las cepas que se reconoce que muestran el efecto terapéutico en el modelo de infeccion de Staphylococcus aureus
del gusano de la seda son adicionalmente sometidas a diversos tratamientos de separacion y purificacion en los que
el efecto terapéutico es evaluado en cada operacion usando el modelo de infeccion de Staphylococcus aureus del
gusano de la seda. Ademas, el grado de concentracion del efecto terapéutico dependiente del tipo y método de las
operaciones de separacion y purificacion administrando la fraccidon que contiene sustancia antibiética de cada fase
de purificacion es confirmado usando el modelo de infeccion de Staphylococcus aureus del gusano de la seda. Al
hacer esto, se seleccionan el tipo y el método de operaciones de separacion y purificacion con los que puede ser
eficazmente concentrado el “efecto terapéutico”.
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“Seleccion de cepa y método para las operaciones de separacion y purificacion haciendo referencia al efecto
terapéutico”, como se menciond anteriormente usando un animal experimental como un ratén, es practicamente
imposible considerando los problemas de procedimiento, coste y consideraciones éticas y, por tanto, esto se podria
conseguir por primera vez utilizando el modelo de infeccion de Staphylococcus aureus del gusano de la seda (véase
el ejemplo 1).

Los resultados en la Tabla 2 resumen la MIC de la actividad antibacteriana y la EDsg del efecto terapéutico mediante
el modelo de infeccion del gusano de la seda de estructuras de ensayo en cada fase de purificacion a partir del
RH2180-5 que va a ser purificado. En la Tabla 2, la “unidad” de actividad total se define como la actividad necesaria
para un 50% de probabilidad de supervivencia de un peso corporal de un gramo de gusanos de seda infectados con
Staphylococcus aureus.

Como se muestra en la Tabla 2, de forma muy interesante, resulta claro que dependiendo de las operaciones de
aislamiento y purificacion, el grado de concentracion de la actividad antibacteriana no coincide necesariamente con
el grado de concentracion del efecto terapéutico. Los resultados de la Tabla 2 muestran que la EDsg se concentré en
300 veces, mientras que la MIC se concentré solo en 5 veces segun los métodos de aislamiento y purificacion
empleados en la presente invencion.

Tabla 2

Purificacion haciendo referencia al efecto terapéutico usando el modelo de infeccion de Staphylococcus aureus del
gusano de la seda

Actividad Total Rfe’l‘ﬂ;";f:g%ge Peso EDso MIC
(unidades) (%) (mg) | (%) | (Mg/grlarva) | (ug/mli)

Extracto de acetona 87000 100 8100 | (100) 90 25
Extracto de butanol 88000 100 340 (4) 4 0,6
Precipitacion en agua 41000 47 80 (1) 1,8 N.D.
Cromatografia de columna ODS 45000 51 22 (0,2) 0,5 N.D.
RP-HPLC
Pico 5 16000 18 5,3 |(0,06) 0,3 5
Pico 9 10000 11 3,5 |(0,04) 0,3 5

Purificacién a partir de 1200 ml de cultivoN.D.: no determinada

Los resultados de la Tabla 2 muestran que la ED50 es concentrada en 300 veces desde 90 en la fase de extraccion
en acetona hasta 0,3 en los picos fraccionados de la fase de purificacion final mediante RP-HPLC, mientras que la
MIC es concentrada en solo 5 veces desde 25 hasta 5 con este método de separacion y purificacion. Se muestra
también que el rendimiento de recuperacion del efecto terapéutico alcanza casi un 30% en dos picos con relacion a
100% en el extracto de acetona, a pesar del hecho de que su rendimiento de recuperacion basado en % en peso es
de solamente 0,1%.

Ademas, se supone que las materias residuales después de la extraccidon en acetona contienen una cantidad
relativamente grande de sustancias antibiéticas que muestran la actividad antibacteriana pero que no muestran el
efecto terapéutico y, por tanto, pueden ser usadas como la fraccion que contiene sustancia antibidtica que muestra
la actividad antibacteriana pero no muestra sustancialmente el efecto terapéutico mediante su recuperacion y
concentracion.

El RH2180-5 se descubrio eficazmente usando el método de separacion y purificacion haciendo referencia al efecto
terapéutico basado en el modelo de infeccidon de Staphylococcus aureus del gusano de la seda. Esto es porque si la
separacion y purificacion de una sustancia prevista se hace haciendo referencia solamente a la actividad
antibacteriana, que se hizo previamente, el componente antibacterianamente activo que no muestra el efecto
terapéutico es concentrado, por lo que se puede suponer a partir de los resultados de la Tabla 2 que hay una
elevada posibilidad de perder una sustancia antibiética que tiene un elevado efecto terapéutico en un cuerpo vivo.
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En este caso, la utilidad del RH2180-5 no puede ser confirmada, por lo que es altamente probable que el propio
RH2180-5 se haya perdido. Consecuentemente, para proporcionar el microorganismo (RH2180-5), es un punto muy
importante en la presente invencion que la seleccion se haga haciendo referencia al efecto terapéutico basado en el
modelo de infeccion de Staphylococcus aureus del gusano de la seda.

Evaluacioén de la actividad antibacteriana mediante la concentracién inhibidora minima MIC

La actividad antibacteriana de la fraccién que contiene sustancia antibiética en cada fase del fraccionamiento a partir
de un cultivo producido a partir de RH2180-5 y la de la sustancia antibiética obtenida a partir de la misma mediante
su separacion y purificacion puede ser evaluada mediante la MIC. La medicién de la MIC se hace mediante un
método estandar generalmente reconocido. Por ejemplo, se hace con un método de microdilucién del caldo basado
en CLSI (anteriormente NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards).

El criterio estandar para la sensibilidad es diferente dependiendo de las cepas y, por tanto, de acuerdo con los
criterios estandar estipulados por la CLSI, se hace una clasificacion para las respectivas categorias, a saber S para
sensible, | para intermedio y R para resistente.

(Con respecto a la fraccion que contiene sustancia antibiotica)

En este caso, la expresion “fraccion que contiene sustancia antibiética” de la presente invencion obtenida mediante
fraccionamiento de un cultivo que se produce cultivando RH2180-5 (n°® de acceso NITE BP-870) significa cualquiera
de las siguientes fracciones; una fraccién que contiene una sustancia antibidtica que muestra una cualquiera de la
actividad antibacteriana y el efecto terapéutico o ambas cosas y obtenida mediante fraccionamiento de un cultivo de
RH2180-5; una fraccién obtenida separando y purificando una parte de las sustancias contenidas en la fraccion que
antecede; una fraccion obtenida purificando parcialmente una sustancia antibiética contenida en la fracciéon separada
y purificada y una fraccion que contiene una sustancia antibiotica purificada hasta su estado puro.

Ademas, el extracto de acetona y el extracto de butanol en la Tabla 2, especialmente el extracto de butanol, se
considera que es la fraccidon que contiene sustancia antibiotica que contiene una gran cantidad de la sustancia
antibiética que muestra la actividad antibacteriana pero que no muestra o que muestra escasamente el efecto
terapéutico en comparacion con la sustancia antibiotica contenidos en los nueve picos (fracciones que contienen
sustancia antibiética) descritos en la Tabla 4 posteriormente mencionada considerando el bajo grado de
concentracion de la actividad antibacteriana en los posteriores procedimiento de purificacion y el elevado grado de
concentracion del efecto terapéutico por otra parte. La fraccion asi habitualmente es considerada de baja utilidad;
pero es de elevada utilidad por la razon descrita a continuacion y, por tanto, se puede considerar que esta incluida
en la fraccion que contiene sustancia antibiética de la presente invencion.

Es decir, cuando la sustancia antibiética que tiene una elevada actividad antibacteriana es usada como un farmaco
terapéutico para una enfermedad infecciosa, su uso debe ser estrechamente examinado en cuanto a su necesidad
considerando el surgimiento de una bacteria resistente a multiples farmacos. Por otra parte, cuando esta sustancia
antibiotica es usada como un agente antibacteriana como un agente de proteccion microbiana, es dificil restringir su
uso ya que su uso tiende de forma natural al abuso debido a sus realizaciones de uso y, por tanto, no se usa una
sustancia antibiotica terapéutico para un agente de proteccion microbiana incluso aunque tenga una elevada
actividad antibacteriana.

