ES 2 387 436 B1

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPANA

@NL’Jmero de publicacion: 2 387 436

@NL’Jmero de solicitud: 201030822

&int. cl.:

A61K 39/02 (2006.01
CO7K 14/22 (2006.01
A61P 11/00 (2006.01
A61P 13/00 (2006.01
A61P 17/00 (2006.01

)
)
)
)
)
A61P 31/04 (2006.01)

® PATENTE DE INVENCION B1

@ Fecha de presentacién:
28.05.2010

Fecha de publicacién de la solicitud:
21.09.2012

Fecha de la concesién:
29.07.2013

Fecha de publicacién de la concesién:
08.08.2013

@ Titular/es:

SERVICIO ANDALUZ DE SALUD (50.0%)
AVDA. DE LA CONSTITUCION ,18

41071 SEVILLA (Sevilla) ES y
UNIVERSIDAD DE SEVILLA (50.0%)

@ Inventor/es:

MCCONNELL, Michael y
PACHON, Jeronimo

Agente/Representante:
PONS ARINO, Angel

Tl'tulo: VACUNA FRENTE A ACINETOBACTER

@Resumen:

Vacuna frente a Acinetobacter.

La invencion se refiere a una composicién que
comprende células inactivadas del género
Acinetobacter y/o proteinas aisladas de las mismas y
a su uso para la elaboracién de un medicamento,
preferiblemente una vacuna, para la prevencién de
enfermedades producidas por un organismo del
género Acinetobacter. Estas composiciones generan
una respuesta inmune, que permite proteger a
pacientes frente a enfermedades producidas por
organismos de este género, las cuales resultan muy
comunes en pacientes ingresados en hospitales.

Aviso:

Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.




A 4

10

15

20

25

30

ES 2 387436 Bl

DESCRIPCION

VACUNA FRENTE A ACINETOBACTER

La presente invencion se encuadra dentro del campo de Ia biotecnologia y la
inmunologia. Especificamente, se refiere a una composicién que comprende
células inactivadas del género Acinetobacter y/o proteinas aisladas de las
mismas y al uso de esta composicién como medicamento para la prevencion
de enfermedades provocadas por organismos de este género.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

El organismo Acinetobacter baumannii es un bacilo gram negativo aerobio y es
agente causal de multitud de enfermedades nosocomiales. El aumento de las
enfermedades nosocomiales en la actualidad se debe a la aparicién de cepas
de este organismo tanto multirresistentes como panresistentes a antibidticos en
hospitales. Debido a la aparicion de estas cepas, se hace necesaria la
busqueda de nuevas estrategias para el tratamiento de estas enfermedades.

Las infecciones por A. baumannii cursan con diferentes sintomas, y causan
diversos tipos de infeccion en funcién de la via de entrada en el huésped. La
via de entrada mas comun son las vias respiratorias, lo que provoca
neumonias en multitud de casos. Este tipo de infeccién presenta un elevado
riesgo de muerte. Estas neumonias suponéen un 6,9% de las neumonias de
pacientes ingresados en la UCI en Estados Unidos (Gaynes et al. 2005, Clin
Infect Dis, 41:848-854), un 9,6% en America Latina (Gales et al. 2002,
Diagnostic microbiology and infectious disease, 44:301-311), un 27% en
Turquia (Meric et al. 2005, Japanese journal of infectious diseases, 58:297-302)
y un 35% en India (Agarwal et al. 2006, The journal of infection, 53:98-105). La
tasa de muerte asociada a neumonias nosocomiales generadas por A.
baumannii es elevada y varia entre el 35% y el 70% (Fagon et al. 1996, Clin
Infect Dis, 23:538-542; Fagon et al. 1993, The American journal of medicine,
94:281-288; Garnacho-Montero et al. 2005, Intensive care medicine, 31:649-

655). Ademéas de estas neumonias nosocomiales, este organismo genera
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también neumonias adquiridas en la comunidad (Community-acquired
pneurmonia o CAP) las cuales presentan una alta mortalidad.

Este organismo también genera bacteriemias, las cuales suponen un 6,2% de
las bacteriemias de pacientes de UC! en Estados Unidos. La bacteriemia en
estos casos produce entre un 20% y un 60% de mortalidad (Wisplinghoff et al
2000, Clin Infect Dis, 31:680-697). En Espafia A. baumannii es el responsable
del 27% de fas bacteriemias causadas por bacterias gram-negativas {Cisneros
et al. 1996, Clin Infect Dis, 22:1028-1032).

Ademas, A. baumannii en Espafia supone la tercera causa mas comun de
meningitis (Moreno ef al 1990, Enfermedades infecciosas y microbiologia
clinica, 13.281-286), y la segunda causa de infecciones por quemaduras
(Frame ef al. 1992, The journal of burn care & rehabilitation, 13:281-288).

Todo lo anterior muestra la necesidad de enconfrar tratamientos para las
infecciones causadas por A. baumannii para evitar todas estas complicaciones.

