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DESCRIPCION
Composicion antiinflamatoria que contiene macrolactina y un derivado de la misma como ingredientes activos
Sector técnico

La presente invencién se refiere a la utilizacién como antiinflamatorio de compuestos de macrolactina, tales como
macrolactina A (a continuacion “MA”), 7-O-malonil macrolactina A (a continuacién, "MMA"), y 7-O-succinil
macrolactina A (a continuacion, "SMA"), que son producidas a partir de Bacillus polyfermenticus KJS-2
(KCCM10769P). concretamente, la presente invencion se refiere a la utilizaciéon de compuestos de macrolactina que
tienen una actividad antiinflamatoria superior que es debida a la inhibiciéon de la formacion de sintetasa de 6xido
nitrico inducible (a continuacion, "iINOS") y ciclooxigenasa-2 (a continuacion, "COX-2"), y de factor alfa de necrosis
tumoral (a continuacién, "TNF- "), interleuquina-1p (a continuacion, "IL-1B"), interleuquina-6 (a continuacion, "IL-6")
y factor estimulante de colonias de macréfagos de granulocitos (a continuacion, "GM-CSF") que son citoquinas pro-
inflamatorias.

Antecedentes técnicos

Los compuestos de macrolactina son antibiéticos macrolidos que tienen un anillo de lactona de 24 miembros (J. Am.
Chem. Soc., 1989, 111, 7519-7524). Se ha dado a conocer que los compuestos son producidos a partir de bacterias
oceanicas no clasificadas, cepas actinomyces y Bacillus strains, y se han identificado 21 compuestos de
macrolactina. Estos compuestos de macrolactina tienen una serie de actividades farmacolédgicas. Los estudios
anteriores de las actividades farmacologicas de los compuestos de macrolactina son los siguientes.

William Fenical dio a conocer la actividad antivirica de MA contra Herpes simplex y HIV en 1989. Ick-Dong Yoo
obtuvo MA a partir de cepa Actinomadura sp. en 1997 y estudio la proteccién de neurocitos derivados de glutamato
utilizando la MA. En 2001, Hiroshi Sano aisl6 MA de la cepa Bacillus sp. PP19-H3 y estudié la actividad
antibacteriana de MA contra las cepas Staphylococcus aureus IFO 12732 y Bacillus subtilis IFO 3134. Sung-Won
Choi obtuvo MA a partir de la cepa Streptomyces sp. YB-401 en 2003 y dio a conocer el efecto de inhibicion de MA
sobre la biosintesis de colesterol. En 2004, Keun-Hyung Park separ6 MA de la cepa Bacillus amyloliquefaciens
CHO0104 y estudid la actividad antibacteriana de MA contra Staphylococcus aureus KCTC 1928, Escherichia coli
KCTC 2593 y Botrytis cinerea. Joo-Won Suh obtuvo MA a partir de la cepa Bacillus sp. Sunhua en 2005 y estudio la
inhibicion de Streptomyces scabies que induce la costra por hongos comun de la patata utilizando la MA. En 2006,
Gabriella Molinari aisl6 MA, MMA y SMA a partir de la cepa Bacillus subtilis DSM 16696 y estudi6 la actividad
antibacteriana de cada uno de dichos compuestos contra las cepas resistentes a vancomicina Enterococci (VRE),
resistentes a meticilina Staphylococcus aureus (MRSA) y Burkholderia cepacia. En este estudio se inform6 de que
tanto MMA como SMA tienen actividad antibacteriana superior contra las bacterias de prueba, mientras que MA
mostré efectos antibacterianos solamente contra MRSA.

Aunque se sabe que los compuestos de macrolactina tienen varias actividades farmacoldgicas, no se han dado a
conocer hasta el momento estudios con respecto al efecto antiinflamatorio de los compuestos de macrolactina.

La inflamacion es una respuesta defensiva a una lesion que ha tenido lugar en la parte afectada de un ser vivo. Es
decir, una respuesta inflamatoria es una respuesta defensiva para restablecer el estado original como respuesta a
un estimulo perjudicial y eliminando la lesién causada por dicho estimulo.

El 6xido nitrico (a continuacion, "NQO"), una de las sustancias que induce inflamacion, es producido en las células
endoteliales o macréfagsos en estado normal. EI NO, mediador que participa en la base de la vasodilatacion,
adhesion de plaquetas y agregacion, neurotransmisién, movimiento del sistema digestivo y ereccion, etc. Se produce
en células inflamatorias y células no inmunes y lleva a cabo también una accién defensiva contra la infeccién por
microorganismos. La estimulacion debida a lipopolisacaridos (a continuacion, "LPS"), factores que inducen
inflamacioén e irradiacion, etc. Inducen la expresion de la proteina intracelular INOS y produce NO de manera
continua induciendo enfermedades inflamatorias.

Otra sustancia inductora de inflamacion, prostaglandina E2 (a continuacion, "PGE2") es un tipo de hormona derivado
del &cido araquidonico, y participa en varios aditivos fisiolégicos. La PGE2 es producida por la expresién de la
proteina COX-2. Los medicamentos que suprimen la expresion de COX-2 tienen efectos analgésicos, antiedémicos,
antipiréticos, antiinflamatorios y anticoagulantes, etc. Por la inhibicion de la produccion de PGE2 en focus
inflamatorios y, por lo tanto, se pueden utilizar para la prevencion y tratamiento de trombos, edemas, infartos,
apoplejia y enfermedades cerebrovasculares.