Sin embargo, la fraccion que contiene sustancia antibiética de la presente invencion que contiene una gran cantidad
de la sustancia antibiética que muestra la actividad antibacteriana pero que no muestra o muestra escasamente el
efecto terapéutico evaluado mediante el modelo de infeccién de Staphylococcus aureus del gusano de la seda u otro
modelo infeccidon microbiana y la sustancia antibiética obtenida a partir de la misma como la sustancia antibiética
que muestra la actividad antibacteriana pero que no muestra o que muestra escasamente el efecto terapéutico,
puede ser usada en un uso in vitro como un agente de proteccién microbiana. Esto es porque estas fracciones que
contienen sustancia antibiética no son usadas como un farmaco terapéutico para una enfermedad infecciosa y, por
tanto, no hay necesidad de prestar atencion al surgimiento de una bacteria resistente a multiples farmacos. En la
presente invencion, que muestra la actividad antibacteriana pero “que no muestra sustancialmente el efecto
terapéutico” significa que no muestra el efecto terapéutico hasta el grado en que pueda ser usada como un farmaco
terapéutico.

Para separar y purificar esta sustancia antibiética que no muestra sustancialmente el efecto terapéutico, se pueden
usar los mismos métodos de evaluacion que los de la sustancia antibiética que antecede que muestra el efecto
terapéutico, especificamente, se pueden seleccionar métodos con los cuales se pueda seleccionar una sustancia
antibiética que muestra la actividad antibacteriana mediante MIC pero que no muestra o muestra escasamente el
efecto terapéutico mediante un modelo de enfermedad infecciosa puede ser separada y purificada. En este caso, la
enfermedad infecciosa que antecede no esta particularmente restringida; pero analogamente a la sustancia
antibidtica que muestra el efecto terapéutico, se puede usar preferentemente el modelo de enfermedad infecciosa
que usa un gusano de la seda, como el modelo de infeccion de Staphylococcus aureus del gusano de la seda.

Ademas, la separacion y purificacion de la sustancia antibiética que no muestra el efecto terapéutico se puede hacer
solamente por si misma; pero es preferible utilizar los resultados de investigacion sobre los métodos de separacion y
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purificacién de la sustancia antibiética que muestra el efecto terapéutico. Es decir, se usa un método para recuperar
la sustancia antibidtica que muestra el efecto terapéutico para la fraccion que contiene sustancia antibidtica y
seguidamente se usan los métodos para la concentracion, separacion y purificacion de la sustancia antibiotica que
no muestra el efecto terapéutico para su residuo y, al hacer esto, la sustancia antibiética que muestra la actividad
antibiotica pero que no muestra el efecto terapéutico puede ser separada y purificada sin una investigacion especial.

Seguidamente, se describira el método para la separacion y purificacion de una sustancia antibidtica a partir de la
fraccion que contiene la sustancia antibidtica haciendo referencia al ejemplo de separacion y purificacion de la
sustancia antibidtica que muestra el efecto terapéutico.

(Método para la separacion y purificacion de una sustancia antibittica)

Un método para separacion y purificacion haciendo referencia a la base del efecto terapéutico en el modelo de
infeccion de Staphylococcus aureus del gusano de la seda no esta particularmente restringido; y se pueden
mencionar métodos como extraccién en disolvente del cultivo, disolucion en otra fase disolvente, precipitacion en
agua, cromatografia mediante columna ODS, etc. y fraccionamiento usando RP-HPLC con una columna ODS, etc.
Los disolventes para la extraccion en disolvente y para la disolucion en otra fase disolvente no estan particularmente
restringidos pero, preferentemente, ejemplos de los mismos incluyen un disolvente soluble en agua como acetona;
un disolvente hidréfilo como butanol; un disolvente mixto de los mismos; un disolvente mixto de agua y un disolvente
hidrdfilo y un disolvente mixto de agua y un disolvente soluble en agua. Se puede usar una columna rellena con un
material portador modificado con un grupo octilo o un grupo butilo o una columna rellena con un material portador
polimero de un tipo de poliestireno o similar, en lugar de la columna ODS (véase la Tabla 2).

Igualmente, los métodos para el aislamiento y purificacion como se mencionaron anteriormente son simples
ejemplos y, por tanto, puede ser usado cualquier método de aislamiento y purificacion con la condicién de que pueda
ser finalmente obtenida una fraccién que contiene la sustancia antibidtica prevista y la sustancia antibiética mediante
dicho método.

(Analisis estructural de sustancia antibiética separadas y purificadas)

Mediante RP-HPLC como se menciond anteriormente, se podrian obtener separadamente compuestos fraccionados
en 9 picos (los correspondientes a las fracciones que contienen sustancia antibiética) a partir del cultivo de RH2180-
5 (Fig. 1). Como estos tienen modelos de absorcién UV similares, son compuestos similares unos a otros y
constituyen un componente antes de la fase de RP-HPLC dependiendo del método de separacion y purificacion.

En cuanto al método de analisis para las estructuras quimicas de las sustancias antibiéticas contenidas en estos
picos, no hay ninguna restriccion particular y, por tanto, puede ser usado un método arbitrario. Por ejemplo, se hizo
un analisis estructural de la muestra del pico 5, que es pico principal de los 9 picos purificados mediante RP-HPLC,
mediante los siguientes métodos de ensayo.

A saber, como consecuencia de un analisis de las mismas mediante una espectrometria de masas exacta para la
medicion del peso molecular, un analisis de aminoacidos después de un tratamiento de hidrdlisis acida (Fig. 2), un
analisis mediante 'H-NMR y *C-NMR (Fig. 3), y analisis de TOF-MS (TOF: Tiempo de Vuelo) (Fig. 4), etc., se
detectaron dos moléculas como cada una de Thr, Glu, Glu, y Arg y una molécula como cada una de Ser, Gly, e lle
(Fig. 4) y, por tanto, se encontré que era una sustancia antibiética que tenia una estructura principal mostrada por la
Fig. 9 (en lo sucesivo se describe como “sustancia del pico 5 RH2180-5").

(Espectro antibacteriana)

El espectro antibacteriana de la sustancia antibiética contenida en cada uno de los picos puede ser estudiado
mediante MIC como se menciond anteriormente. Al hacer esto, por ejemplo, la sustancia del pico 5 RH2180-5
mostré actividad antibacteriana para bacterias gram-positivas como Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis,
como se muestra en la Tabla 3 del Ejemplo de Ensayo 1. Ademas, esta sustancia mostré una actividad
antibacteriana no solamente para Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) sino también a
Enterococcus resistente a vancomicina (VER) y, por tanto, se confirmé que esta es también eficaz para bacterias
resistentes a multiples farmacos (véase la Tabla 3).

Ademas, las sustancias antibiéticas contenidas en el pico 6 y el pico 9 mostraron también el mismo espectro
antibacteriana para MRSA y VER que la sustancia del pico 5 RH2180-5 (véase la Tabla 3).

Se investigo la actividad antibacteriana de las sustancias antibidticas contenidas en el pico 2, pico 3, pico 4, pico 7 y
pico 8, excepto para el pico 1, para las bacterias resistentes a multiples farmacos y para la bacteria que no muestra
resistencia quimica y, como resultado, analogamente a las sustancias antibiéticas contenidas en el pico 5, pico 6 y
pico 9, las sustancias antibiéticas contenidas en estos picos mostraron la misma actividad antibacteriana para las
bacterias resistentes a multiples farmacos y para la bacteria que no muestra resistencia quimica y, por tanto, se
pudo confirmar que no estan influenciadas por la resistencia a multiples farmacos (véase la Tabla 4 del Ejemplo de
Ensayo 2).
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Consecuentemente, se puede confirmar que la sustancia antibiética que tiene un efecto terapéutico que esta
contenida en la fraccién que contiene sustancia antibiética de la presente invencidén es una sustancia antibiética
caracterizada porque es obtenida a partir de un cultivo de RH2180-5 (n° de acceso NITE BP-870), la sustancia
antibiotica producida a partir de dicho microorganismo y tiene una actividad antibacteriana para MRSA y VRE).