El tratamiento habitual hasta el momento era el uso de antibidticos gue
actuasen frente a estas bacterias. El problema con esfos tratamientos surgio
cuando en las dos ultimas décadas aparecieron cepas resistentes a los
mismos. De esta forma se observa un elevado nuimero de aislados de la
bacteria que presentan resistencias a diversos antibidticos, como por ejempilo,
a la ceftazidima (entre un 24% y un 67%), a amikacina (entre el 3% vy el 20%), o
a imipenem (hasta el 20%) (Gaynes ef al. 2005, Clin infect Dis, 41:848-854).
También se ha observado gue un 40% de cepas aisladas son resistentes a
ciprofloxacino, un 30% a levofloxacino, un 26% a gentaricina y un 22% a
cefepima (Rhomberg ef al 2007, Diagnostic microbiology and infectious
disease, 59:425-435). Todo esto ha llevado a la existencia de un elevado
ntimero de cepas multirresistentes a varios antibidticos con excepcién de fa
colistina. En los tltimos afos también se ha observado la emergencia de cepas
panresistentes, las cuales presentan asimismo resisiencias frente a este



10

15

20

25

30

ES 2 387436 Bl

antibidtico (Souli et al. 2006, Antimicrobial agents and chemotherapy, 50:3166-
3169).

Debido a esta capacidad de adquirir resistencias por parte de A. baumannii, y
de adaptarse a los nuevos antibidticos, se han desarrollado nuevas estrategias
para tratar estas enfermedades. Una de ellas es el desarrollo de nuevas
moléculas que presentan actividad antimicrobiana. Aunque, debido a la
capacidad de A. baumannii de adquirir rapidamente resistencia a antibidticos,
dicha estrategia podria tener un caracter temporal, haciendo necesario llevar a

cabo un abordaje diferente al cabo de un tiempo.

Existe, por tanto, la necesidad de buscar nuevas formas de impedir o tratar las
infecciones causadas por A. baumannii, debido a la gran cantidad de
enfermedades que produce y a la alta tasa de morbilidad de las mismas, ya
que los tratamientos actuales presentan paulatinamente una pérdida de su

eficacia.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una composicion que comprende células
inactivadas del género Acinetobacter y/o proteinas aisladas de las mismas y al
uso de esta composicién como medicamento para la prevencién de
enfermedades provocadas por organismos de este géenero.

Los autores de la presente invencion demuestran que células inactivadas de
Acinetobacter baumannii, al ser inoculadas en diversos individuos, provocan la
inmunizacion de éstos, l0os cuales se encuentran asi protegidos frente a
posteriores infecciones causadas por dicha bacteria, lo que demuestra la
utilidad del uso de estas células como vacunas profilacticas frente a infecciones

provocadas por A. baumannii.

Por todo esto, un aspecto de la invencion se refiere a células inactivadas del

género Acinetobacter, de ahora en adelante “células de la invencion” o “células
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inactivadas de la invencién”, Dentro de este género, la especie que presenta
una mayor capacidad patogénica es la especie Acinetobacter baumannii. Por
ello, en una realizacién preferida de este aspecto de la invencién las células
inactivadas del género Acinetobacter son de la especie Acinetobacter
baumannii.

Se entiende por “células del género Acinetobacter” en la presente invencién
aquellas células de organismos pertenecientes al superreino Bacteria, filo
Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, orden Pseudomonadales, familia
Moraxellaceae, y género Acinetobacter.

En la presente invencidn se entiende por “células de la especie Acinetobacter
baumannii’ aquellas células de organismos pertenecientes al superreino
Bacteria, filo  Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria,  orden
Pseudomonadales, familia Moraxellaceae, género Acinetobacter y especie
Acinetobacter baumannnii.

Se entiende por “célula inactivada” en la presente invencion aquella célula que
no presenta capacidad de replicacién pero que conserva la capacidad
inmunogénica. Las células de la presente invencidn son inactivadas
previamente a su inoculacién para evitar su replicacion en el organismo
hospedador, y por lo tanto, para prevenir infecciones generadas a partir de su
aplicacion. La inactivacién de las células de la invencién puede llevarse a cabo
mediante diversos métodos conocidos en el estado de la técnica como por
ejemplo, aunque sin limitarse, mediante adsorcién, calor, luz ultravioleta,
radiaciones ionizantes, ultrasonidos, fenol, formol, formaldehido, cristal violeta,
gliceraldehido, oxido de etileno, propiclactona, etilenimina, bromoetilenimina o
formalina. En una realizacion preferida las células de la invencion se inactivan
mediante la adicién de formalina. En otra realizacion preferida las células de la
invencion son de la especie Acinetobacter baumannii y se inactivan mediante la

adicién de formalina.
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Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion (de ahora
en adelante “composicién de la invencién”) que comprende uno de los

elementos seleccionados de la lista que comprende:

a) células inactivadas de la invencion,
b) proteinas aisladas de células inactivadas de la invencién,
0 una combinacién de (a) y de (b).

Se entiende por “proteinas aisladas de células inactivadas de la invencidn” una
o0 un conjunto de proteinas que se pueden obtener de las células de la
invencién mediante métodos conocidos en el estado de la técnica. Las
proteinas que presentan un mayor potencial para la generacidn de una
respuesta inmune son las proteinas de la membrana celular, ya que son éstas
las que pueden ser reconocidas por los anticuerpos generados en el huésped
en caso de infeccidn bacteriana por ser las proteinas expuestas en la superficie
de la bacteria. Por todo ello, en una realizacién preferida de este aspecto de la
invencion las proteinas aisladas de (b) son proteinas de la membrana celular.