Las dos sustancias anteriores inductoras de inflamacion iNOS y COX-2, estan intimamente relacionadas entre si.
Por ejemplo, el NO producido por exceso puede afectar la expresion de COX-2. De acuerdo con ello, un inhibidor de
la actividad de iINOS y COX-2 se considera que tiene elevado potencial para su desarrollo como medicamento para
la prevencion y tratamiento de varias enfermedades (por ejemplo, enfermedades inflamatorias), provocadas por la
produccién excesiva de metabolitos de NO y PGE2.
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Hasta el momento, los medicamentos esteroides y no esteroides antiinflamatorios (los NSAID) se han utilizado de
manera apropiada para el tratamiento de enfermedades inflamatorias agudas y crénicas. No obstante, los agentes
convencionales antiinflamatorios tienen efectos secundarios considerablemente adversos, especialmente cuando se
utilizan durante largo tiempo. Por lo tanto, es muy necesario desarrollar un nuevo agente inflamatorio con pocos
efectos secundarios.

Materia de la invencién
Problema técnico

Considerando el problema anterior de los agentes antiinflamatorios convencionales, el objetivo de la presente
invencion es el de dar a conocer la utilizacion antiinflamatoria de compuestos de macrolactina, tales como MA, MMA
y SMA, que son producidos a partir de Bacillus polyfermenticus KJS-2 (KCCM10769P). Especialmente, la presente
invencion da a conocer la utilizacion de compuestos de macrolactina que tienen una superior actividad
antiinflamatoria que es debida a la formacién de iINOS y COX-2.

Ademas, es objetivo de la presente invencién dar a conocer una composicion farmacéutica que comprende los
anteriormente mencionados compuestos de macrolactina como ingredientes activos para prevenir y tratar
enfermedades inflamatorias.

Solucién técnica

En un aspecto, la presente invencidon da a conocer una utilizacion antiinflamatoria de MA de férmula (1), MMA de
formula (2) y SMA de formula (3) que son producidas a partir de la cepa Bacillus polyfermenticus KJS-2
(KCCM10769P).

En otro aspecto, la presente invencion da a conocer la utilizacion antiinflamatoria de las macrolactinas anteriormente
citadas, tales como MA, MMA y SMA para la inhibicién de la formacion de las proteinas iNOS y COX-2 y citoquinas
pro-inflamatorias.

En otro aspecto adicional, la presente invencion da a conocer una composicion farmacéutica que comprende los
compuestos de macrolactina anteriormente citados para la prevencion y tratamiento de enfermedades inflamatorias.

[Férmula 1]

C24H3405
Peso molecular: 402,52
Macrolactina A
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[Formula 2]

a7

®
PRESTHS

16 is 2
Ca2gH360s8

Peso molecular: 488,57
7-O-malonil macrolactina A

[Férmula 3]

Ca2gH3308
Peso molecular: 502.6
7-O-succinil macrolactina A

La presente invencién se explicara de manera mas detallada a continuacién

A efectos de obtener MA de formula (1) y MMA de férmula (2), se hace fermentar, en un medio de MA, Bacillus
polyfermenticus KJS-2 (KCCM10769P), que es separado por los presente inventores. El caldo fermentado es
extraido mediante acetato de etilo y el extracto es concentrado. El producto objetivo es separado y purificado de
acuerdo con procedimientos del ejemplo 1.

A efectos de obtener SMA de férmula 3, la cepa anterior es fermentada en caldo de soja triptico (TSB) que contiene
la resina HP-20. El producto objetivo es separado y purificado de acuerdo con los procedimientos del ejemplo 1.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2440329 T3

Estructuras de los productos purificados son analizadas por LC/Masas y Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Hasta la actualidad no se ha dado a conocer investigaciones con respecto a los efectos antiinflamatorios de los
compuestos de macrolactina antes indicados MA, MMA y SMA.

Los presentes inventores han confirmado los efectos antiinflamatorios de los compuestos de macrolactina antes
indicados para conseguir la presente invencion. A efectos de investigar los efectos antiinflamatorios, se estimuld una
linea celular de macréfago murino RAW264.7 tratado con cada uno de los compuestos purificados por LPS
(0,1 pg/ml 0 1,0 pg/ml, Sigma), y a continuacion se analiz6 la formacién de sustancias inductoras de inflamacion 1)
NO y 2) PEG2 y la expresién de enzimas relacionadas a su formacion. La formaciéon de 3) citoquinas pro-
inflamatorias TNF-a., IL-1B, IL-6 y GM-CSF se analiz6 también por los mismos procedimientos.

1) La supresion de la formacion de NO fue determinada por la formacion de Griess. Como resultados, se
confirmé que MA, MMA y SMA inhibiian fuertemente la formacion de NO, en comparacion con el grupo de control
tratado solamente con LPS. El efecto de inhibicidn sobre la formacion de NO de los compuestos de macrolactina
era especialmente comparable o superior al de la hidrocortisona.

La formacion de NO esta relacionada con la proteina INOS. Una vez se ha inducido la actividad de iINOS se forma
una gran cantidad de NO durante un tiempo prolongado. Se sabe que NO tiene un efecto adverso en un sistema
vivo, tal como en la vasodilatacién patoldgica, citotoxicidad, dafios en tejidos, etc. Y también se sabe que acelera
dichas respuestas inflamatorias, tales como permeabilidad vascular y edema y agrava la inflamacion al favorecer la
biosintesis de mediadores inflamatorios en condiciones de inflamacion.

Para investigar el mecanismo de accién para suprimir la formacién de NO, se estimul6 un macréfago murino
RAW264.7 tratado con cada uno de los compuestos de macrolactina por medio de LPS para inducir la formacion de
INOS, y a continuacién se determiné la extension de la supresion de la formaciéon de iINOS en cada compuesto por
PCR en tiempo real y analisis western.

Como resultado, todos las MA, MMA y SMA suprimieron fuertemente la expresion de iNOS mARN en la expresion
de gen por PCR en tiempo real, y los efectos de la supresion eran comparables o superiores a los de la
hidrocortisona. En el nivel de expresion de proteina determinado por analisis western, los presentes compuestos de
macrolactina mostraron también intensos efectos de supresion en comparacion con el grupo de control tratado
solamente con LPS.