Efecto terapéutico en el modelo de infeccion de Staphylococcus aureus en raton

Se confirmé que la sustancia antibiética producida a partir de RH2180-5 tiene el efecto terapéutico en el modelo de
infeccion de Staphylococcus aureus del gusano de la seda en cada etapa de purificacion. En el documento de
patente 4, se confirmé que una sustancia que muestra el efecto terapéutico en el modelo de infecciéon de
Staphylococcus aureus del gusano de la seda muestra también el efecto terapéutico en el modelo de infeccion de
raton. Por lo tanto, se hizo una confirmacion similar a la sustancia del pico 5 RH2180-5 y, como resultado, la
sustancia del pico 5 RH2180-5 mostro el efecto terapéutico en el modelo de infeccion de ratén también y su valor de
EDso fue de 0,6 mg/kg, que es claramente inferior al 1,6 mg/kg de vancomicina, por lo que se confirmé que tiene un
elevado efecto terapéutico (véase la Tabla 5 del Ejemplo de Ensayo 3).

El resultado del ensayo de toxicidad aguda para un ratdbn mostré que el ratdn no murié con una cantidad de dosis de
50 mg/kg y, por tanto, la sustancia del pico 5 RH2180-5 tiene una baja toxicidad.

A partir de los resultados anteriormente mostrados, se pudo confirmar que la sustancia antibidtica del pico 5
RH2180-5 producida a partir de RH2180-5 de la presente invencidon muestra un valor de EDsp mas excelente para
Staphylococcus aureus en comparacion con vancomicina, por lo que muestra un elevado efecto terapéutico al
mismo tiempo que tiene excelentes caracteristicas de mostrar eficacia no solamente para MRSA sino también para
VRE, que son gérmenes quimicas muy problematicos.

A saber, la fraccidon que contiene sustancia antibiética producida a partir de RH2180-5 de la presente invencién
contiene una sustancia antibiética que muestra el efecto terapéutico para una enfermedad infecciosa debida al
menos a Staphylococcus aureus y, ademas, esta sustancia antibidtica muestra el efecto terapéutico para la
enfermedad infecciosa que antecede al mismo nivel o superior en comparacién con vancomicina.

Ademas, las sustancias en otros picos (correspondientes a sustancias antibiéticas en las fracciones que contienen
sustancias antibidticas) muestran también los espectros antibacteriana (confirmados en el pico 6 y el pico 9) y
espectros UV similares a los de la sustancia del pico 5 RH2180-5, sugiriendo que estas son compuestos similares a
la sustancia del pico 5 RH2180-5. Consecuentemente, se supone que sus efectos terapéuticos tienden a ser iguales
a los de la sustancia del pico 5 RH2180-5.

Analogamente a la muestra purificada a partir del pico 5 mediante RP-HPLC, el analisis estructural de otros picos se
hizo con una espectrometria de masas exacta para la medicion del peso molecular, analisis de aminoacidos
después de un tratamiento de hidrdlisis acida, analisis mediante "H-NMR y 13C-NMR, analisis de TOF-MS, un
espectro UV y un espectro de absorcion infrarrojos (IR) y, como resultado, eran los compuestos mostrados mediante
la siguiente formula (1) y en la Tabla 1.
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(En la formula (1), R' representa un grupo acilo que tiene 7, 8 o 9 atomos de carbono y que contiene un grupo
hidroxilo; R? representa un grupo metilo o un atomo de hidrégeno y R® representa un grupo etilo o un grupo metilo).

La presente invencién es preferentemente las sustancias antibiéticas que anteceden mostradas mediante la férmula
(1) anterior y la sustancia antibiética mostrada mediante la férmula (1) anterior es de forma particularmente preferida
las sustancias mostradas en la Tabla 1 anterior.

El método para separar y purificar una cualquiera de las sustancias antibiéticas que muestran una actividad
antibacteriana y la sustancia antibidtica que muestra un efecto terapéutico para una enfermedad infecciosa, o ambas
cosas, a partir de un cultivo que es producido cultivando el RH2180-5 que antecede (n° de acceso NITE BP-870) y
contiene el compuesto péptido ciclico que antecede o la sal del mismo, puede ser usado como el método para
fabricar una sustancia antibiotica util. Dicho RH2180-5 (n° de acceso NITE BP-870) tiene la secuencia de bases de
la region de 16S rRNA mostrada por la secuencia n°® 1 en el grafico de secuencias.

Ademas, este método puede ser usado como el método para fabricar una sustancia antibiética, en que la sustancia
antibiotica muestra una actividad antibacteriana para Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE).

Adicionalmente, la presente invencion puede ser usada como el método para fabricar una sustancia antibiética, en
que la sustancia antibiética muestra una actividad antibacteriana para MRSA y VRE y ademas muestra un efecto
terapéutico para una enfermedad infecciosa debida al menos a Staphylococcus aureus.

La fraccidon que contiene sustancia antibidtica obtenida mediante fraccionamiento de un cultivo que es producido
cultivando el microorganismo con n° de acceso NITE BP-870 es util. Ademas, el agente de proteccion microbiana
que contiene la sustancia antibiética obtenida a partir de este cultivo es util. Ademas, el agente de proteccion
microbiana que contiene la fraccién antes del aislamiento de una sustancia como la sustancia es (util.

Método de preparacion del compuesto péptido ciclico de la presente invencién a partir de un cultivo de RH2180-5

En cuanto al método para obtener “el compuesto péptido ciclico mostrado por la formula (1) que antecede” de la
presente invencién a partir de un cultivo de RH2180-5, se puede mencionar un método convencional para obtener
una sustancia fisiol6gicamente activa a partir de un cultivo de un microorganismo. En este caso, el término “cultivo”
significa lo mismo que se menciond con anterioridad.

Para preparar “el compuesto péptido ciclico mostrado mediante la formula (1) que antecede” de la presente
invencion, se seleccionan métodos para su aislamiento y purificacion no solamente mediante la confirmacion
habitualmente usada de la actividad antibacteriana mediante MIC, sino también haciendo referencia al efecto
terapéutico (EDso) como un indicador usando el modelo de infeccién de Staphylococcus aureus del gusano de la
seda descrito en el documento de patente 4 (véase la Tabla 2).
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Es decir, se puede suponer que el compuesto péptido ciclico mostrado por la formula (1) que antecede de la
presente invencion podria ser eficazmente descubierto usando los métodos de aislamiento y purificacién que se
seleccionaron haciendo referencia no solamente a MIC sino también al efecto terapéutico basado en el modelo de
infeccion de Staphylococcus aureus del gusano de la seda.

Espectro antibacteriana

El espectro antibacteriana del compuesto péptido ciclico mostrado mediante la formula (1) que antecede de la
presente invencion puede ser investigado mediante MIC como se menciond con anterioridad. Como consecuencia,
se pudo confirmar que, por ejemplo, cada sustancia del pico 5, pico 6 y pico 9 de RH2180-5 muestra una actividad
antibacteriana para bacterias gram-positivas como Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis y, ademas,
exactamente la misma actividad antibacteriana que las bacterias habituales no solamente para MRSA sino también
para VRE, mostrando asi que estas son sustancias Utiles para muchas bacterias resistentes a multiples farmacos
(véase la Tabla 3 del Ejemplo de Ensayo 1y la Tabla 6 del Ejemplo del Ensayo 4).

Los espectros antibacterianas de cada sustancia de los picos, a saber, los espectros antibacterianas de los
compuestos péptidos ciclicos mostrados por la férmula (1) que antecede se investigaron mediante MIC (la sustancia
del pico 1 no fue investigada) para Staphylococcus aureus (MSSA 1) y Enterococcus faecalis (EF 1), que son el
mismo tipo de bacterias sensibles a productos quimicos que Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA 3
y MRSA 4) y Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) y, como consecuencia, cada sustancia de los picos
mostro casi los mismos valores de MIC entre MSSA 1 y MRSA 3 y MRSA 4 y entre EF 1 y VRE y, por tanto, se pudo
confirmar que un grupo de los compuestos de la presente invencién no esta influenciado por la resistencia quimica
que incluye resistencia a vancomicina (véase la Tabla 4 del Ejemplo del Ensayo 2).

El compuesto que tiene una estructura péptida ciclica mostrada por la férmula (1) anterior de la presente invencion
contiene un compuesto que muestra una actividad antibacteriana para al menos Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) y Enterococcus resisten a vancomicina (VRE).

Consecuentemente, se pudo confirmar que el compuesto que tiene una estructura péptida de la presente invencién
puede ser producido, por ejemplo, a partir de un cultivo del nuevo microorganismo RH2180-5 (n° de acceso NITE
BP-870) e incluye un compuesto que muestra una actividad antibacteriana para al menos MRSA y VRE resistentes a
multiples farmacos. Igualmente, el método de cultivo del microorganismo, el método de purificacion, etc., que se
mencionan con anterioridad, son simples ejemplos que se seleccionaron para encontrar los compuestos de la
presente invencion, por lo que es natural seleccionar diferentes métodos de fabricacién de acuerdo con su finalidad
cuando haya necesidad de fabricar a gran escala con elevada eficacia, etc.