En otra realizacion preferida, estas proteinas de (b) se obtienen mediante un
método que comprende:

i) disociar las proteinas de la membrana celular mediante la adicion de
un detergente a las células inactivadas de la invencidn, y
i} precipitar las proteinas disociadas en el paso (i).

Este método presenta como ventaja frente a otros métodos de obtencion de
proteinas, que el detergente, ademas de disociar l[as membranas, forma
micelas las cuales engloban las endotoxinas de Acinetobacter, y permiten su
eliminacion. Esto permite que la mezcla proteica obtenida esté mas libre de
contaminantes. En los ejemplos de la presente invencidn se demuesira coémo
mediante este método se recuperan todas las proteinas presentes en las
células de Acinetobacter excepto una proteina de 36 KDa identificada como
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proteina A de la membrana externa de Acinetobacter baumannii (AbOmpA,;
namero de acceso en UniProtkKB: QBRYWS). Dicha proteina se sncuenira
unida de forma natural a las endotoxinas de A baumanni. Por ello, la
eliminacion de dicha proteina conlleva la eliminacién de las endotoxinas de

dicho organismo.

Por ello, una realizacién mas preferida de este aspecto de la invencidn se
refiere a una composicion gue comprende uno de los elementos seleccionados
de la lista que comprende:

a) células inactivadas de la invencion,

b} proteinas aisladas de células inactivadas de la invencién,
0 una combinacién de (a) y de (b}, donde las proteinas de (b) se obtienen
mediante un método que comprende:

i) disociar las proteinas de la membrana celular mediante la adicién de
un detergente a las células inactivadas de la invencidn, y

i} precipitar las proteinas disociadas en el paso (i}.

Existen multitud de detergentes que pueden ser ulilizados para disaciar las
proteinas de membrana. Enfre estos se encuentran fanto los idgnicos como los
no idnicos y los anfoteros, como por ejemplo aungue sin limitarse, Triton X-100,
Triton X-114, dodecilsulfato sodico (SDS), octilglucésido, octiltioglucosido,
maltésido, cetiltrimetilamonio (CTAB), sulfobatina 3-12, o 3-(cloroamido propit)-
dimetilamonio-1-propanosulfato (CHAPS), NP-40, el deoxycolato de sodio,
DOC, Brij o Hecameg. En una realizacién preferida de este aspecto de la
invencion, el detergente utilizado en el paso (i) es 8DS o Tritén.

La precipitacidn de proteinas se puede Hevar a cabo por multiples metodos
conocidos en el estado de la técnica como por gjemplo, aunque sin limitarse,
por 13 adicién de sulfato de amonio, acido tricloroacético, etanel, acetona, acido
tricloroacético y acetona, o metanol y cloroformo. En una realizacion preferida
de este aspecio de la invencidn, la precipitacion de las proteinas en el paso {ii}
se realiza mediante la adicion de cloroformo y metanol. En una realizacién mas
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preferida de este aspecto de la invencion, el detergente utilizado en el paso (i)
es SDS o Triton, y la precipitacion de las proteinas en el paso {ii) se realiza
mediante la adicion de cloroformo y metanol.

En otra realizacién preferida de este aspecto de la invencion, la composicién de
la invencion comprende ademas ofro principio active. En una realizacién mas
preferida de este aspecto de la invencion la composicién de la invencion
comprende ademas un adyuvante.

En esta memoria, el término “adyuvanie” se refiere a un agenie, que no posea
un efecto antigénico por si mismo, que puede estimular el sistema inmune
incrementando su respuesta a la vacuna. Existen multitud de adyuvantes como
por ejemplo, aunque sin limitarse, fosfato de aluminio, hidraxido de aluminio,
agonistas de los receplores tipo toll, citoquinas, escualeno, adyuvante
incompleto de Freund o adyuvante completo de Freund. En una realizacion aun
mas preferida de este aspecto de la invencitn, el adyuvante se selecciona de la
lista que comprende: fosfato de aluminio, hidréxido de aluminio, agonistas de
los receptores tipo toll; citoguinas, escualeno, adyuvante incompleto de Freund
o adyuvante completo de Freund, En una realizacion aun mas preferida de este

aspecto de la invencion, el adyuvante es fosfato de aluminio.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de la composicion de la invencion
para la elaboracién de un medicamento, o allernativamente, a la composicion
de la invencion para su uso como medicamento. Otro aspecto de la invencidn
se reflere al uso de la composicidn de la invencidn para la elaboracién de un
medicamento para el tratamiento ¢ prevencidon de enfermedades producidas
por organismos del género Acinefobacter, o allernativaments, a la compasicion
de la invencion para su uso como medicamento para el tratamiento ©
prevencién de enfermedades producidas por organismos del género
Acinetobacter, En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion los
organismos del género Acinefobacter son de la especie Acinefobacter
baurmannii.
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Se entiende por “enfermedad producida por organismos del género
Acinetobacter’ aquellas enfermedades en las gque el agente causal de la
patologia es del género Acinetobacter, o alguno de sus productos de
metabolismo. El género Acinetobacter produce diversas de patologias, como
por ejemplo aungue sin limitarse, bacteriemia, meningitis, infeccion del tracto
urinario, infecciones de la piel y tejidos blandos, infeccién del lecho quirdrgico o
neumonia. Por todo ello, en una realizacién mas preferida, la enfermedad
producida por organismos del género Acinelobacter se selecciona de la lista
que comprende: bacteriemia, meningitis, infeccién del tracto urinario,
infecciones de la piel y tejidos blandos, infeccion del lecho quirdrgico o

neumonia.