Por los resultados anteriores, los presentes compuestos de macrolactina se considera que suprimen la formacion de
NO por la accion de supresion de la expresion de la proteina iINOS.

2) La supresion de otro mediador inflamatorio de PGE2 fue determinado utilizando un ensayo inmunoabsorbente
ligado a la enzima (ELISA) mediante kit. Como resultado, se confirmé que todos las MA, MMA y SMA inhibian
fuertemente la formacion de PGE2, en comparacion con el grupo de control tratado solamente con LPS.
Especialmente, el efecto de inhibicion de la formacion de PGE2 de los compuestos de macrolactina fue
comparable o superior al de la hidrocortisona. Muchos medicamentos antiinflamatorios tienen un mecanismo de
accion para suprimir la sintesis de PGE2, que es debida a la inhibicién de la formacion y actividad de la proteina
COX-2. La PGE2 sintetizada por COX-2 intermedia la respuesta inflamatoria. Es sabido que la PGE2 producida
por la proteina COX-2 estimula la respuesta inflamatoria, la respuesta inmune y vasculogénesis y esta
involucrada en el inicio de cancer. Para investigar el enlace entre la supresion de la sintesis de PGE2 y la
supresion de la sintesis de la proteina COX-2, se estimulé por LPS un macréfago murino RAW?264.7 tratado con
cada uno de los compuestos de macrolactina para inducir la formacion de COX-2, y a continuacién se determiné
la extension de la supresion de la proteina de COX-2 de cada compuesto por PCR en tiempo real y andlisis
western. Como resultado, los compuestos de macrolactina de la presente invencién suprimieron intensamente la
expresion de COX-2 mARN, y las actividades de supresion eran comparables o superiores a las de la
hidrocortisona. En la expresion de la proteina COX-2 determinada por andlisis western, los presentes
compuestos de macrolactina mostraron también fuertes efectos de supresion en comparacion con el grupo de
control tratado solamente con LPS.

De acuerdo con los resultados anteriores, los presentes compuestos de macrolactina se considera que inhiben
intensamente la formacién de PGE2 al suprimir la expresion de la proteina COX-2.

Por los resultados anteriores, se ha confirmado que los presentes compuestos de macrolactina inhibian
intensamente la formacion de NO y PGE2 por la accién de supresion de la formacién de iNOS y la proteina COX-2.

3) La supresion de citoquinas pro-inflamatorias por los presentes compuestos de macrolactina fue determinada
utilizando un kit ELISA de raton (KOMA Biotech).

Como resultado de la determinacién de TNF-a se confirmé que todos las MA, MMA y SMA inhibian la formacién de
TNF-a, en comparacion con el grupo de control tratado solamente con LPS. Ademas, el efecto de inhibicion sobre la
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formacion de TNF-a de los compuestos de macrolactina fue comparable o superior al de hidrocortisona. MA tiene un
efecto de inhibicién especialmente superior en la formacién de TNF-o. en comparacion con otras sustancias de
control.

Como resultado de la determinacién de IL-1f, se confirmd que cada uno de MA y SMA inhibia intensamente la
formacion de IL-1B y el efecto de inhibicion en la formaciéon de IL-1B8 de los compuestos de macrolactina era
comparable o superior al de la hidrocortisona.

Como resultado de la determinacién de IL-6, se confirmé que todos las MA, MMA y SMA inhibian intensamente la
formacion de IL-6. Los efectos de inhibicion en la formacion de IL-1B de los compuestos de macrolactina no era
superior al de la hidrocortisona.

Como resultado de la determinacion GM-CSF, se confirm6 que cada uno de las MA y SMA inhibia intensamente la
formacion de GM-CSF. Los efectos de inhibicién sobre la formacién de GM-CSF de los compuestos de macrolactina
fue superior a la de la hidrocortisona.

De acuerdo con los resultados anteriores, los presentes compuestos de macrolactina se consideran que inhiben
intensamente las citoquinas pro-inflamatorias que estan involucradas en inflamacién aguda y crénica.

Ademas, se determinaron las citotoxicidades en un macrofago murino RAW264.7 de los compuestos actuales de
macrolactina e hidrocortisona utilizados tipicamente como agente antiinflamatorio por andlisis de bromuro de
tetrazolio azul de tiazolilo (a continuacién, "MTT"). Como resultado, las citotoxicidades de los presentes compuestos
de macrolactina fueron inferiores al de la hidrocortisona.

Descripcién de los dibujos

La figura 1 es un cromatograma MPLC de extracto de caldo fermentado de la cepa Bacillus polyfermenticus KJS-2.
La figura 2 es un cromatograma MPLC de extracto de cultivo de la cepa Bacillus polyfermenticus KJS-2.

La figura 3 es el resultado de un analisis LC/Masas de macrolactina A producida por la cepa Bacillus polyfermenticus
KJS- 2: a) cromatograma LC determinado a 262 nm; b) espectro UV y c) espectro de ionizacién por
electropulverizacion (espectro ESI).

La figura 4 es el resultado de un andlisis LC/Masas de 7-O-malonil macrolactina A producida por la cepa Bacillus
polyfermenticus KJS-2: a) cromatograma LC determinado a 262 nm; b) espectro UV y c) espectro de ionizacién por
electropulverizacion (espectro ESI).

La figura 5 es el resultado de un analisis LC/Masas de 7-O-succinil macrolactina A producida por la cepa Bacillus
polyfermenticus KJS-2: a) cromatograma LC determinado a 262 nm; b) espectro UV y c¢) espectro de ionizacion por

electropulverizacion (espectro ESI).

La figura 6 es un grafico que muestra el efecto de inhibicidn de la formacién de NO en células RAW264.7 de acuerdo
con los presentes compuestos de macrolactina.