Farmaco terapéutico para enfermedad infecciosa

Un farmaco terapéutico para una enfermedad infecciosa que contiene el compuesto péptido ciclico mostrado por la
férmula (1) anterior o su sal farmacéuticamente aceptable, junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tiene
un excelente efecto terapéutico para una enfermedad infecciosa. Esta reconocido que especialmente alguno de los
compuestos péptidos ciclicos mostrados por la formula (1) anterior o su sal farmacéuticamente aceptable de la
presente invencion, tienen un efecto terapéutico superior en comparaciéon con vancomicina no solamente en el
modelo de infeccion de Staphylococcus aureus del gusano de la seda, sino también en el modelo de infeccion de
Staphylococcus aureus en raton (este modelo se explicara con posterioridad); y, por tanto, pueden ser
adecuadamente usados como un ingrediente activo de un farmaco terapéutico para una enfermedad infecciosa.

El contenido del compuesto de la presente invencion en el farmaco terapéutico que antecede para una enfermedad
infecciosa no esta particularmente restringido y, por tanto, su contenido puede ser apropiadamente seleccionado
dependiendo de su finalidad y modo de administracion. Ademas, pueden ser apropiadamente seleccionados y
usados un excipiente y otros aditivos que se usen en la produccion de una formulacion de una sustancia antibidtica,
hasta el grado en que no afecten adversamente al efecto farmacéutico del compuesto de la presente invencion, de
acuerdo con los requisitos de esta formulacion.

La formulacion del farmaco terapéutico para una enfermedad infecciosa se puede seleccionar apropiadamente de
acuerdo con un objeto y un método de administracion y, por tanto, los compuestos de la presente invencién pueden
ser usados para cualquier administracion oral en forma de polvos, granulos, capsulas, comprimidos y solucién; o
cualquier administracion parenteral como inyeccion, infusion intravenosa, supositorio, administracion dérmica, por
via pernasal, enteral o inhalante. Como excipientes para una administracién oral, se pueden usar excipientes
conocidos hasta ahora como lactosa, glucosa, almidén y polivinilpirrolidona; y cuando se usa en forma de una
solucion, el compuesto de la presente invencion puede ser usado en un disolvente inerte como agua purificada y
etanol, junto con un emulsionante farmacéuticamente permitido, agente suspensor, solubilizante, edulcorante,
controlador del pH, fragancia, conservante, etc.

Cuando se usa como un farmaco inyectable, se puede usar una soluciéon acuosa esterilizada como agua destilada y
una solucion salina fisioldgica para inyeccion, mientras que en el caso de una solucién no acuosa, un ejemplo
ilustrativo de la solucion utilizable incluye un aceite vegetal como aceite de oliva; y un alcohol como etanal,
polietilenglicol y butilenglicol. Ademas, pueden estar contenidos en la misma un agente de tonicidad, un
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emulsionante, un agente dispersante, un estabilizador y un agente solubilizante como ciclodextrina.

La cantidad de dosificacion del producto del compuesto de la presente invencion que se formula como se menciond
anteriormente se puede determinar apropiadamente de acuerdo con los sintomas, edad, sexo, formulacién, via de
administracién, frecuencia de administracion por dia, etc.; pero la cantidad de dosificacién para un adulto es
generalmente de 10 a 1.000 mg por dia. Sin embargo, por ejemplo, cuando es usada como una infusiéon de goteo
intravenosa que es frecuentemente usada para curar un paciente grave de una bacteria resistente a multiples
farmacos, existe una posibilidad de necesitar mas cantidad de dosificacion.

Ejemplos

En lo que sigue, la presente invencion se explicara mas en detalle haciendo referencia a ejemplos, ejemplos de
ensayo y ejemplos de examen; pero la presente invenciéon no esta limitada a la gama concreta de los ejemplos
siguientes, etc.

Ejemplo 1
Aislamiento y purificacion de sustancia del pico 5 RH2180-5
(1) Exploracién de microorganismo que tiene actividad antibacteriana mediante MIC

Un terreno tomado de diversos lugares se puso en suspension en una solucion salina fisioldgica y seguidamente la
parte sobrenadante de la misma fue aplicada a un medio GA y un medio HV; y después de una incubacion a 30 °C,
se separaron bacterias en crecimiento y seguidamente se cultivé en un medio YME, un medio SGM o un medio CDY
a 30 °C durante 5 dias. Se afiadié una cantidad igual de acetona a los mismos y posteriormente se pusieron en
suspension y se centrifugaron y separaron y la materia sobrenadante resultante se evaporé. El residuo que resulté
de esta manera se diluyd con solucion salina fisiolégica y seguidamente su actividad antibacteriana para
Staphylococcus aureus se evalué mediante MIC con un método de microdilucién de caldo. Como consecuencia la
actividad antibacteriana fue encontrada en la materia sobrenadante del cultivo de cepas 3487 de 14346 cepas.

(2) Estudio de cepa de microorganismo capaz de producir su estancia terapéuticamente activa usando el modelo de
infeccion de Staphylococcus aureus del gusano de la seda (en lo que sigue, este modelo se escribe como “modelo
del gusano de la seda” para abreviar)

Los efectos terapéuticos de 3487 de las cepas que anteceden que mostraban una actividad antibacteriana fueron
estudiados el modelo del gusano de la seda descrito en el documento de patente 4 y, como consecuencia, se
encontro el efecto terapéutico en la materia sobrenadante del cultivo de 45 cepas.

(3) Purificacion de sustancia terapéuticamente activa haciendo referencia al efecto terapéutico usando el modelo del
gusano de la seda

De las 45 cepas anteriormente mencionadas, se purificd una sustancia terapéuticamente activa a partir de una
materia sobrenadante del cultivo de RH2180-5 que se separd del terreno tomado de Okinawa. EI RH2180-5 se
identifico como un microorganismo perteneciente al género Lysobacter mediante analisis de su secuencia 16S
rRNA, tendencia de las sustancias producidas a partir del mismo, etc., que se mencionaran con posterioridad.

El RH2180-5 fue inoculado y cultivado en 1.200 ml de medio YME vy, seguidamente, se investigé un método para la
purificacion de una sustancia antibiética que muestra un efecto terapéutico a partir de un extracto del cultivo de 50%
en peso de acetona haciendo referencia al efecto terapéutico en el modelo del gusano de la seda. Como
consecuencia, pudo ser purificada una sustancia antibiética que mostraba el efecto terapéutico purificada mediante
disolucion en una fase de butanol, precipitacion en agua, cromatografia en una columna ODS y RP-HPLC (HPLC de
fase inversa) usando una columna ODS.

Como se muestra en la Tabla 2, la actividad especifica del efecto terapéutico (ED50) se elevo en 300 veces en
relacion al extracto de acetona mediante los procedimientos de purificacion que anteceden. Por otra parte, la
actividad antibacteriana (MIC) se elevd en 5 veces. Esto presumiblemente es porque la actividad antibacteriana
mostrada en el extracto de acetona, el material de partida y la purificacion fue con intervencién de una sustancia
distinta de la sustancia antibiética que muestra el efecto terapéutico en el producto finalmente purificado y, ademas,
pudo ser separada una sustancia activa antibacteriana distinta de la sustancia antibiética que muestra el efecto
terapéutico mediante estos procedimientos de purificacion seleccionados.

Ademas, se detectaron 9 compuestos que tenian un modelo de absorcion UV similar en la RP-HPLC que antecede
y, por tanto, se confirmé que el RH2180-5 produjo al menos 9 compuestos relacionados (véase el modelo de
absorcion UV de HPLC en la Fig. 1).

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2546 515 T3

Ejemplo 2
Cultivo de RH2180-5 y fabricacion de la sustancia del pico 5 RH2180-5

Un microorganismo tomado de un cultivo inclinado de RH2180-5 mediante un palillo de platino fue inoculado a un
matraz Erlenmeyer de 500 ml relleno con 100 ml de medio YME y seguidamente se cultivdé a agitando a 30 °C
durante 3 dias para obtener un cultivo de siembra. Seguidamente, 1,0 ml de este cultivo de siembra fue inoculado a
12 matraces Erlenmeyer de 500 ml relleno cada uno con 100 ml de dicho medio liquido y seguidamente se agitaron
para cultivar a 30 °C durante 5 dias.