El término “medicamento”, tal y como se usa en esta memaria, hace referencia
a cualquier sustancia usada para prevencion, alivio, tratamiento o curacidén de
enfermedades en el hombre y los animales. En el contexto de la presente
invencion se refiere a una composicién que comprende la composicion de la
invencian. Esta composicidn de la invencion comprende células inactivadas del
género Acinetobacter y/o proteinas de las mismas en una cantidad
terapéuticamente efectiva, que es capaz de inducir una respuesta inmune en €l
organismo al que le son administradas frente a un organismo del género
Acinetobacter. El término “medicamento” incluye, por tanto, lo que se conoce
como vacuna.

En el sentido utilizado en esta descripcion, la expresion "cantidad
terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad de células inactivadas de la
invencion, o de proteinas de las mismas, que produzca el efecto deseado. Los
adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser
utilizados en la composicion de la invencion son los vehiculos conocidos por los

técnicos en la materia.

Se entiende por “infeccidn” en la presente invencidn aquella patologia

generada por la invasién o colonizacidn de cualguier tejido de un hospedador
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por parte de algun organismo del género Acinetobacter, preferiblemente A.

baumannii.

Se entiende por “tejido blando” en la presente invencion, todo aquel tejido no
Gseo presente en un organismo.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencién el medicamento
es unavacuna. En el contexto de la presente invencion el término “vacuna” se
refiere a una preparacidn antigénica empleada para provocar una respuesta del
sistema inmune a una enfermedad. Son preparados de antigenos que, una vez
dentro del organismo, provocan la respuesta del sistema inmunitario mediante
la produccidn de anticuerpos, y generan memoria inmunolégica produciendo

inmunidad permanente o transitoria.

Los medicamentos y composiciones de la invencidn pueden utilizarse tanto
solos como en combinacion con otros medicamentos o composiciones para el
tratamiento o prevencion de enfermedades producidas por organismos del
género Acinetobacter.

Tanto los medicamentos como las compaosiciones de la invencion pueden

incluir, ademas, vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables.

El término “excipiente” hace referencia a una sustancia que ayuda a la
absorcidn de los elementos de la composicién o de los medicamentos de la
invencion, estabiliza dichos elementos, activa o ayuda a la preparacién del
medicamento en el sentido de darle consistencia o aportar sabores que lo
hagan mas agradable. Asi pues, los excipientes podrian tener la funcién de
mantener los ingredientes unidos, como por ejemplo es el caso de almidones,
azucares o celulosas, la funcién de endulzar, la funcién de colorante, la funcion
de proteccion del medicamento, como por ejemplo, para aislarlo del aire y/o la
humedad, la funcién de relleno de una pastilla, capsula o cualquier otra forma

de presentacion, como por ejemplo, es el caso del fosfato de calcio dibasico, la

10
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funcién desintegradora para facilitar la disoluciéon de los componentes y su
absorcion en el intestino, sin excluir otro tipo de excipientes no mencionados en

este parrafo.

El vehiculo, al igual que el excipiente, es una sustancia que se emplea en el
medicamento para diluir cualquiera de los compuestos de la presente invencidon
hasta un volumen o peso determinado. El vehiculo farmacolégicamente
aceptable es una sustancia inerte o de acciéon andloga a cualquiera de los
elementos de la presente invencién. La funcién del vehiculo es facilitar la
incorporacion de ofros elementos, permitir una mejor dosificacion y
administracién o dar consistencia y forma al medicamento. Cuando la forma de
presentacion es liquida, el vehiculo farmacoldgicamente aceptable es el
diluyente.

El término “prevencién”, tal como se entiende en la presente invencion,
consiste en evitar la aparicion de dafos cuya causa sean células del género
Acinetobacter, o cualquier derivado o producto metabdlico de las mismas.

El término “antigeno” en esta memoria se refiere a una molécula (generalmente
una proteina o un polisacarido), que puede inducir la formacidn de anticuerpos.
Hay muchos tipos de moléculas diferentes que pueden actuar como antigenos,
como las proteinas o péptidos, los polisacaridos y, mas raramente, otras

moléculas como los acidos nucleicos.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende™ y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencidn se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencién. Las siguientes figuras y ejemplos se
proporcionan a modo de ilustracidn, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

11
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Muestra los niveles de anticuerpos frente a las proteinas de la
membrana externa de A. baumannii en el suero de ratones a cero, dos y
cuatro semanas en los ratones vacunados (Vacunado, n = 10), 0 en 108
controles que recibieron sélo adyuvante (Control, n = 10). Los niveles de
anticuerpos en los ratones vacunados fueron significativamente mas altos que
en los ratones sin vacunar (*p = 0,001, test U de Mann-Whitney).

Figura 2. Muestra los niveles de anticuerpos frente a las proteinas de la
membrana externa de varias cepas de A. baumannii en el suero de
ratones después de dos inyecciones de la vacuna (Vacunado, n = 10), o dos
inyecciones de sélo adyuvante (Control, n = 10). Los niveles de anticuerpas en
los ratones vacunados fueron significativamente mas altos que en los ratones
sin vacunar ("p = 0,001, test de Student).