La figura 7 es un grafico que muestra el efecto de inhibicion de la formacion de PGE2 en células RAW264.7 de
acuerdo con los presentes compuestos de macrolactina.

La figura 8 es un grafico que muestra el efecto de inhibicion de la expresion de INOS mARN en células RAW264.7
de acuerdo con los presentes compuestos de macrolactina.

La figura 9 es un gréafico que muestra el efecto de inhibicidn de la expresion de COX-2 mARN en células RAW264.7
de acuerdo con los presentes compuestos de macrolactina.

La figura 10 es un gréafico que muestra el efecto de inhibicion de la produccion de iINOS y proteina COX-2 en células
RAW?264.7 de acuerdo con los presentes compuestos de macrolactina.

La figura 11 es un gréfico que muestra la citotoxicidad sobre células RAW264.7 de acuerdo con los presentes
compuestos de macrolactina.

La figura 12 es un grafico que muestra el efecto de inhibicion de la formacién de TNF-a en células RAW264.7 de
acuerdo con los presentes compuestos de macrolactina.

La figura 13 es un grafico que muestra el efecto de inhibicion de la formacion de IL-1B en células RAW264.7 de
acuerdo con los presentes compuestos de macrolactina.
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La figura 14 es un grafico que muestra el efecto de inhibicion de la formacién de IL-6 en células RAW264.7 de
acuerdo con los presentes compuestos de macrolactina.

La figura 15 es un gréafico que muestra el efecto de inhibicion de la formacion de GM-CSF en células RAW264.7 de
acuerdo con los presentes compuestos de macrolactina.

Modalidad preferente

La presente invencién se explica en mas detalle por los siguientes ejemplos. No obstante, estos ejemplos estan
destinados a ilustrar solamente al presente invencion y el alcance de la misma no esta limitada por ellos.

Ejemplo 1: produccién de macrolactina A 7-O-malonil macrolactina A y 7-O-succinil macrolactina A a partir de la
cepa Bacillus polyfermenticus KJS-2, separacion y analisis de las mismas

[Etapa 1: produccion de macrolactina A y 7-O-malonil macrolactina A a partir de la cepa Bacillus polyfermenticus
KJS-2, y separacion de las mismas]

Se llevd a cabo un proceso de fermentacion utilizando la cepa de Bacillus polyfermenticus KJS-2 (KCCM10769P)
aislada por los presentes inventores en medio MA para obtener MA y MMA. La composicion del medio MA era la
siguiente:

Caldo nutriente (Difco) 16 g/L, leche desnatada 10 g/L, 2,5 puM FeSO4, 500 pM, CaCl,, 1 mM MgSO4, 13 mM KCI.

El proceso de fermentacion fue llevado a cabo en la situacion de 0,143 vvm de aire entrante y 200 rpm a 30°C, y el
pH 6,8 fue mantenido por 1N HCI y 3N NaOH. El caldo fermentado fue extraido por acetato de etilo y a continuacion
fue concentrado. El concentrado fue disuelto por metanol para preparar una muestra para cromatografia liquida de
presién media (a continuacion, "MPLC"). Se utilizé un sistema Buchi MPLC (bomba Buchi C-605, columna 1,5x23
cm, colector de fracciones Buchi C-660) y se lleno en la columna LiChroprep C-18 (40-63 pm, Merck). La deteccion
se llevo a cabo a 262 nm, y la fase movil era 40% de acetonitrilo con un caudal de 15 mL/min. Después de que el
extracto de caldo fermentado fue inyectado en la columna MPLC, se concentraron las fracciones correspondientes a
los picos 1y 2 de la figura 1 para formar muestras para el andlisis posterior.

[Etapa 2: produccion de 7-O-succinil macrolactina A a partir de la cepa Bacillus polyfermenticus KJS-2, y separacion
de la misma]

La cepa Bacillus polyfermenticus KJS-2 (KCCM10769P) aislada por los presentes inventores fue inoculada en caldo
de soja triptico (TSB) conteniendo 10% de resina HP-20 (Mitsubishi Chemical) y se cultivd a 200 rpm y 30°C durante
2,5 dias. Después del cultivo, la resina HP-20 fue recogida y lavada con agua. Se utiliz6 metanol para eluir la
sustancia combinada. El eluido de metanol fue concentrado para formar una muestra para MPLC. Las condiciones
de funcionamiento de MPLC fueron las mismas que se han descrito. La fraccidn correspondiente al pico indicado de
la figura 2 fue concentrada para formar una mezcla para analisis sucesivos.

[Etapa 3: condicidn de analisis y elucidacion de estructura]

Cada una de las sustancias purificadas en las etapas 1 y 2 fe analizada mediante el siguiente equipo y condiciones.
El analisis de masas fue llevado a cabo mediante agilent 1100 serie LC/Masa, equipado con columna Zorbax
SB-C18 (tamafio de particulas 5 pm, 4,6X 250 mm). La fase movil de LC era acetonitrilo y agua conteniendo 0,1%
de acido férmico y las condiciones de andlisis LC utilizaron un disolvente como gradiente de 0 a 100% acetonitrilo
durante 20 minutos a 1 mL/min y con deteccidon a 262 nm. Las condiciones del andlisis de masa eran AP-ESI
(presion atmosférica-ionizacion electropulverizacion) utilizando 13 L/min de flujo de gas de secado, 50 psi de presion
de vapor y 350°C de temperatura el gas de secado. El voltaje capilar era de 4000 V en modalidad cati6nica y 3500 V
en modalidad aniodnica, el rango de masas era de 100 m/z a 1000 m/z, y el voltaje era de 150 V. cada una de las
sustancias purificadas en las etapas 1 y 2 fue analizada bajo las condiciones anteriores y las figuras 3 a 5 muestran
los resultados. Los resultados del analisis de masas de cada compuesto fueron los siguientes.