A la solucién del cultivo asi obtenida se afiadié una cantidad igual de acetona y, seguidamente, después de que esta
solucion de mezclas se agité a fondo y seguidamente se separd por centrifugacion, la materia sobrenadante
resultante se evapord para separar acetona. Seguidamente, este material se sometié a disolucidon en otra fase
disolvente usando butanol. La disolucion en disolvente de butanol se hizo como sigue: el extracto de acetona se
puso en suspension en 80 ml de agua y después se le afiadié una cantidad igual de butanol, la mezcla resultante se
agitd a fondo y se dejo en reposo. La capa de butanol resultante se separé mediante un embudo de separacion y
seguidamente se evaporé hasta sequedad para ser usada para una precipitacion en agua. La precipitacion en agua
se hizo como sigue: después de que el residuo seco que antecede se pusiera en suspension en 80 ml de agua, la
suspension resultante se separ6 por centrifugacion para recoger una materia depositada.

Una muestra de 75 mg de residuo de extracto de butanol se disolvié en metanol a 60% y seguidamente usando 25
ml de Waters, Sep-Pak C18 (Sep-Pak es la marca registrada fabricada por la entidad Waters Corp.), se hizo una
elucion con metanol de 60 al 100% que contenia 0,1% de TFA para cada 20 ml con un incremento de 10%. Como
consecuencia, la fraccion que contiene sustancia antibiética que muestra el efecto terapéutico se eluyé en la fraccion
de metanol de 70 a 80%.

Estas fracciones que contienen sustancia antibidtica que muestran el efecto terapéutico se recogieron y se secaron y
se tomo un peso de 22 mg de cada muestra asi obtenida y disuelta en metanol al 50% y, seguidamente, usando la
columna Senshu Pak SP-100 ODS (diametro de 20 mm vy longitud de 250 mm, fabricada por la entidad Senshu
Scientific Co., Ltd.), se hizo una elucidon con metanol de 75 a 95% que contenia 0,1% de TFA. La fraccion que
contenia sustancia antibiotica que muestra el efecto terapéutico fue fraccionada en 9 fracciones que contenian un
compuesto en cada fraccion mediante RP-HPLC con las condiciones anteriores.

A partir de la RP-HPLC anteriormente mencionada se confirmé que la fraccidon que contiene la sustancia antibiética
que muestra el efecto terapéutico comprende un grupo de 9 compuestos que tienen un modelo de absorcion UV
similar con un componente principal del mismo que esta en el pico 5 (Instrumento UV: fila foto-diodos Waters 2996)
(véase la Fig. 1).

Llevando a cabo las operaciones anteriores se obtuvieron 5,3 mg de la sustancia del pico 5 RH2180-5. De una
manera similar a la anterior, se obtuvo cada sustancia de los picos a partir de los respectivos picos de pico 1, pico 2,
pico 3, pico 4, pico 6, pico 7, pico 8 y pico 9.

Ejemplo de Examen 1
Anadlisis estructural de la sustancia del pico 5 RH2180-5

Se hizo una espectrometria de masas exacta de la sustancia del pico 5 RH2180-5 con un espectrémetro de masas
Bio TOF-Q (fabricado por la entidad Bruker Daltonics, Inc.); y, como consecuencia, se encontré que su peso
molecular era de 1616,9 [(M+H)+ de m/z=1617,8755 mediante ESI-TOF-MS].

Se hizo un analisis de aminoacidos mediante un analizador de aminoacidos (fabricado por la empresa Hitachi, Ltd.)
después de la hidrolisis de la muestra con acido clorhidrico 6N a 105 °C y, seguidamente, se detectaron dos
moléculas para cada uno de Thr, Glu y Arg y una molécula para cada uno Ser, Gly e lle (Fig. 2).

Ademas, como consecuencia del analisis de 'H-NMR y "*C-NMR mediante ECA-500 NMR (fabricado por la entidad
JEOL, Ltd,) (Fig. 3) y un analisis TOF-MS (Fig. 4), la sustancia del pico 5 RH2180-5 fue identificada como el
compuesto péptido ciclico mostrado mediante la formula (1) cuyo R' es un grupo 3-hidroxi-5-metil-hexanoilo, R? es
un grupo metilo, y R®es un grupo etilo, con la constitucién mostrada en la Fig. 9.

Cuando la sustancia del pico 5 RH2180-5 fue sometida a hidrdlisis acida y seguidamente analizada como estructura
D o estructura L mediante una columna quiral, se encontré que lle, Ser, Leu y 2 Thr (treoninas) eran estructuras L
mientras que N-MePhe y dos Arg (argininas) y Trp (triptéfanos) eran estructuras D.

En cuanto a GIn y Glu, los dos se transformaron en Glu mediante hidrdlisis acida y, seguidamente, fueron
detectados como la mezcla 1:1 de estructura D y estructura L. Por tanto, el péptido que contiene glutamina y acido
glutamico se hizo reaccionar con bis(1,1-trifluoroacetoxi)yodobenceno para transformar glutamina en acido
diaminobutilico y, seguidamente, después de su hidrdlisis, el acido glutamico no reaccionado se analizé en cuanto a
la configuracion absoluta mediante una columna quiral, estableciendo asi que GIn era estructura D y Glu era
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estructura L. (El método de determinacion de estructura D y estructura L mediante este método de descomposicion
es un método usado en esta solicitud de patente por primera vez).

La configuracion absoluta R del grupo hidroxilo de la cadena de acido alifatico se determiné mediante el método de
Mosher modificado.

Como consecuencia, se encontré que la sustancia del pico 5 RH2180-5 es un compuesto péptido ciclico con su
aminoacido en una conformacion tridimensional, como se muestra en la Fig. 10.

Ejemplo de Examen 2
Analisis estructural de la sustancia del pico 9 RH2180-5

Se hizo un analisis estructural del compuesto del titulo mediante los métodos de analisis estructurales analogos a los
del Ejemplo de Examen 1 con la excepcion de que se usd la sustancia del pico 9 RH2180-5 como la muestra para el
analisis estructural (véase la Fig. 8). Como consecuencia, se confirmé que esta sustancia es un compuesto péptido
ciclico que tiene la misma estructura quimica que la de la sustancia del pico 5 RH2180-5, excepto en que R'enla
férmula (1) es un grupo 3-hidroxi-7-metil-octanoilo.

Ademas, las oftras sustancias de los picos fueron analizadas analogamente, confirmando asi que son compuestos
que tiene la misma estructura de péptido ciclico que la sustancia del pico 5 RH2180-5 y la sustancia del pico 9
RH2180-5 en todo, excepto en que R', R? y R® son los mostrados en la Tabla 1 (véanse las Figs. 5, 6, 7 y 8).

Ejemplo de Ensayo 1
Estudio de espectros antibacterianos de compuestos péptidos ciclicos de la presente invencion

Se estudidé el espectro antibacteriano de la sustancia del pico 5 RH2180-5 para diversas bacterias que incluyen
MRSA y VRE. Ademas, se estudié también la influencia de la resistencia quimica. Para el estudio de esta ultima, se
seleccionaron Staphylococcus aureus 'y Enterococcus faecalis, y el valor de la medicién de MIC de cada sustancia
de los picos se hizo mediante un método de microdilucién del caldo basado en la entidad CLSI (anteriormente
NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards) en el que Staphylococcus aureus no mostrd
resistencia a un producto quimico (en lo sucesivo abreviado “MSSA 1”) y dos tipos de MRSA mostraron resistencia a
muchos productos quimicos que incluian meticilina (MRSA 3 y MRSA 4; véase la Tabla 3 para los productos
quimicos resistentes) para Staphylococcus aureus 'y para Enterococcus faecalis no mostro resistencia a un producto
quimico (en lo sucesivo abreviado como “EF 1”) y mostraba resistencia a vancomicina (en lo sucesivo abreviado
como “VRE”) para Enterococcus faecalis.