Figura 3. Muestra los recuentos bacterianos en los bazos 12 horas
después de la inoculacién en los ratones inmunizados (Vacunado; n=8) y
los ratones controles (Control; n=8) con 1,6 x 10° ufc de la cepa ATCC 19608.
*p < 0,001; test U de Mann-Whitney.

Figura 4. Muestra la supervivencia de los ratones vacunados (Vacunados; n
= 8/grupo) y los ratones sin vacunar (Control; n = 8/grupo) después de la
inoculacion con: A. A. baumannii ATCC 19606 (1,6 x 10° ufc); B. Ab-154 (3,6 x
108 ufe); y €. 113-16 (4,1 x 10° ufc). *p < 0,001; prueba log-rank.

Figura 5. Representa las muesiras de preparaciones de proteinas de la
membrana externa antes y después de la extraccion de la endotoxina
tefidas con tincion de azul de coomassie. A. carril 1: sin extraccién; carril 2:
extraccién con 2% Triton X-100; carril 3. extraccién con 2%Triton X-114. B.
carril 1: sin extraccion; carril 2: extraccion con 2% SDS; carril 3: extraccion con

12
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5% SDS. Las flechas indican la proteina AbOmpA que fue extraida durante la

eliminacion de la endotoxina.

Figura 6. Muestra los niveles de IgG en grupos de ratones (n = 10/grupo)
tras la inmunizacién con la preparacion indicada. Los datos muestran los
titulos para cada uno de los ratones y la mediana se representa con una linea.
La linea horizontal discontinua representa el limite de deteccién de la ELISA.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos especificos que se proporcionan en este documento
de patente sirven para ilustrar la naturaleza de la presente invencién. Estos
ejemplos se incluyen solamente con fines ilustrativos y no han de ser
interpretados como limitaciones a la invencidn que aqui se reivindica. Por tanto,
los ejemplos descritos mas adelante ilustran la invencidn sin limitar el campo de
aplicacion de la misma.

EJEMPLO 1. PREPARACION DE LA VACUNA

Para preparar las células inactivadas la cepa A. baumannii ATCC 19606 fue
crecida en 250 ml de caldo de Meuller-Hinton hasta obtener una densidad
Optica de 1,2 a 600 nm. Las bacterias fueron lavadas 2 veces con 100 ml del
tampdn de fosfato por centrifugacion a 6.000 x g a 4°C durante 10 minutos. Las
bacterias fueron resuspendidas en 10 ml del tampdn de fosfato y se afiadio
formalina a una concentracién final de 0,05 M. Las células fueron incubadas
con la formalina durante 16 horas a temperatura ambiente para su inactivacion.
Para confirmar que las células fueron inactivadas, 10 pl de la suspensién de
células inactivadas fueron sembrados en una placa de agar sangre,
comprobando que no hubo crecimiento. Las células inactivadas fueron lavadas
3 veces con 100 ml del tampén del fosfato por centrifugacién a 6.000 x g a 4°C
durante 10 minutos. La concentracion de las células inactivadas fue ajustada a
1 x 107 células/ml por espectrofotometria y por ultimo fueron mezcladas con €l
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adyuvante de fosfato del aluminio a una proporcion 1:1 (v/v).
EJEMPLO 2. INMUNIZACION CON CELULAS INACTIVADAS

Para caracterizar la respuesta inmune a la inyeccion de células inactivadas, 8
ratones C57BL/6 fueron inyectados intramuscularmente en ambas patas con
100 pl de la mezcla de la vacuna (1 x 10° células inactivadas+adyuvante) y se
administré una segunda inyeccidn tres semanas después. Como control
negativo, en paralelo 8 ratones fueron inyectados con PBS mas adyuvante (sin
bacterias). Dos semanas después de la primera inyeccidon y una semana
después de la segunda inyeccion, se recogieron muestras de sangre de cada
ratén que fueron utilizadas para determinar la cantidad de anticuerpos (lgG)
frente a las proteinas de la membrana externa de A. baumannii por la técnica
de ELISA. A las dos y cuatro semanas en todos los ratones inmunizados. se
detectaron niveles altos frente a las proteinas de la membrana externa,
mientras que en los ratones controles inyectados con sélo el PBS+adyuvante
no se detectaron anticuerpos (Figura 1). Para determinar si la inmunizacién con
las células inactivadas produce anticuerpos capaces de reconocer antigenos
de varias cepas de A. baumannii, las muestras de suero recogidas a las cuatro
semanas fueron analizadas por ELISA utilizando proteinas de cuatro cepas
clinicas. Como muestra la figura 2, la inmunizacién con células inactivadas
produce anticuerpos capaces de reconocer antigenos de varias cepas.