En la figura 1, la fraccion n°1 fue identificada como [M+Na]* 425,4 m/z, [M+K]" 441,4 m/z, absorbancia maxima (Amax)
262 nm, y pureza 98,3%, y la fraccion n°2, como [M+Na]" 511,7 m/z, absorbancia maxima (kmax) 258 nm, y pureza
84,88%. La fraccion de la figura 2 fue identificada como [M+Na]+ 526,0 m/z, [M-H] 502,0 m/z, absorbancia maxima
(Amax) 258 nm y pureza 97,02%.

Unos 30 mg de cada sustancia purificada fueron disueltos en solucion de DMSO-dgs y a continuacién analizados por
RMN para identificar su estructura quimica. Para la identificacién se utilizaron varias técnicas RMN tales como
'H-RMN, C-RMN, DEPT- 90, DEPT- 135, Horno COZY, HMQC, y HMBC y se utilizé también un procedimiento de
desacoplamiento de protones para solucionar el problema del espectro 'H-RMN.
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Como resultado del andlisis RMN, se identificaron la fraccion n°l de la figura 1 y de la figura 3 como MA,
mostrandose los resultados en las tablas 1 y 4. La rotacion especifica de la sustancia determinada por polarimetro
(POLAX-D, Atago) era -10 a 17°C (c=4,0, metanol), que confirmé que la sustancia era MA, el mismo compuesto de

la férmula 1.

Tabla 1

Resultado de analisis RMN de macrolactina A producida a partir de la cepa Bacillus polyfermenticus KJS-2

NP 81 (500MHz) m J[Hz] 8¢ (129MHz) HMBC

1 - - - 165,8870 C

2 5,55 d 11,68 117,0377 CH C1,4

3 6,65 dd 11,54, 11,51 143,8163 CH C1,4,5

4 7,06 dd 11,56, 15,13 128,4909 CH C3,6

5 6,19 dt 15,17, 14,68 142,7268 CH C3,4,6,7

6 2,32 m - 42,2335 CH C4,578

7 4,16 m - 70,0227 CH C5,6,8,9

8 5,71 dd 5,23, 15,16 137,8565 CH C6,7, 10,11
9 6,48 dd 15,06, 11,21 124,0051 CH C7,8, 10,11
10 6,02 dd 10,9, 10,85 129,9103 CH C8,09,12
11 5,49 m - 128,1563 CH Co9, 12
12a 2,36 m - C 10, 11, 13
12b 2,14 m - 35,8599 CHz C 10,11, 13, 14
13 3,64 m - 67,1403 CH Cc11,15

14 1,42 m - 43,8152 CH;, C 15,16

15 4,14 m - 67,5901 CH C 13,14, 16, 17
16 5,49 dd 6,15, 14,85 136,4129 CH C 14, 15, 17, 18, 19
17 6,04 dd 14,84, 10,35 128,6258 CH C 18,19

18 5,96 dd 10,5, 14,62 130,6756 CH C 16,17

19 5,59 dt 14,36, 14,18 133,4554 CH C 17, 20, 21
20 2,07 m - 31,8226 CH C18,19,21,22
21 1,44 m - 24,4871 CH> C19

22 1,52 m - 34,7418 CH c21,23

23 4,9 m - 70,5721 CH c1,21

24 1,2 d 6,27 19,9672 CH C 22,23

Como resultado del andlisis RMN, se identificaron la fraccion n°2 de la figura 1 y la figura 4 como MMA, mostrandose
los resultados en las tablas 2 y 4. La rotacion especifica de la sustancia determinada por polarimetro (POLAX-D,
10 Atago) era -5 a 17°C (c=4,0, metanol), que confirmé que la sustancia era MMA, el mismo compuesto de la férmula 2.
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Tabla 2
Resultado de analisis RMN de 7-O-malonil macrolactina A producida a partir de la cepa Bacillus polyfermenticus
KJS-2

N° 31 (500MHz) m J [Hz] 3¢ (129MHz) HMBC

1 - - - 165,75 C -

2 5,58 d 11,38 117,88 CH C1,3 4

3 6,62 dd 11,34, 11,92 143,3 CH C1,4,5

4 7,1 dd 11,74, 15,65 129,35 CH C23,6

5 6,1 dt 15,23, 14,62 139,72 CH C3,6,7

6 2,54 m - 38,74 CH> C4,57

7 5,39 m - 73,64 CH C5,6,8,9,25
8 5,72 dd 5,68, 15,41 131,03 CH C6,7,10

9 6,53 dd 15,26, 11,08 126,93 CH c7,11

10 6,04 dd 11,33, 10,63 129,26 CH Cc8,9 11,12
11 5,59 m - 130,26 CH Cc9, 10,12
gﬁ 22,'147 i ) 35,8 CH, C 11,13, 14
13 3,67 m - 67,07 CH C 11, 14,15
14 1,4 M - 43,81 CH2 C 12,15, 16
15 4,16 m - 67,53 CH C 13, 14, 16, 17
16 552 dd 6,04, 14,62 136,48 CH C 14, 15, 18
17 6,03 m - 128,62 CH C 15, 18,19
18 6,0 dd 10,58, 14,52 130,67 CH C 16,17, 20
19 5,57 m - 133,31 CH C 17,18, 20,21
20 2,07 m - 31,74 CH; C 18, 19, 21, 22
21a 1,54 m - CH; C 19, 20, 22 23
21b 1,41 m - 24,49
22a 1,56 m - CH; C 20, 21, 23, 24
22b 1,42 m - 34,12

23 4,93 m - 70,61 CH C1,21,22, 24
24 1,2 d 6,27 19,96 CH; C21,22,23
25 - - - 166,47 C -