Ademas, los valores de la MIC de la sustancia del pico 6 RH2180-5 y la sustancia del pico 9 RH2180-5 se midieron
como MSSA 1y EF 1 y sus bacterias resistentes a productos quimicos (MRSA 3, MRSA 4 y VRE). Los diversos
microorganismos usados para el ensayo y los resultados de las mediciones de la MIC para los mismos se muestran
en la Tabla 3.
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A partir de los resultados mostrados en la Tabla 3, se confirmé que la sustancia del pico 5 RH2180-5 muestra una
actividad antibacteriana para bacterias gram-positivas porque muestra actividad antibacteriano para Staphylococcus
aureus 'y Enterococcus faecalis.

Ademas, se confirmd que esto no esta influencia por resistencia a multiples farmacos que incluyen vancomicina
porque muestra los mismos valores de MIC para dos MRSA y VRE resistentes a multiples farmacos en cuanto al
valor de MIC para bacterias habituales (MSSA 1y EF 1). Estos valores de la MIC no son bajos y no son elevados en
la actividad antibacteriano en comparaciéon con sustancias antibiéticas previamente informadas; pero en cuanto al
efecto terapéutico, se confirmd mediante los estudios mostrados con posterioridad que su efecto terapéutico es
mayor en comparacion con vancomicina.

Ademas, se confirmé que la sustancia del pico 6 RH2180-5 y la sustancia del pico 9 RH2180-5 muestran las mismas
actividades antibacterianos para bacterias resistentes a multiples farmacos y para bacterias habituales como las de
la sustancia del pico 5 RH2180-5.

Ejemplo de Ensayo 2

Estudio comparativo de la actividad antibacteriano de cada sustancia de los picos para bacterias resistentes a
multiples farmacos y para bacterias que tienen resistencia quimica

En cuanto a los compuestos de la presente invencion de 8 sustancias de la sustancia del pico 2 y la sustancia del
pico 9, excepto para la sustancia del pico 1, que se quedaba corta en la cantidad del ensayo, el estudio comparativo
se hizo sobre las actividades antibacterianos para bacterias resistentes a multiples farmacos y para bacterias que
tenian resistencia quimica.

Se seleccionaron microorganismos del ensayo de Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis, los mismos que
el Ejemplo de Ensayo 1; y la medicion del valor de la MIC de cada sustancia de los picos se hizo mediante un
método de microdilucion de caldo basado en la entidad CLSI (anteriormente NCCLS: National Committee for Clinical
Laboratory Standards) para MSSA 1y EF 1, y MRSA 3, MRSA 4 y VRE, los mismos que el Ejemplo de Ensayo 1.
Estos resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4
Compuestos MSSA1 MRSA3 MRSA4 EF1 VRE

P1 - - - - -
P2 12,5 12,5 6,3 50 50
P3 25 25 25 50 50
P4 12,5 25,0 12,5 50 25
P5 6,3 6,3 6,3 12,5 12,5
P6 6,3 6,3 3,1 50 25
P7 12,5 12,5 1,5 50 25
P8 12,5 12,5 12,5 50 25
P9 6,3 6,3 6,3 12,5 12,5

MIC (ug/ml)

MSSAA1: Staphylococcus aureus
MRSAGS: Staphylococcus aureus resistente a OX, FL, KM, TC y EM
MRSA4: Staphylococcus aureus resistente a OX, FL, KM, CP y CPLX

EF1: Enterococcus faecalis
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VRE: Enterococcus resistente a vancomicina
OX: oxacilina

FL: flomoxef

KM: kanamicina

TC: tetraciclina

CP: cloranfenicol

EM: eritromicina

CPLX: ciprofloxacina

Como consecuencia, €l valor de la MIC en si mismo para cada sustancia de los picos es mayor en comparacion con
los agentes antibacterianos previamente descritos; pero cuando la comparacion se hizo entre bacterias habituales y
bacterias resistentes a multiples farmacos (entre MSSA 1y MRSA 3y MRSA 4, y entre EF 1 y VRE) los valores de la
MIC son casi iguales, confirmando asi que la actividad antibacteriano de cada sustancia de los picos no esta
influenciada por la resistencia a multiples farmacos.

Igualmente, en el caso del compuesto péptido ciclico de la presente invencién, se confirmé que la actividad
antibacteriano no coincide necesariamente con el efecto terapéutico. Por ejemplo, la sustancia del pico 5 RH2180-5
que muestra, en cuanto a los valores de la MIC para MSSA, 6,3 ug/ml en la Tabla 4 y 5 ug/ml en la Tabla 3; pero en
cuanto al resultado del estudio del efecto terapéutico para el modelo de infeccion de Staphylococcus aureus en ratdon
(EDso) que se mencionara con posterioridad, su valor de la EDso es aproximadamente un tercio de la vancomicina,
confirmando asi un elevado efecto terapéutico.

Incluso aunque los valores de la MIC de 5 yg/ml y 6 ug/ml estan en el nivel del valor de la MIC mostrado por la
bacteria resistente en vancomicina, el compuesto péptido ciclico de la presente invencién muestra un adecuado
efecto terapéutico y una razon para esto puede ser porque los compuestos de la presente invenciéon expresan la
actividad antibacteriano mediante un mecanismo de accién diferente de los farmacos existentes, que probablemente
refleja el efecto terapéutico. Si la actividad antibacteriano es expresada mediante un mecanismo de accién diferente
de los farmacos existentes, la frecuencia de separacion de la cepa resistente se espera que sea bajo al menos en
este momento, por lo que esto puede ser considerado como un aspecto ventajoso del compuesto péptido ciclico de
la presente invencion.

Ejemplo de Ensayo 3

Estudio del efecto terapéutico y la toxicidad de la sustancia del pico 5 RH2180-5 en el modelo de infeccion de
Staphylococcus aureus en raton (en lo sucesivo, este modelo se escribe como “modelo de ratén” para abreviar)

La cepa de Smith de Staphylococcus aureus se puso en suspension en 7% de mucina + citrato de amonio-férrico 0,2
mM, y se administraron 6,2 x 10° (20xLD50) de la misma en la cavidad peritoneal de 5 ratones por grupo (ICR
hembra de cuatro semanas de edad). Cada farmaco se inyectd por via hipodérmica 2 horas después de la
administracion de la bacteria mediante el método mostrado a continuacion.

Para este modelo de ratdon se inyectd por via hipodérmica la sustancia del pico 5 RH2180-5 disuelta en PBS de
manera que su cantidad resultara 25 mg/kg, 12,5 mg/kg y 6,3 mg/kg; y seguidamente se estudié su efecto
terapéutico (ED50) midiendo los umbrales de supervivencia 1 dia después de la administracion (5 ratones por
grupo). Analogamente, se estudio la EDso de vancomicina para el modelo de raton usado esta vez. En el caso de la
sustancia del pico 5 RH2180-5, la supervivencia de la totalidad de los ratones se confirmé con la administracion de
25 mg/kg bajo la condicion no supervivencia con administracion de PBS. En este caso, los valores de EDs se
obtuvieron mediante el método probit.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5. La sustancia del pico 5 RH2180-5 muestra el efecto terapéutico
para el modelo de ratén con un valor de EDsg de 0,6 mg/kg, que es claramente inferior a la EDso de la vancomicina
simultaneamente estudiada (1,6 mg7kg), confirmando asi se produce una sustancia antibiética que tiene un elevado
efecto terapéutico para Staphylococcus aureus.
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Tabla 5

Efecto terapéutico en el modelo de infeccion de Staphylococcus aureus en raton

Muestra EDso(mg/kg)
Pico 5 RH2180-5 0,6
Vancomicina 1,6

Cada farmaco fue inyectado por via hipodérmica dos horas después de que se administraran 6,2 x 10° (20 x LDsop)
de cepa Smith de S. aureus en la cavidad peritoneal de un ratén (ICR hembra de cuatro semanas de edad).

Ademas, la sustancia del pico 5 RH2180-5 fue inyectada por via hipodérmica al raton para estudiar la toxicidad
aguda de la sustancia del pico 5 RH2180-5 para el ratébn mediante observacion 1 dia después de la administracion.
En la toxicidad aguda, no se observd ninguna toxicidad (el ratdn no murid) hasta la administracion de una cantidad
de 50 mg/kg que corresponde a 80 veces el valor EDsg, la concentracion mas elevada en el estudio y, por tanto, esto
sugirié que la sustancia del pico 5 RH2180-5 tiene una baja toxicidad.