Una semana después de la segunda inyeccion de la vacuna, los ratones fueron
inoculados con 1,6 x 10° bacterias de la cepa ATCC 19606 de A. baumannii por
inyeccion intraperitoneal. Doce horas después de la inoculacion, se extrajeron
los bazaos de los ratones y se determiné la cantidad de bacteria en el tejido. En
los bazos de los ratones inmunizados con las células inactivadas (Vacunado;
Figura 3) se detectaron aproximadamente 4 log menos de bacteria que en los
bazos de los ratones que recibieron sélo el adyuvante (Control; Figura 3).
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Para determinar si la vacuna es capaz de proporcionar proteccion frente a la
infeccién por A. baumannii, los ratones vacunados y los ratones control fueron
inoculados por inyeccién intraperitoneal con las dosis indicadas de las cepas
ATCC 19606, Ab-154 y 113-16. La supervivencia de los ratones fue
monitorizada durante los 7 dias siguientes. En todos los casos, los ratones
inmunizados mostraron una tasa mayor de supervivencia comparada con los
ratones sin inmunizar; ATCC 19606 (100% vs 12,5%); Ab-154 (100% vs 0%);
113-16 (87,5% vs 0%). La diferencia en supervivencia fue significativa

estadisticamente para cada cepa (p < 0,001, prueba log-rank) (Figura 4).

EJEMPLO 3. PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE LAS MEMBRANAS
EXTERNAS DE A. BAUMANNII

Las proteinas de la membrana externa de la cepa A. baumannii ATCC 19606
fueron aisladas con el método descrito a continuacién. La bacteria fue crecida
en un litro de caldo de Meuller-Hinton hasta llegar a una densidad dptica de 0,8
a 600nm. Las células bacterianas fueron centrifugadas a 5.000 x g durante 10
minutos y €l pellet bacteriano fue resuspendido en 10 mililitros de tampén
fosfato 10mM a pH 7,2. Las células bacterianas fueron lisadas por sonicacion, y
las células no lisadas fueron eliminadas por centrifugacién a 5.000 x g durante
5 minutos. El sobrenadante fue centrifugado a 18.000 x g durante 60 minutos a
4 °C para precipitar las membranas bacterianas. Las membranas internas
fueron solubilizadas con una solucién de 2% N-laurylsarcosinata en tampdén
fosfato 10mM a pH 7,2. Tras la solubilizacién, las membranas externas
insolubles fueron precipitadas por centrifugacién a 18.000 x g durante 60
minutos a 4 *C. Finalmente, las membranas externas purificadas fueron
lavadas con 2 mililitros de Tris-Cl 62,5 mM, pH 6,8 y centrifugadas a 18.000 x ¢
durante 60 minutos a 4 °C.
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EJEMPLO 4. ELIMINACION Y CUANTIFACION DE ENDOTOXINAS

Para eliminar las endotoxinas de las proteinas de la membrana externa se
desarrolld un método consistente en dos pasos. En el primer paso las
endotoxinas se disocian de las proteinas de la membrana externa con
detergentes idnicos o no-idnicos. En el segundo paso, las endotoxinas
disociadas y el detergente son eliminados por precipitacion de las proteinas
con metanol y cloroformo. Las membranas externas de A. baumannii fueron
resuspendidas en 1 mililitro de Triton X-100 al 2%, Triton X-114 al 2%, SDS al
2%, 0 SDS al 5% a 4 °C y agitadas durante 5 minutos para disociar las
endotoxinas. Las proteinas fueron precipitadas por la adicién secuencial de 4
mililitros de metanol, 2 mililitros de cloroformo y tres mililitros de agua destilada.
Tras mezclar, la solucién fue centrifugada a 10.000 x g durante 10 minutos a 4
°C. Las proteinas precipitadas fueron resuspendidas de nuevo en la solucidn
de detergente y el proceso fue repetido 2 veces. Tras las tres extracciones, las
proteinas fueron resuspendidas en un tampén de solubilizacién (Tris 50 mM,
pH 7,4, urea 8 M, tiourea 2 M) para determinar la concentracién de proteinas, o
fueron resuspendidas en el tampon fosfato para determinar los niveles de
endotoxina. La concentracion de proteina fue determinada utilizando el Kit 2D
Quant (GE Healthcare) y los niveles de endotoxina fueron determinados con el
kit Limulus Amebocyte Lysate QCL-1000 Assay (Lonza). Los experimentos
fueron realizados por triplicado.

El proceso completo de eliminacidn de endotoxinas puede ser realizado en
menos de una hora utilizando reactivos comunes, baratos y disponibles
comercialmente. Antes de la extraccion, las proteinas de la membrana externa
mostraron niveles altos de endotoxinas (>2000 unidades de endotoxina/pg
proteina; Tabla 1). Tras la extraccion con los detergentes utilizados se
redujeron los niveles de endotoxina mas del 96%. Sin embargo, con la
extraccion utilizando una solucién de 5% SDS se elimind hasta el 99,4% de
endotoxina y se recuperd mayor cantidad de proteina.
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Tabla 1. Comparacién de los detergentes en Ja eliminacion de gndotoxinas.