26 3,39 S - 42,02 CH; C7,25, 27
27 - - - 168,27 C -

Como resultado del analisis RMN, se identificaron de la figura 2 y de la figura 4 como SMA, mostrandose los
resultados en las tablas 3 y 4. La rotacion especifica de la sustancia determinada por polarimetro (POLAX-D, Atago)
5 era -15 a 17°C (c=4,0, metanol), que confirmé que la sustancia era MMA, el mismo compuesto de la formula 3.
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Tabla 3
Resultado de analisis RMN de 7-O-succinil macrolactina A producida a partir de la cepa Bacillus polyfermenticus
KJS-2

NO 31 (500MHz) m J [Hz] ¢ (129MHz) HMBC

1 - - - 165,2841 C -

2 5,56 d 11,47 117,3471 CH C1,3,4,23
3 6,63 dd 11,48, 11,51 142,8233 CH C1,4,5

4 7,09 dd 11,63, 15,1 128,8817 CH C23,6

5 6,08 dt 15,15, 14,71 139,5009 CH C3,6,7

6 2,56 m - 38,3741 CH; C4,57,8

7 5,38 m - 72,2324 CH C5,6,8,9,25
8 571 dd 5,48, 15,24 130,9006 CH C6,7,9 10
9 6,47 dd 15,15, 11,17 126,0905 CH Cc78,10,11
10 6,052 dd 11,08, 10,5 128,7842 CH C,8,9 11,12
11 5,59 m - 129,6256 CH C9, 10, 12,13
12a 2,41 m - C 10,11, 13,14
12b 2,17 m - 36,2705 CH, C 10, 11, 13,14
13 3,64 m - 66,6737 CH C 11, 14,15
14 1,42 m - 43,5422 CH> C 12, 13,15,16
15 4,15 m - 67,1329 CH C 13, 14, 16, 17
16 5,52 dd 6,12, 14,52 135,9759 CH C 14, 15,18
17 6,055 dd 14,12, 10,63 128,1934 CH C 15, 16, 18, 19
18 6,0 dd 10,53, 14,99 130,1854 CH C 16,17, 20
19 5,59 dt 14,52, 13,85 132,8811 CH C17,20,21
20 2,07 m - 31,3294 CH> C 18, 19, 21, 22
21 1,45 m - 24,0792 CH; C 19, 20, 22, 23
22 1,54 m - 34,2894 CH; C 20, 21, 23, 24
23 4,94 m - 70,1668 CH C1,21,22,24
24 1,2 d 6,27 19,4997 CH3 C 22,23

25 - - - 171,3042 C -

26 2,47 - - 28,6109 CH3 C7,25,27,28
27 2,50 - - 29,7757 CH; C 25, 26, 28
28 - - - 173,1817 C -

La tabla 4 muestra los procedimientos de produccion, rendimientos, purezas y propiedades de MA, MMA y SMA
producidas a partir de la cepa Bacillus polyfermenticus KJS-2, investigados por la presente invencion.
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Ejemplo 2: investigacion de actividades antiinflamatorias de los compuestos de macrolactina sobre una linea celular
RAW?264.7 de macrofago murino

Se obtuvo una linea celular de macréfago murino RAW264.7 de Korean Cell Line Bank (KCLB). Se cultivé en medio
Eagle modificado Dulvecco (DMEM, LONZA) que contiene 10% de suero fetal bovino (FBS, LONZA) y 1% de
penicilina/estreptomicina (Sigma) a un incubador a 37°C con 5% de CO; y a continuacion se subcultivd cuando al
densidad de células alcanz6 el 80%. Después de haber cultivado las células RAW264.7 durante 24 horas, se
afiadieron MA (1-100 pM), MMA (10 uM), SMA (10 uM) e hidrocortisona (10 pM), que es una sustancia bien
conocida que tiene actividad antiinflamatoria. Una hora después de la adicion, se afiadio LPS (0,1 6 1,0 ug/mé,
Sigma) a la mezcla, que fue cultivada a continuacion durante 8 o 16 horas. Se utilizé dimetil sulfoxido (a
continuacion, "DMSO") como control negativo, mientras que se utilizé LPS (0,1 6 1,0 pg/m¢, Sigma) como control
positive sin afiadir compuestos de macrolactina.

Experimento 1: efecto de inhibicién sobre la formacién de NO

Se determiné la concentracion de NO en cultivo de células utilizando el kit de ensayo colorimétrico Nitrato/Nitrito
(Cayman). Las células RAW264.7 de macr6fago murino ajustadas a 1x10° células/pocillo fueron cultivadas en una
placa de 6 pocillos durante 24 horas en las condiciones mencionadas en el ejemplo 2 y a continuacion se cultivaron
adicionalmente durante 16 horas después de ser tratadas con los presentes compuestos de macrolactina y LPS
(0,1 pg/me, Sigma). Los medios cultivados fueron tratados con reactivo de Griess R1 (sulfanilamida) y a continuacion
reactivo de Griess R2 (N-(1-Naftil)-etilendiamina en una placa de 96 pocillos proporcionada por el fabricante y a
continuacién se detectd la formaciéon del grupo azo purpura a partir de nitrito. La cantidad de NO producido fue
calculada utilizando la curva de calibracién que se habria preparado por la solucién estandar facilitada por el
fabricante con una adsorbancia de 540 nm en un espectrometro de UV.

Como resultado, tanto MA como hidrocortisona inhibieron intensamente la formaciéon de NO, mientras que MMA y
SMA mostraron bajas actividades de inhibicion (ver figura 6).