A partir de los resultados anteriores, se pudo confirmar que la sustancia del pico 5 RH2180-5 antibidtica (P5) de la
presente invencion producida a partir de RH2180-5 muestra un excelente valor de la ED50 para Staphylococcus
aureus en comparacion con vancomicina, mostrando por tanto un elevado efecto terapéutico y, ademas, a partir de
los resultados del estudio de la actividad antibacteriano mediante MIC, se pudo confirmar que la sustancia tiene
unas excelentes caracteristicas de mostrar eficacia no solamente para MRSA, que es altamente problematica
clinicamente, sino también para VRE, que se espera que resulte problematica analogamente a MRSA desde ahora.

Ademas, 8 de cada 9 compuestos que tenian una constitucion basica de la estructura de péptidos de la presente
invencion que se aislaron y purificaron a partir de un cultivo de RH2180-5 (el espectro antibacteriano de la sustancia
del pico 1 no fue estudiado) mostraron casi los mismos valores de la MIC que las cepas resistentes a multiples
farmacos y para las cepas no adquirié propiedades similares de resistencia a multiples farmacos (Tabla 4) por lo que
se pudo confirmar que los compuestos que tienen una constitucién basica de la estructura de péptidos de la
presente invencion pueden ser usados como un farmaco terapéutico antiinfeccioso eficaz, especialmente para
bacterias resistentes a multiples farmacos.

Ejemplo de Ensayo 4
Estudio del espectro antibacteriano de la sustancia del pico 5 RH2180-5

Se estudié el espectro antibacteriano de la sustancia del pico 5 RH2180-5 que antecede respecto a diversos
microorganismos que incluyen MRSA y VRE. Se midi6 cada valor de la MIC para el caso de adicion de suero
sanguineo al 10% y para el caso de no adicion del mismo mediante el método de microdilucion de caldos basado en
la entidad CLSI (anteriormente NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards). Los resultados del
mismo se muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6
MIC (ug/ml)
Microorganismos
Sin suero Con suero al 10%

Methicillin susceptible S. aureus MSSA1(clinical isolate) 3.1 1,5
Methicillin resistant S. aureus MRSA3(clinical isolate) 12,5 1,5
Methicillin resistant S. aureus MRSA4(clinical isolate) 12,5 1,5
Staphylococcus aureus Smith ATCC 13709 6,25 1,5
Enterococcus faecalis EF1 12,5 6,3
Vancomycin-resistant Enterococcus faecalis EF5 12,5 6,3
Enterococcus faecalis JCM5803 25 ND
Bacillus subtilis JCM2499 6,3 1,5
Bacillus cereus JCM20037 3.1 0,8
Listeria monocytogenes ND 6,3
Streptococcus pneumoniae ND 25
Streptococcus sanguinis JCM5678 ND 100
Streptococcus agalactiae JCM5671 ND 100
Streptococcus pyogenes ND 50
Mycobacterium fortuitum 7,8 3,9
Mycobacterium smegmatis 7,8 15,6
Serratia marcescens (clinical isolate) >100 >50
Escherichia coliW3110 >100 >100
Pseudomonas aeruginosa PAO1 >100 >50
Salmonella enterica >100 ND
Candida albicans ATCC10231 >100 >100
Candida tropicalis pK233 >100 >100
Cryptococcus neoformans H99 >100 >100

ND: No determinado

A partir de los resultados de la Tabla 6, se podria confirmar que la sustancia del pico 5 RH2180-5 es eficaz para
bacterias gram-positivas y aumenta su actividad mediante la adicion de suero sanguineo.
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Ejemplo de Ensayo 5
Estudio de la actividad antibacteriano de la sustancia del pico 5 RH2180-5

En un medio de cultivo CA-Mueller Hinton se introdujeron 1,8x10° Staphylococcus aureus, y seguidamente se le
afadieron la sustancia del pico 5 RH2180-5 que antecede (25 pg/ml), vancomicina (VM, 5 pg/ml), y gentamicina
(GM, 2,5 ug/ml) y seguidamente se obtuvieron los niumeros de células supervivientes después de 15 minutos, 30
minutos, 60 minutos y 120 minutos como CFU (Unidades Formadoras de Colonias/ml). Los resultados del mismo se
muestran en la Tabla 7.

Tabla 7
CFU/ml de S. aureus
Tiempo
. Sustancia del pico 5 RH2180-5 VM GM Testigo
(minutos)
(25ug/ml) (5 pg/ml) (2,5 pg/ml) (sin farmaco)
0 1,8x10°
15 <1x10* 8,5x10" 2,6x10"
30 <1x10* 4,9x10" 7,6x10°
60 <1x10* 6,8x10" 1,6x10°
120 <1x10* 3,4x10’ 4,0x10°

*VM: Vancomicina; GM: Gentamicina

A partir de los resultados de la Tabla 7, se pudo confirmar que el niumero de Staphylococcus aureus disminuy6
inmediatamente después de la adicién de la Sustancia del pico 5 RH2180-5 en comparacién con la adicién
vancomicina y gentamicina.

Ademas, se encontro a partir de este resultado y otros que la fraccion que contiene sustancia antibiética obtenida
mediante fraccionamiento de un cultivo que es producido cultivando el microorganismo con n°® de acceso NITE BP-
870 y, ademas, un agente de proteccion microbiana que contiene la sustancia antibiotica obtenida a partir de su
cultivo son utiles. Se encontr6 que no solamente es util un agente de proteccion microbiana que contiene la
sustancia del pico 5 RH2180-5 es util, sino que son analogamente utiles también un agente de proteccion
microbiana que contiene incluso otras sustancias de los picos o la fraccién antes del aislamiento de una sustancia
como la sustancia.

Ejemplo de Ensayo 6
Estudio de la actividad bacteriolitica de la sustancia del pico 5 RH2180-5

Se diluyd Staphylococcus aureus en un medio de caldo CA-Mueller Hinton y seguidamente se le afiadieron la
sustancia del pico 5 RH2180-5, vancomicina y daptomicina siendo sus concentraciones cinco veces mayores las del
Ejemplo del Ensayo 1 y seguidamente el microorganismo se cultivd a 37 °C. Usando un espectrometro de absorcion
(fabricado por la entidad Shimadzu Corp.), se siguié la absorvancia a 600 nm (ODeg) después de su adicion con el
paso del tiempo. Los resultados del mismo se muestran en la Fig. 11.

A partir de los resultados de la Fig. 11, se pudo confirmar que la sustancia del pico 5 RH2180-5 muestra la actividad
bacteriolitica porque la disminucién de la absorvancia (ODego) de la misma es mayor en comparacién con
vancomicina y daptomicina.

Ejemplo 3
Produccién de formulacion de la sustancia del pico 5 Rh2180-5
Formulacién de comprimidos

Después de que se mezclaron uniformemente 20,0 mg de sustancia del pico 5 RH2180-5, 40 mg de lactosa, 20 mg
de almidén y 5 mg de hidroxipropil-celulosa con bajo grado de sustitucion, se prepararon granulos para comprimidos
mediante un método de granulacion en humedo usando 8% en peso de una soluciéon acuosa de hidroxipropil-
celulosa como material aglutinante. A esto se afiadio 0,5 a 1 mg de estearato de magnesio, cantidad suficiente para
proporcionar propiedades de deslizamiento a los granulos y, seguidamente, se formaron los comprimidos por medio
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de una maquina formadora de comprimidos.
Formulacion de la solucion

Se preparacion para inyeccion disolviendo 10,0 mg de sustancia del pico 5 RH2180-5 en 10 ml de 2% en peso de
solucioén acuosa de 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina.

Ejemplo de Examen 3
Analisis de 16S rRNA

Se amplificaron bases de 16S rRNA de RH2180-5 mediante un método de PCR de colonias y, seguidamente, los
fragmentos de RNA amplificados se analizaron mediante un secuenciador. Como consecuencia, se determind la
secuencia de bases correspondiente a la longitud casi completa de la region de 16S rRNA mostrada en la secuencia
n° 1, excepto para algunas bases en el lado terminar 5’ y el lado terminal 3'. Seguidamente, se realiz6é una busqueda
de homologia con una cepa existente perteneciente al género Lysobacter usando NCBI BLAST relativa a esta
secuencia de bases. Como consecuencia, el RH2180-5 mostré una tasa de homologia de 99% con relacién a la
cepa DSM 2043T de Lysobacter enzymogenes existente y, por tanto, se consider6 que RH2180-5 es un
microorganismo perteneciente a un género Lysobacter.