Recuperacion de Unidades de Reduccion en
Muestra proteinas endotoxina endotoxina
{%) (media £ D.E.) {%)
Detergentes
Triton
Sin extraccion — 2070 + 98 o
2% Triton X-100 54,9 744 +£38 96.4
2% Triton X-114 55.9 63,021 97.0
SDS
Sin exiraccion o 2730 £ 18 e
2% SDS 743 56,7 +4,8 97,9
8% SDS 90,2 156+£54 99,4

EJEMPLO 5. CARACTERIZACION DEL EFECTO DE LA ELIMINACION DE
LA ENDOTOXINA EN LA COMPOSICION DE PREPARACIONES DE
PROTEINAS DE LA MEMBRANA EXTERNA POR SDS-PAGE Y MALDI-
TOFITOF

Cuatro pg de proteinas de la membrana externa de A. baumannif sin extraccion
de endotoxina y 4 ug de una muestra sin endotoxinas fueron separadas por
SDS-PAGE vy visualizadas con la tincion de Coomassie (Simply Blue SafeStain;
Invitrogen}. Aquellas proteinas menos abundantes tras la extraccion de
endatoxina fueron extraidas del gel e identificadas por MALDI-TOF/TOF MS.
Tras el proceso de exiraccién de la endotoxina con todos los detergentes se
recuperd la mayoria de las proteinas, excepto una proteina de 36 kDa que fue
casi completamente eliminada en el proceso (Figura 5). La proteina fue
identificada como proteina A de la membrana externa de Acinefobacter
baumannii (AbOmpA; nimero de acceso en UniProtKB: QBRYWS).
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EJEMPLO 6. INMUNIZACION Y ELISAs

Preparaciones de las proteinas de la membrana externa sin extraccion de la
endotoxing y preparaciones sin  endotoxinas fueron diluidas a una
concentracion de 125 yg/mil en el tampon fosfato y subsecuentemente diluidas
1:1 en al adyuvante, Adjuphos (Brenntag Biosector). Ratones C57BL/6 hembra
de entre 8-10 semanas de edad fueron inmunizados intramuscularmente con
las preparaciones (n = 10/grupo) inyectando 100 yl en cada cuadriceps (dosis =
25 pg proteinafratén). Tres semanas tras la primera inyeccion, los ratones
fueron inmunizados una segunda vez con la misma dosis. Como control, un
grupo de ratones recibié dos inyecciones con tampon fosfato. Una semana
después de la segunda inysccion, se recogieron muestras de suero que fueron
almacenadas a -80 °C hasta su posterior analisis.

Para realizar los ELISAs, fueron utilizadas placas de 86 pocillos, con 0,3 ug de
las proteinas de la membrana externa fijadas al fondo de cada pocillo. Los
pocillos fueron lavados dos veces con una solucién de PBS+ 0,1% Tween-20
(PBST) y blogueados durante 30 minutos con una solucion de PBST + 5% de
leche desnatada en polvo (PBSTM). Tras dos lavados con PBST, diluciones
seriadas de los sueros de los ratones en PBSTM fueron afiadidas a los pocillos
e incubadas durante 60 minutos. Las placas fueron lavadas dos veces con
PBST y posteriormente fueron afladidos a cada pocillo 100 pl de 1gG conjugado
a peroxidasa de rabano (diluido 1:10.000 en PBSTM). Tras una incubacion de
una hora, las placas fueron lavadas tres veces con PBST y fueron afiadidos a
cada pocillo 100 pl de substrato (Sigma) y se incubd durante 15 minutos. La
reaccion fue parada con la adicion de 50 ul de 0,5 M HzS04y la absorbancia de
cada pocilio fue medida a una longitud de onda de 450 nm. El titulo de la
muestra fue definido como la dilucién mas alta en la que la absorbancia fue
supserior al resultado de los pocillos sin suero mas 0,1.

Los ELISAs realizados con muestras de suerc de los grupos de ratones

mostraron que ambas preparaciones {membrana externa sin extraccion de
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endotoxina y preparaciones sin endotoxinas) produjeron niveles de anticuerpos
altos tras dos inyecciones (Figura 6). La comparacion de los niveles enire los
dos grupos no mostré diferencia significativa (p = 0,525, test de U de Mann-
Whitney).

EJEMPLO 7. ANALISIS ESTADISTICO
Los niveles de anticuerpos obtenidos en ambos grupos de ratones fueron

comparados con el test de U de Mann-Whitney utilizando el programa SPSS
version 15.0 (SPSS Inc.). Un valor p de < 0,05 fue considerado significativo.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion que comprende uno de los elementos seleccionados de la

lista:

a. células inactivadas del género Acinetobacter,
b. proteinas aisladas de células inactivadas del género Acinetobacter,
0 una combinacion de (a} y (b).
2. Composicién segun la reivindicacién 1 donde las proteinas aisladas de

{b) son proteinas de la membrana celular.

3. Composicién segin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 donde las

proteinas de (b) se obtienen mediante un método gue comprende:

i} disociar las proteinas de la membrana celular mediante la adicion de
un detergente a las células inactivadas del género Acinetobacter, y

ii} precipitar las proteinas disociadas en el paso {i)..

4. Composicion segun la reivindicacion 3 donde el detergente del paso (i)

es SDS o Triton.

5. Composicidon segun cualquiera de las reivindicaciones 3 0 4 donde la

precipitacion de las proieinas en el paso (ii} se realiza mediante la adicion

de cloroformo y metanol.

6. Composicidon segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que ademas

comprende un adyuvante.

7. Composicién segun la reivindicacién 6 donde el adyuvante se selecciona
de la lista que comprende: fosfato de aluminio, hidroxido de aluminio,
agonistas de los receptores tipo toll, citoquinas, escualeno, adyuvante

incompleto de Freund o adyuvante completo de Freund.
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8. Composicion segun la reivindicacion 7 donde el adyuvante es fosfato de

aluminio.

9. Composicién segun cualguiera de las reivindicaciones 1 a 8 donde las

células inactivadas del género Acinetobacter son de la especie

Acinetobacter baumannii.