Experimento 2: efecto de inhibicién sobre la formacién de PGE2

Se determind la cantidad de PGE2 formada, factor intracelular antiinflamatorio, utilizando un kit de sistema de
inmunoensayo de enzimas biotrak E2 de prostaglandina Amersham Enzymeimmunoassay (EIA) (GE Healthcare). Se
cultivaron células RAW264.7 de macréfago murino ajustadas a 2 x10* en una placa de 96 pocillo durante 24 horas
en las condiciones mencionadas en el ejemplo 2 y a continuaciéon se cultivaron durante 16 horas después de
tratamiento con los presentes compuestos de macrolactina y LPS (0,1 pg/me¢, Sigma). La cantidad de PGE2
producida fue calculada utilizando la curva de calibracion que se habia preparado por la solucién estandar facilitada
poro el fabricante con una absorbancia de 450 nm en un espectrometro de UV. El valor r* de la curva de calibracion
contra la sustancia estandar fue superior a 0,99.

Como resultado, todas las MA, MMA y SMA inhibieron intensamente la formacion de PGE2 y las actividades de
inhibicion fueron similares o comparables a las de la hidrocortisona (ver figura 7).

Experimento 3: efecto en la expresion de iINOS y COX-2 mARN

El efecto de los presentes compuestos de macrolactina sobre la expresion de factores inflamatorios intracelulares
iINOS y COX-2 maRN fue investigado. Se cultivaron células RAW264.7 de macr6fago murino ajustadas a
1x10° células/pocillo en una placa de 6 pocillos durante 24 horas en las condiciones mencionadas en el ejemplo 2 y
a continuacion se cultivaron durante 16 horas después de su tratamiento con los presentes compuestos de
macrolactina y LPS (0,1 pg/m¢e, Sigma). El ARN total de las células cultivadas fue aislado por reactivo Trizol (Sigma)
en condiciones de ausencia de ARNsa. Se utilizé un kit de sintesis cCADN (TAKARA) para obtener una plantilla para
PCR utilizando el ARN total separado. A la mezcla de 1 pl de Oligo dT Primer (50 pM), 1 put de mezcla de dNTP
(10 m M cada uno) y 2 ug de la plantilla ARN, se afiadié dH,0 libre de ARNsa para ajustar el volumen total a 10 (.
La mezcla fue mantenida a 65°C durante 5 minutos y a continuacion en hielo durante 2 minutos. Se afiadieron a
10 ut de la muestra 4 pt de tampén 5x PrimeScript™, 0,5 ut de inhibidor de RNasa (40 U/ut) y 0,5 pt de
PrimeScript™ RTase (200 U/ut), se afiadio dH»0 libre de ARNsa para ajustar el volumen total a 20 pt. La mezcla se
hizo reaccionar a 42 °C durante 30 minutos para sintetizar CADN.

A la mezcla de 25-50 ng de cADN sintetizado, 5 pt de tampdén sensiMixPlus SYBR 2X (Quantance) y 0,25 pmol de
cada cebador, tal como se muestra en la tabla 5, se afiadié agua destilada para ajustar el volumen total a 10 ut. La
extensién de la expresion de INOS y COX-2 mARN de la mezcla se determiné utilizando un amplificador de genes
en tiempo real (Corbett Life Science Rotor-gene 6000). Las condiciones de funcionamiento del amplificador de genes
en tiempo real fueron las siguientes: la desnaturalizacion inicial empez6 a 95°C durante 5 minutos y se repitié 50
veces a 94°C durante 30 segundos, a 57°C durante 30 segundos y a 72°C durante 30 segundos. Cuando las
expresiones de mARN de las muestran fueron comparadas entre si, la del gen doméstico fue determinada al mismo
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tiempo y a continuacion se calculd la cantidad relativa. Compensando la cantidad de ARN en cuanto al valor medido
del gen domeéstico, se calculd la cantidad de mARN producida en cada muestra a valor Ct (ciclo umbral).

Como resultado, las MA, MMA y SMA inhibieron intensamente todas ellas las expresiones de iNOS y COX-2 mARN,
y las actividades de inhibicion fueron similares o comparables a las de la hidrocortisona (ver figuras 8 y 9).

Tabla 5
Secuencia de nucledsidos y tamafios de fragmento de los cebadores utilizados en la amplificacion de genes en
tiempo real
Gen Secuencias primarias Dimensién del fragmento (bp)
COX-2 F 5-CAGCAAA TCCTTGCTGTTCC-3 450

R 5-TGGGCAAAGAA TGCAAACAT-3

iNOS F 5-ATGTCCGAAGCAAACATCACA-3' o
R 5'-TAATGTCCAGGAAGTAGGTGAGG-3'