Con respecto RH2180-5

El RH2180-5 tiene muchas similitudes de propiedades quimicas respecto a la cepa DSM 2043T de Lysobacter
enzymogenes, pero los espectros antibacterianos de las sustancias fisiolégicamente activas producidas son
diferentes. Ademas, los compuestos que son una estructura principal de las sustancias fisiolégicamente activas son
“la sustancia del pico 5 RH2180-5 y sus compuestos relacionados que tienen una funcion farmacéutica util” que
tienen una constituciéon basica de la estructura de péptidos ciclicos no descritos con anterioridad y, por tanto, son
completamente diferentes en este aspecto. Esto plantea una diferencia significativa con la cepa existente.
Consecuentemente, considerando los resultados anteriores, se estimé que el RH2180-5 era un microorganismo
perteneciente a un género Lysobacter.

Aplicacién industrial

El nuevo compuesto péptido de la presente invencion muestra eficacia para bacterias resistentes a multiples
farmacos como MRSA y VRE, que se convierten en un grave problema clinico y, por tanto, este puede ser usado
como un nuevo farmaco terapéutico para una enfermedad infecciosa. Ademas, la cepa del microorganismo de la
presente invencién puede ser usada adecuadamente para fabricar el compuesto péptido ciclico Gtil que antecede.

Ademas, la presente invencién tiene una aplicacion industrial para una nueva fraccién que contiene sustancia
antibiodtica, una sustancia antibiética contenida en la misma y un método para fabricar dicha fraccion que contiene
sustancia antibiotica y la sustancia antibiética util obtenida a partir de la misma.

N° de acceso
NITE BP-870
Texto libre del grafico de secuencias

El grafico de secuencias n° 1 muestra la secuencia de bases de la longitud casi completa de 16S rRNA para una
cepa desconocida perteneciente al género Lysobacter.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de péptido ciclico mostrado mediante la siguiente férmula (1) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo,

(1)

enla R’ representa un grupo acilo que tiene 7, 8 6 9 atomos de carbono y que contiene opcionalmente un grupo
sustituyente; R? representa un grupo metilo o un atomo de hidrégeno y R’ representa un grupo etilo o un grupo
metilo.

2. El compuesto peptldo ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable segun la re|V|nd|caC|on 1, en el que el grupo
sustituyente de R" en la formula (1) anterior es un grupo hidroxilo, o en el que R' en la férmula (1) anterior es un
grupo 3-hidroxi-5-metil- hexan0|lo un grupo 3-hidroxi-6-metil-heptanoilo, o un grupo 3-hidroxi-7- metll-octanono oenel
que la férmula (1) anterior R'es un qrupo 3-hidroxi-5-metil-hexanoilo, R es unzgrupo metilo y R® es un grupo etilo o
en el que en la férmula (1) anterior R' es un grupo 3-hidroxi-7-metil-octanoilo, R® es un grupo metilo y R®es un grupo
etilo.

3. Un método para fabricar el compuesto péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 6 2, caracterizado porque el compuesto péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable
es fabricado a partir de un cultivo que es producido cultivando la cepa RH2180-5, que es capaz de producir el
compuesto péptido ciclico seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2 y pertenece al género Lysobacter con n° de
acceso NITE BP-870 en la entidad de depdsito NITE Patent Microorganisms Depositary (NPMD) de la Incorporated
Administrative Agency National Institute of Technology and Evaluation (NITE) o su cepa mutante, capaz de producir
un compuesto similar al compuesto producido a partir de la cepa que antecede.

4. Un farmaco terapéutico para una enfermedad infecciosa, en que el farmaco terapéutico contiene el compuesto
péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable segun cualquier las reivindicaciones 1 a 2, junto con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

5. Una sustancia antibiotica, caracterizada porque la sustancia antibiética es obtenida a partir de un cultivo que es
producido cultivando un microorganismo perteneciente a un género Lysobacter con n® de acceso NITE BP-870 y
contiene el compuesto péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 6 2.

6. La sustancia antibidtica segun la reivindicacién 5, en que la sustancia antibidtica muestra una actividad
antibacteriana al menos para Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y Enterococcus resistente a
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vancomicina (VRE).

7. La sustancia antibiética segun la reivindicacion 5 6 6, en que la sustancia antibidtica muestra un efecto terapéutico
para una enfermedad infecciosa al menos debida a Staphylococcus aureus.

8. La sustancia antibidtica segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, en que la sustancia antibidtica es
mostrada mediante la siguiente formula (1)

en la R’ representa un grupo acilo que tiene 7, 8 6 9 atomos de carbono y que contiene un grupo hidroxilo; R?
representa un grupo metilo o un atomo de hidrégeno y R® representa un grupo etilo o un grupo metilo.

9. Un agente antimicrobiano, caracterizado porque el agente de proteccion microbiana contiene el compuesto
péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable segun la reivindicacion 1 6 2.

10. Un microorganismo, en que el microorganismo pertenece a un género Lysobacter con n° de acceso NITE BP-
870 o es un microorganismo mutado de forma natural o artificial del mismo y es capaz de producir el compuesto
péptido ciclico o su sal farmacéuticamente aceptable como se define en la reivindicacion 1 6 2.

11. El microorganismo segun la reivindicaciéon 10, en que el microorganismo tiene la secuencia de bases de la region
de 16S rRNA mostrada mediante la secuencia n° 1 en el grafico de secuencias.

12. Un compuesto péptido ciclico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo como se determina en la
reivindicacion 1 6 2, o un agente que comprende dicho compuesto péptido ciclico o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para ser usado en el tratamiento de una enfermedad infecciosa.
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(En la formula (1), R" representa un grupo acilo que tiene 7, 8 6 9 atomos de carbono y que contiene opcionalmente
un grupo sustituyente; R? representa un grupo metilo o un atomo de hidrégeno y R® representa un grupo etilo o un
grupo metilo).
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[Fig. 4]
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[Fig. 5]
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[Fig. 6]
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[Fig. 7]
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[Fig. 8]

JHEN () (ane). (NG CHNQ) (HN-9)

6es §'6611 8'98¢1 ~L8TTL . 90011 9146 STE8 - V6lL. £'86S Ty SV s
= [ L7 7. i Ed V7 = re 7 . [ 7
N n_._’_@. - . fﬂ
. . HN=0 ) xﬁ"_.
f__. zn_v E_‘ . . . :_m.
J1 311 |0
fn_v 1 fn_u «x"_v T Y fuuz,n_, | : zn_u . «_._"_v. fﬂ
zoLﬁ_V . i .f.,_u «x.._u fn_u : N:"_, ' Nzn_v o fu_. fu_, __. f.,_u Nx"_u :o..zu_v
HO—3~HO—N—01HO—N—0 HO—N—-0=HO——NA—0—HO— ....o..x\._Tr .iunxolzlo..:ol 0—HO— 1= O HO—N—+-0—HO—N-1~3~HO— |o.xu:o:u§ufu§s
I __ o R [ __ i I 11 __ H __ __
o o 0 o] o [¢] o [} ]
@ L] dy us .. ‘ o @by || 0™ ayd . Ao s oy (WL
S J
373 odtt o€ : zu
6d
AHEW (ane) (ane NG (NG () . .
(A% 866¥1  L98€l LT 90011 91L6 S'TE8 . P6lL €856 CELY €Y1y zu
_.J 7 > d 7 7 7 7 7 7 7 = :
: NE_‘ ; Nx-_‘
_,_z"_ I :zH_
HN HO W HN
NH | j | A |
f.._d o“h_v oH_ k0] f_"_. . fn_, ,
. fn_v n:ﬂ 4 an_v 3o - .N_._n_v, |00 . x,._.. wzw n.._"_v
:ol:n_v fulxu_u N "xu_, fn_v NzW . «Lv NL"“U e Nxﬂfn_v ._. Nzn_v «xw xo..:n_u
:oloaxol |u HO—N—0+HO—N—t=O=H D= N1 0~ HO—| .lonxn_,ln.lolzulz..-olxul 59 =HOmmt—1) FHO— - 0—HO—N-T-0—HO—N—0- 080
B | al I = R l { __ __ __
o of . o 0 0 o . |o 0 -
[aRll} bl iy uo no (@) by L] g ) s 135 1oy [WRLITR
pas B
5596 o5l voftl 2
8d

46



ES 2546 515 T3

[Fig. 9]
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[Fig. 10]
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[Fig. 11]
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