10. Uso de una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9

para la slaboracion de un medicamento.
11. Uso de una composicién segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9
para la elaboracion de un medicamentoc para la prevencion de

enfermedades producidas por organismos del género Acinetobacter.

12. Uso de una composicion segln la reivindicacién 11 donde el organismo

del género Acinetobacter pertenece a la especie Acinetobacter baumannii,

13. Uso de una composicién segln cualguiera de las reivindicaciones 11 6
12 donde la enfermedad se selecciona de la lista que comprende;
bacteriemia, meningitis, infeccion del tracto urinario, infecciones de la piel y

tejidos blandos, infeccion del leche quirdrgico o neumonia.

14, Uso de una composicién segln cualguiera de las reivindicaciones 10 a
13 donde el medicamento s una vacuna.
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201030822

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinion.

D01 US 6,713,062 B1 (JUANITA L. MERCHANT) 30.03.2004
D02 US 6,562,958 B1 (BRETON G. AND BUSH D.) 13.05.2003

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la invencion, tal y como se recoge en las reivindicaciones 1-14, es una composicion que comprende células
inactivadas del género Acinetobacter (concretamente de la especie Acinefobacter baumannii), o proteinas aisladas de
dichas células (proteinas de la membrana celular) o una combinacién de dichas células y proteinas, y un adyuvante (reiv. 1-
2 y 6-9). Es también objeto de la invencion el método para aislar dichas células que comprende el disociar las proteinas de
la membrana celular con un detergente (SDS o Tritén), y precipitarlas con cloroformo y etanol (reiv. 3-5). Por ultimo es
también objeto de la invencion el uso de la composicién para la elaboracion de una vacuna para prevenir enfermedades
producidas por microorganismos del género Acinetobacter (concretamente de la especie Acinetobacter baumannii) (reiv. 10-
14).

Novedad (art. 6.1 de la Ley 11/1986 de Patentes) y Actividad Inventiva (art. 8.1 de la Ley 11/1986 de Patentes).

El documento D01 divulga composiciones compuestas por proteinas aisladas de la membrana externa de Acinefobacter, y
métodos para el diagndstico, el tratamiento y la prevencidon de enfermedades causadas por microorganismos de
Acinetobacter. Entre las especies de Acinetobacter de las cuales aislan las proteinas de la membrana externa, se encuentra
Acinetobacter baumannii.

Una de las composiciones divulgadas se refiere a una vacuna compuesta por proteinas aisladas de la membrana celular
(concretamente la proteina OMP A) y vehiculos farmacéuticamente aceptables, diluyentes o adyuvantes, como el hidroxido
de aluminio y el fosfato de aluminio. Dicha composicién es util tanto para el tratamiento como vacuna frente a enfermedades
causadas por Acinetobacter como meningitis y neumonia (ver apartado VIIl. Therapeutics: columna 54 linea 15-columna 55
linea 37). Aunque en la descripcién de la solicitud de patente se excluye de las proteinas aisladas de la membrana celular
de A. baumannii la proteina AbOmpA, con numero de acceso Q6RYWS, debido a que durante el método de extraccién de
las proteinas reivindicado, se elimina por estar unida a las endotoxinas del microorganismo, se ha comprobado que la
proteina divulgada en el documento D01 (OMP A) es distinta de la proteina identificada en la solicitud como AbOmpA.

El documento D02 divulga proteinas aisladas de Acinetobacter baumannii, uUtiles en diagnodstico, terapia, deteccién,
prevencién y tratamiento de las condiciones patoldgicas derivadas de la infeccion por dicho microorganismo, como
bacteriemia, heumonia, meningitis, infecciones del tracto urinario, o infecciones del lecho quirdrgico. Uno de los usos de
dichas proteinas es la elaboracion de vacunas, compuestas por las proteinas aisladas de la membrana y un adyuvante (ver
columna 9 lineas 38-45; columna 12 lineas 64-67) y columna 37 linea 60-columna 39 linea 20).

El que las proteinas aisladas de la membrana externa de la solicitud se obtengan de células inactivadas o no, es irrelevante,
ya que en el caso de que en la composicion reivindicada se componga unicamente de las proteinas aisladas, no conlleva
ninguna mejora o ventaja técnica que las células de las que se extraen estén o no inactivadas.

El método de obtencién de las proteinas aisladas de la membrana celular, objeto de las reivindicaciones 3-5, es conocido en
el estado de la técnica, ya que la utilizacion de un detergente (SDS o Triton) y la adicién posterior de cloroformo y metanol,
se sabe que tiene el efecto técnico de disociar las proteinas de la membrana celular (debido al detergente) y su posterior
precipitacion (debido a la adicion del cloroformo y el metanol), como se puede comprobar en los documentos citados D03 y
DO04.

Por lo tanto, a la vista del estado de la técnica, las caracteristicas de las reivindicaciones 1-14 ya son conocidas de los
documento D01-D04, donde han sido divulgadas. En consecuencia, el objeto de la invencion tal y como se recoge en dichas
reivindicaciones, no es nuevo a la vista del estado de la técnica conocido en el sentido del art. 6.1 de la Ley 11/1986 de
Patentes y carece de actividad inventiva en el sentido del art. 8.1 de la Ley 11/1986 de Patentes.
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