F 5-GGCATTGCTCTCAA TGACAA-3'
GAPDH ¢ 5 1GTGAGGGAGATGCTCAGTG-3' 200

Experimento 4: efecto en la formacién de iNOS y proteina COX-2

Se investigd el efecto de los presentes compuestos de macrolactina sobre la formacion de factor inflamatorio
intracelular de iINOS y proteina COX- 2. Se cultivaron células RAW264.7 de macréfago murino ajustadas a 1x10°
células/platillo en un platillo de 100 mm durante 24 horas en las condiciones mencionadas en el ejemplo 2 y a
continuaciéon se cultivaron durante 16 horas después de su tratamiento con los presentes compuestos de
macrolactina y LPS (0,1 pg/mée, Sigma). Las células fueron lavadas 2~3 veces con PBS en frio y recogidas a
continuacion. Se afadieron 100 ut de 50 mM de tampoén Tris-HCI, pH 7,5 (0,1 M KCI, 1 mM EDTA, 1 mM DTT,
0,2 mM PMSF) a las células recogidas que fueron sometidas a lisis utilizando nitrégeno liquido. El lisado fue
centrifugado a 4°C durante 10 minutos al 13.000 rpm recogiendo el sobrenadante. Las proteinas fueron analizadas
cuantitativamente por el método Bradfard. Se sometieron 50 pg de la proteina a electroforesis de gel de dodecil
sulfato sodico-poliacrilamida (SDS-PAGE). El gel SDS-PAGE fue transferido a membrana de nitrocelulosa
(Amersham) a 50 V durante 2 horas. La membrada de nitroceulosa fue lavada dos veces con Ix Tris con tampon de
solucion salina (TBS; 0,1 M NacCl, 10 mM Tris-HCI), al que se le afiadié 3% de solucion de gelatina para bloquear la
reaccion de proteina no especifica y a continuacion reaccioné a temperatura ambiente durante 1 hora. Después de
eliminar 3% de solucion de gelatina, se afiadio Ix Tris con tampo6n de solucion salina-Tween (TBS-T; 0,1 M NacCl,
10 mM Tris-HCI, 0,1% Tween 20). Para investigar la expresion de las proteinas iNOS y COX-2, se diluyeron iNOS
anti-raton (Cell Signaling), COX-2 anti-raton (Cell Signaling) y GAPDH anti-ratén (Cell Signaling) con IX TBS-T en
una proporciéon 1:1000 y se hizo reaccionara temperatura ambiente durante 1 hora. El reactivo fue lavado 2 veces
con Ix TBS-T y a continuacién se hizo reaccionar con IgG anticonejo (Sigma) unido con fosfatasa alcalina anticuerpo
secundaria y se diluyd con Ix TBS-T en una proporcién 1:5000 durante 1 hora. El reactivo fue lavado 3 veces con
1x TBS-T, y se identificé la banda de proteinas correspondientes al anticuepro utilizando Sustrato de Revaldo de
Color BCIPINBT (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato/nitro azul de tetrazolio, Promega).

Como resultado, todas las MA, MMA y SMA inhibieron intensamente la formacion de las proteinas iNOS y COX-2, y
las actividades de inhibicidn eran similares o comparables a las de la hidrocortisona (ver figura 10).

Experimento 5: efecto en la citotoxicidad

Se utilizé analisis MTT para investigar los efectos citotroxicos sobre las células RAW264.7 de macréfago murino de
las presentes macrolactinas. Las células ajustadas a 4x10* células/pocillo fueron cultivadas en una placa de
96 pocillos durante 24 horas en la condiciones mencionadas en el ejemplo 2 y a continuacion cultivadas durante
16 horas después de su tratamiento con los presentes compuestos de macrolactina. Después de eliminar el medio
se afadieron 100 pt de solucion MTT (2 mg/me PBS) y a continuacion la mezcla fue cultivada en un incubador a
37°C con 5% CO, durante 4 horas. Después de eliminar la solucion MTT se afiadieron 100 pt de DMSO y a
continuacién la mezcla fue cultivada con agitacion durante 30 minutos en oscuridad. Después del cultivo, se
determind la cantidad de formazan libre a 540 nm utilizando un lector ELISA.

Como resultado, se confirmé que todas las MA, MMA y SMA tenian bajas citotoxicidades en comparacién con la de
la hidrocortisona (ver figura 11).

Aplicabilidad industrial
La presente invencién da a conocer compuestos de macrolactina, MA, MMA y SMA, que son producidos a partir de
la cepa Bacillus polyfermenticus KJS-2 (KCCM10769P). los compuestos de macrolactina suprimen directamente la

formacion y expresion de sintetasa de 6xido nitrico inducible (iNOS) y ciclooxigenasa-2 (COX-2) que son proteinas
relacionadas con la formacién de mediadores inflamatorios e inhiben la formacién de mediadores inflamatorios e
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inhiben la formacién de sus metabolitos NO y PGE2, de manera que pueden ser utilizadas para tratar y prevenir
varias enfermedades (por ejemplo, enfermedades inflamatorios), provocadas por la excesiva produccion de
metabolitos. Ademas, los compuestos de macrolactina tienen bajas citotoxicidades en comparacion con las de
agentes antiinflamatorios convencionales. De acuerdo con ello, los presentes compuestos de macrolactina se espera
que solucionen el problema de los efectos contrarios provocados por los agentes antiinflamatorios convencionales

14
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REIVINDICACIONES

1. Composicién farmacéutica, para su utilizacion en un procedimiento para prevenir y tratar enfermedades
inflamatorias, que comprende macrolactina A como ingrediente activo producida, a partir de la cepa Bacillus
polyfermenticus KJS-2 (KCCM10769P).

2. Composiciéon farmacéutica, para su utilizacion en un procedimiento para prevenir y tratar enfermedades
inflamatorias, que comprenden 7-O-malonil macrolactina A como ingrediente activo, producida a partir de la cepa
Bacillus polyfermenticus KJS-2 (KCCM10769P).

3. Composicion farmacéutica, para su utilizacion en un procedimiento para prevenir y tratar enfermedades
inflamatorias, que comprenden 7-O-succinil macrolactina A como ingrediente activo, producida a partir de la cepa
Bacillus polyfermenticus KJS-2 (KCCM10769P).

4. Composicion, para su utilizacion en un procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la
actividad antiinflamatoria es debida a la inhibicion de la formacién de éxido nitrico, prostaglandina E2, factor alfa de
necrosis tumoral, interleuquina-1p, interleuquina-6 y factor estimulante de colonias de macréfagos de granulocitos
gue son mediadores inflamatorios.

5. Composicion, para su utilizaciéon en un procedimiento, seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la

actividad antiinflamatoria es debida a la inhibicion de la actividad de la sintetasa de éxido nitrico inducible y
ciclooxigenasa-2.
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FIG 11

Citotoxicidad (%)
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FIG 13
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FIG 15

GM-CSF (pg/mD)

3000 -

1000 +

ES 2440329 T3

* t
*
- - 10 1 10 20 10 10 M)
Con Hyd MA SMA MMA
1PS(lug/mi)

24



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos


