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DESCRIPCION
Hialuronidasa extracelular de Strepfomyces koganeiensis
Estado de la técnica

La hialuronidasa es una enzima hidrolitica que escinde acido hialurénico hasta acido D-glucurénico y N-
acetilglucosamina; de manera variable, también es capaz de degradar otros mucopolisacaridos acidos del tejido
conectivo. Por ejemplo, se hallan concentraciones elevadas de hialuronidasa en el aparato bucal de sanguijuelas, en
los venenos de serpientes, abejas, escorpiones y en los sobrenadantes de cultivos de bacterias patdgenas tales
como neumococos, estreptococos B-hemoliticos y Staphylococcus aureus. En el cuerpo humano, la hialuronidasa se
halla en la cérnea, el cuerpo ciliar, bazo, piel y testiculos. También se hallan cantidades elevadas de hialuronidasa
en los espermatozoides, lo que les permite atravesar la barrera de acido hialurénico que protege a los évulos.

La hialuronidasa se usa en medicina en el tratamiento del edema, los estados inflamatorios locales, las hemorroides
y los sabafiones, y para facilitar la administracion subcutanea de algunos ingredientes activos. También se informé
de que algunas hialuronidasas son capaces de producir una reduccién significativa del tamafo del infarto de
miocardio [1]. En el campo veterinario, se usa en disoluciones de antibiéticos para el tratamiento de enfermedades
animales, tales como la mastitis bovina. Ademas, la hialuronidasa se puede usar como reactivo analitico en algunos
ensayos bioldgicos, por ejemplo en la determinacion cuali-cuantitativa de acido hialurénico.

La produccion y purificacion a escala industrial de hialuronidasas bacterianas o animales es dificil debido al hecho de
que la enzima se hace inestable en disolucion acuosa y pierde actividad tras la purificacion.

El documento US 4.258.134 y la patente europea correspondiente EP 0 005 751 [2] describen una hialuronidasa
obtenida mediante dialisis y cromatografia de intercambio i6nico con DEAE- y CM-celulosa del sobrenadante de
cultivo de Streptomyces koganeiensis ATCC 31399.

Ahora se ha descubierto que tal fraccion de proteinas, obtenida tras las dos etapas de cromatografia, esta
constituida de hecho por numerosos componentes proteicos (alrededor de 68 en una electroforesis bidimensional),
pero solamente uno de ellos tiene una actividad de hialuronidasa elevada y una estabilidad notable.

Descripcion detallada de la invenciéon

La invencion se refiere a la hialuronidasa de Streptomyces koganeiensis ATCC 31399 que comprende la secuencia
de aminoacidos N-terminal mostrada en SEQ ID N° 1, y que tiene un peso molecular de 21,6 kDa, un punto
isoeléctrico (pl) que oscila entre 4,4-4,8 y una actividad enzimatica igual o mayor que 40.000 U.I./mg.

La hialuronidasa segun la invencion se puede obtener mediante un proceso que incluye las etapas siguientes:

a) someter al sobrenadante obtenido de la fermentacion de Streptomyces koganeiensis ATCC 31394 a
cromatografia de intercambio catidnico débil y aislar la fraccion de proteina con actividad de hialuronidasa;

b) someter a la fraccion de proteina con actividad de hialuronidasa obtenida en la etapa a) a diafiltracion y
cromatografia de intercambio aniénico fuerte y aislar la fraccion de proteina con actividad de hialuronidasa;

c) someter a la fraccion de proteina con actividad de hialuronidasa obtenida en la etapa b) a cromatografia de
intercambio catidnico fuerte y aislar la fraccion de proteina con actividad de hialuronidasa;

d) someter a la fraccion de proteina con actividad de hialuronidasa obtenida en la etapa c) a cromatografia de
intercambio anidnico fuerte y aislar la fraccion de proteina con actividad de hialuronidasa.

La fermentacion del microorganismo se puede llevar a cabo mediante métodos conocidos, en particular el método
descrito en el documento US 4.258.134. El sobrenadante obtenido tras la fermentacion se recoge, se centrifuga y se
filtra. Ademas, antes de someterlo a las etapas de cromatografia segun la invencion, el sobrenadante se puede
someter a tratamientos adicionales dirigidos a eliminar las particulas residuales del cultivo, mediante métodos y
técnicas conocidas para la persona experta. Normalmente, el sobrenadante centrifugado y filtrado se somete a
concentracion y dialisis. En general, la concentracion se lleva a cabo mediante ultrafiltracion en filtros adecuados de
polietersulfona con umbrales que oscilan entre 5 y 15 kDa, preferiblemente de 10 kDa; normalmente, el
sobrenadante se concentra de 8 a 12 veces, preferiblemente 10 veces. Una vez que se verifica la presencia de la
actividad de hialuronidasa mediante un ensayo adecuado, por ejemplo el ensayo modificado de Dorfman [3], el
sobrenadante concentrado se dializa con una disolucion tampoén que se elige dependiendo de la resina de
intercambio catidnico débil usada en la etapa a), de tal manera que la hialuronidasa esta en tales condiciones de pH
que puede unirse a la resina; esta resina comprende grupos de intercambio de carboxialquilo, preferiblemente
grupos carboximetilo, tal como la resina "CM-Sepharose® Fast Flow". Después de equilibrar de manera adecuada la
resina con la misma disolucion tampon en la que se llevd a cabo la dialisis, se carga la muestra y después se lleva a
cabo la eluciéon con la misma disolucion para eliminar las proteinas sin unir, tras lo cual se incrementa el pH para
eluir las proteinas unidas. Cuando se usa la resina "CM-Sepharose® Fast Flow", se lleva a cabo la dialisis, el
equilibrado de la resina y la elucion de las proteinas sin unir con una disolucidn de acetato sdédico 50 mM a pH 4,0,
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mientras la elucién de las proteinas unidas se lleva a cabo con una disolucién de acetato sddico 50 mM a pH 4,5.
Las proteinas unidas que exhiben una actividad elevada de hialuronidasa se mezclan en una unica fraccién y se
someten a cromatografia de intercambio anidnico fuerte [etapa b)]. Antes de continuar, las fracciones mezcladas se
aclaran mediante diafiltracion, que se lleva a cabo mediante medios y métodos conocidos para la persona experta,
con el uso de una disolucién tampén que permite que la hialuronidasa se una a la resina de intercambio aniénico
fuerte usada en Ia etapa b). Tal resina comprende grupos trialquilamonio, en general grupos trimetilamonio, tal como
la resina H|Trap Q XL (columna de 5 ml). Después de equilibrar la resina con la misma disoluciéon usada para la
diafiltracion, la fraccion obtenida en la etapa a) se carga y después se lleva a cabo la elucion con la misma disolucion
para eliminar las proteinas sin unir; después, la fuerza ionica del eluyente se |ncrementa progresivamente para eluir
las proteinas unidas. Segun una realizacion preferida, se usa la resina H|Trap Q XL vy la diafiltracion, el equilibrado
de la columna y la elucidn de las proteinas sin unir se llevan a cabo con una disoluciéon tampén Tris-HCI 50 mM a pH
8, mientras la elucién de las proteinas unidas se lleva a cabo afadiendo NaCl a concentraciones crecientes al
eluyente. Al eluir primero con Tris-HCI 50 mM, disolucion de NaCl 35 mM a pH 8 y después Tris-HCI 50 mM,
disoluciéon de NaCl 200 mM a pH 8, se obtienen dos fracciones, y solamente la segunda, eluida con la disolucion que
contiene NaCl 200 mM, exhibe actividad de hialuronidasa. Tal fraccion se diluye 8 - 12 veces, preferiblemente 10
veces, con una disolucién tampdn que permite que la hialuronidasa se una a la resina de intercambio catiénico fuerte
usada para la etapa c). La resina comprende grupos sulfénicos, preferiblemente grupos sulfonil alquilo, ain mas
preferlblemente grupos sulfonil propilo; segun una realizacion especialmente preferida de la invencion, se usa la
resina "H|Trap SP FF". En la practica, después del equilibrado de la resina con la misma disolucién tampén en la
que se diluy6 la fraccidon de hialuronidasa obtenida en la etapa b) y de la carga de la muestra, se lleva a cabo el
lavado con la misma disolucién tampon (alrededor de 20 volumenes de lecho), tras lo cual se lleva a cabo la elu0|on
de las proteinas unidas, incrementando progresivamente el pH del eluyente. En general, para la resina H|Trap SP
FF, la dilucién, el equilibrado de la columna y el lavado se llevan a cabo con una disolucién tampén de fosfato sddico
20 mM a pH 4, mientras la elucion se lleva a cabo con tampdn de fosfato sédico 50 mM a pH 4,8; las fracciones con
actividad elevada de hialuronidasa se mezclan en una Unica fraccion, que se somete a cromatografia de intercambio
anionico fuerte [etapa d)]. Normalmente, antes de la cromatografia, tal fraccion se diluye 8 - 12 veces,
preferiblemente 10 veces, en un tampoén de equilibrado adecuado, que permite que la hialuronidasa se una a la
resina elegida. La resina para la etapa d) es una resina de |ntercamb|o anionico fuerte que comprende grupos
amonio cuaternarios; preferiblemente, se usa una columna Resource Q°. Después de cargar la muestra, se lleva a
cabo el lavado con el mismo tampoén de equilibrado y después se lleva a cabo la elucidon de las proteinas unldas
disminuyendo progresivamente el pH en 0,5 unidades, hasta pH 4. Cuando se usa una columna Resource Q%
dilucion de la fraccion de hialuronidasa, el equilibrado de la columna y el lavado tras la carga de la muestra se IIevan
a cabo con acetato sodico 20 mM a pH 5,5; disminuyendo progresivamente el pH como se definié anteriormente, se
obtiene una primera fraccion de proteinas a pH 5 y dos fracciones de proteinas a pH 4; la segunda fraccion eluida a
pH 4 tiene una absorbancia a 280 nm y una actividad enzimatica mayor que las otras dos fracciones, como muestra
la Figura 2. Al someter a tal fraccion a cromatografia SDS-PAGE del 12% vy tincion de plata (Figura 6), se observa
una uUnica banda de proteina con un peso molecular aparente de alrededor de 25 kDa. En particular, el 99% de la
hialuronidasa purificada mediante el proceso anteriormente descrito tiene un peso molecular aparente de alrededor
de 25 kDa. Tal proteina comprende solamente alrededor de un 5% de la hialuronidasa presente en el sobrenadante
obtenido tras la fermentacién; por lo tanto, el proceso permite obtener un enriquecimiento de alrededor de 20 veces
con un rendimiento de alrededor del 30%.

Con respecto a otras hialuronidasas conocidas hasta la fecha, la de la invencién es sumamente estable en
disolucion acuosa, no es sensible a la accién de las enzimas proteoliticas y tiene una pureza en HPLC mayor que el
98% (Figs. 5a-5h), que es necesaria para el uso terapéutico; por lo tanto, se puede usar, sola o en combinacion con
otros ingredientes activos, en la preparacion de composiciones farmacéuticas o veterinarias para el tratamiento de
enfermedades en las que es necesario o ventajoso degradar el acido hialuronico presente en el érgano o tejido
afectado por la enfermedad.

Gracias a la estabilidad elevada en disolucién acuosa, la hialuronidasa de la invencion se puede formular también en
forma de composiciones basadas en disoluciéon acuosa, tales como disoluciones, cremas hidrdfilas, hidrogeles,
ademas de la forma de productos lipéfilos tales como pomadas o cremas oleosas.

Con respecto al uso en seres humanos, la hialuronidasa de la invenciéon se puede usar para la preparacion de
composiciones farmacéuticas para el tratamiento del edema, en particular el edema traumatico, o estados
inflamatorios, tales como el sindrome hemorroidal; ademas, se puede usar para la preparacién de composiciones
para el tratamiento de sabafones. La hialuronidasa de la invencién se puede usar también en combinacién con otros
farmacos cuyo incremento de biodisponibilidad es necesario o ventajoso.

Por ejemplo, para el tratamiento del edema traumatico, son especialmente ventajosas las combinaciones de la
hialuronidasa segun la invenciéon con agentes anticoagulantes y/o fibrinoliticos. Tales combinaciones también
pueden contener opcionalmente uno o mas agentes anti-inflamatorios esteroideos o no esteroideos. Ademas, el
acido hialurénico sulfatado, que también se sabe que tiene propiedades antitrombéticas y anticoagulantes, ademas
de propiedades anti-inflamatorias, se puede combinar de manera ventajosa con estas composiciones. Un ejemplo de
acido hialurénico sulfatado que se puede usar para ese proposito se describe, por ejemplo, en el documento EP
0702699.
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Las combinaciones de la hialuronidasa segun la invencién con otros ingredientes activos también son ventajosas en
el caso de las preparaciones inyectables que contienen ingredientes activos de pesos moleculares especialmente
elevados, por ejemplo anticuerpos monoclonales, citocinas o enzimas, que se administran normalmente de manera
intravenosa; la hialuronidasa permite administrarlos de manera subcutanea, segun el procedimiento denominado
EASI (infusion subcutanea aumentada enzimaticamente), que se emplea principalmente para la sustitucion de
fluidos en pacientes terminales, de tal manera que se limitan o se evitan los cuidados de enfermeria. La
hialuronidasa segun la invencion se puede emplear también para la preparacion de composiciones farmacéuticas
para el tratamiento de tumores sélidos resistentes; de hecho, mediante la degradacion del acido hialurénico, se
reduce la presién del liquido intersticial en la masa tumoral, lo que retrasa o inhibe su crecimiento. Por la misma
razon, también se incrementa la eficacia de los ingredientes activos antitumorales combinados opcionalmente con
ella. Por lo tanto, un aspecto adicional de la invencién se refiere a composiciones farmacéuticas que contienen
hialuronidasa en combinaciéon con uno o mas ingredientes activos antitumorales, tales como alcaloides de la vinca
(vinblastina, vincristina, vinorelbina) y taxanos (paclitaxel).

Un uso terapéutico adicional de la hialuronidasa segun la invencion se refiere al tratamiento de formas alérgicas
mediadas por IgE a través de la desensibilizacion potenciada por enzimas (EPD = desensibilizacién potenciada por
enzimas), que consiste en administrar dosis extremadamente bajas de alérgenos para desensibilizar a los sujetos
susceptibles a ellos. Mediante la asociacion de la hialuronidasa con un alérgeno, es posible incrementar la eficacia
del tratamiento, ya que el alérgeno alcanza mas facilmente el sitio de accion. Por lo tanto, un objetivo adicional de la
invencion consiste en composiciones farmacéuticas que contienen hialuronidasa junto con uno o mas alérgenos que
inducen reacciones alérgicas mediadas por IgE. La hialuronidasa también tiene uso como factor de difusion de
farmacos para uso odontolégico en el tratamiento de enfermedades de la cavidad bucal, por ejemplo anestésicos
locales y antibidticos; por lo tanto, segun un aspecto adicional, la invencion se refiere a composiciones farmacéuticas
que contienen la hialuronidasa segun la invencion junto con uno o mas anestésicos locales o antibioticos.

En oftalmologia, la hialuronidasa permite acelerar notablemente el tratamiento de las hemorragias vitreas
espontaneas y se puede usar, sola o en combinacion con otros ingredientes activos, en la preparacion de formas
farmacéuticas para uso oftalmico, tales como disoluciones, suspensiones, geles, cremas y pomadas, para el
tratamiento de dichas hemorragias.

Con respecto al uso veterinario, una enfermedad que se puede tratar de manera eficaz con la hialuronidasa de la
invencion es la mastitis bovina; en ese caso, la hialuronidasa se puede administrar en combinacién con antibiéticos,
tales como penicilina G, cefalosporinas de I-IV generacion y aminopenicilinas potenciadas.

Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar mediante técnicas y excipientes conocidos para la persona
experta, por ejemplo segun lo que se describe en Remington, "The Science and the Practice of Pharmacy"”, 212 ed.
(Lippincott, Wiliams & Wilkins); tales composiciones incluyen, en particular, preparaciones inyectables y
preparaciones topicas para aplicacién dérmica, transdérmica y oftalmica. En particular, las preparaciones tépicas
para aplicacién epidérmica se pueden seleccionar de cremas, geles, pomadas y soluciones de aerosoles, aunque las
preparaciones topicas para aplicacion oftalmica se pueden seleccionar de cremas, geles, pomadas, soluciones y
suspensiones. Como se indicé previamente, gracias a su estabilidad en disolucién acuosa, la hialuronidasa segun la
invencion se puede formular en productos basados en disolucién acuosa; un técnico experto puede hacer la elecciéon
entre una formulacién basada en disolucién acuosa y oleosa basandose en el conocimiento habitual en el campo de
la tecnologia farmacéutica, dependiendo de los otros componentes presentes en la composicion.

Finalmente, la hialuronidasa segun la invencion se puede usar como reactivo en ensayos bioquimicos para la
determinacion cuali-cuantitativa de acido hialuronico.

Descripcion de las figuras

FIG. 1: electroforesis bidimensional de la fraccion de CM-celulosa positiva para la actividad de hialuronidasa que
procede del sobrenadante de cultivo de Strepfomyces koganeiensis ATCC 31394.

FIG. 2: cromatograma de hialuronidasa de Streptomyces koganeiensis obtenida tras cromatografia en columna
Resource Q® (etapa d).

FIG. 3: patron de proteinas en SDS-PAGE del 12% de las fracciones obtenidas al final de cada etapa de purificacion
segun la invencién comparado con el patréon de proteinas del sobrenadante.

FIG. 4: analisis de la pureza de hialuronidasa mediante HPLC en una columna de filtracién en gel Bio-Sil SEC [etapa

d)].

FIGs. 5a-4h: analisis mediante SDS-PAGE y espectros de absorcion de la secuenciacion N-terminal de la
hialuronidasa obtenida en la etapa d).

FIG. 6: analisis mediante SDS-PAGE no desnaturalizante para la determinacién de la actividad de hialuronidasa;
comparacion entre la hialuronidasa obtenida en la etapa d) y la hialuronidasa obtenida segun el documento US
4.258.134.
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FIG. 7: determinacién mediante espectrometria de masas del peso molecular de la hialuronidasa obtenida en la
etapa d).

FIG. 8: determinacion del punto isoeléctrico de la hialuronidasa obtenida en la etapa d).

FIG. 9: comparacion entre las actividades enzimaticas de ciertas hialuronidasas disponibles comercialmente y la
hialuronidasa segun la invencion.

Parte experimental

La invencion se describira a continuacion con mas detalle en la siguiente parte experimental, que ilustra el mejor
modo de llevar a cabo la invencién, que no se debe considerar en un sentido limitante.

Materiales y métodos
Cultivo del microorganismo

Se obtuvo S. koganeiensis de la American Type Culture Collection (ATCC 31394) y se cultivé como se describid en
[2]. Brevemente, el microorganismo se cultivé en 1 litro de medio de cultivo [(20 g/l de extracto de levadura
(Organotechnie) y 5 g/l de peptona de soja (Solabia), pH 6,9)] a 30 °C, con agitacién a 150 rpm y durante alrededor
de 16 h. Tras el cultivo, se uso el cultivo para inocular un fermentador de 50 litros (Biostat U, B.BRAUN) que
contenia 30 litros del medio adecuado [(10 g/l de extracto de levadura (Organotechnie), 5 g/l de peptona de soja
(Solabia), 3 g/l de extracto de malta (Costantino), 3 g/l de dextrina de tipo | (Sigma), 0,2 g/l de antiespumante
(Sigma)]. Antes de la inoculacion, el pH se llevé a 7,0 con NaOH; durante la fermentacion se monitorizé el pH, pero
no se controld, y la temperatura se mantuvo a 30 °C a lo largo de la fermentacion, mientras la agitacion se mantuvo
a 300 rpm, con aireacion de 1,6 VVM (volumen de aire por volumen de medio de cultivo por minuto). La fermentacion
duré 48 h, tiempo que correspondié a la produccion mas alta de actividad de enzima hialuronidasa (1x‘|05-‘l,3x105
U.L./) en el sobrenadante de cultivo.

Al final de la fermentacion, el cultivo se centrifugé a 5000 rpm durante 30 min a 4 °C (SORVALL Evolution RC) y se
filtré con filtros de flujo tangencial de polietersulfona de 0,2 ym, de tal manera que se elimind la biomasa de
Streptomyces koganeiensis (que se dio en forma de agregados redondeados con hifas de 1-4 mm de diametro) y se
obtuvo un sobrenadante clarificado que contenia hialuronidasa.

Determinacion de la actividad de hialuronidasa

La actividad de hialuronidasa se midié mediante el método modificado de Dorfman [3]. Brevemente, el producto
obtenido de las cromatografias de DEAE- y CM-celulosa se diluy6 en tampén fosfato 0,03 M, 0,82% de NaCl, pH 6,3,
y 1 ml de la disolucién asi obtenida se mezclé con 1 ml de tampén de sustrato (tampdn fosfato 0,03 M, 0,82% de
NaCl, pH 6,3) que contenia 0,5 mg de acido hialurénico. La digestion enzimatica se llevé a cabo a 37 °C durante 30
min, y al final del proceso de incubacién se generd turbidez afiadiendo 4 ml de solucion acida basada en suero de
caballo (SIGMA). Se midi6 la densidad 6ptica a 640 nm exactamente 30 min después de afiadir la disolucion acida
basada en suero de caballo. Se us6 un patron de hialuronidasa de testiculo de mamifero (EDQM, Hialuronidasa FIP,
H1115000) que contenia 328 U.l./mg para construir una curva patrén, y se calcul6 la actividad de la muestra (en
unidades) mediante el uso de esta curva.

Cromatografias

Las resinas y columnas de cromatografia se adquirieron de GE Helthcare Life Sciences y se almacenaron segun las
especificaciones proporcionadas por el proveedor. Las etapas de equilibrado y elucion se llevaron a cabo con un
sistema de cromatografia liquida de rendimiento rapido (FPLC; AKTA explorer 100, GE Healthcare) a un caudal de
40-50 ml/min para la primera cromatografia y 5 ml/min para las cromatografias siguientes. Al final de cada etapa de
cromatografia, se verifico la actividad de hialuronidasa con el ensayo modificado de Dorfman descrito en la etapa
previa.

Para el analisis de la pureza mediante filtracién en gel, se uso6 el instrumento LC-10AD HPLC (SHIMADZU) con una
columna Bio-Sil SEC (BIO-RAD), eluyendo con NaH;PO4 0,05 M, Na;HPO4 0,05 M, NaCl 0,15 M, pH 6,6, a 1 ml/min.
La longitud de onda de la absorciéon usada fue 214 nm (SPD-10A, SHIMADZU). La pureza de la proteina se
determin6é mediante el uso del programa informatico LC solution 1.21 SP1.

Electroforesis de SDS-PAGE

Los analisis mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato sddico (SDS-PAGE) se
llevaron a cabo mediante el uso del método de Laemmli [4] en un gel de poliacrilamida del 12%, mediante el uso de
un Mini-PROTEAN 3 (BIO-RAD) segun las instrucciones del proveedor. El peso molecular de la proteina purificada
se estimé mediante la comparacion con proteinas patron de pesos moleculares bajos (BIO-RAD).

Electroforesis bidimensional e isoelectroenfoque



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2527618 T3

La fraccion de proteinas a analizar se mezcld en un tampén de carga adecuado y se cargd en tiras IPG de pH 3-10
(ReadyStrips de 7 cm, BIO-RAD); la tira se incubd a 25 °C hasta la absorcion de muestra y se cargd en la celda
PROTEAN IEF (BIO-RAD) para el isoelectroenfoque (IEF).

Al final del isoelectroenfoque (primera dimension), la tira se equilibr6 con un tampén adecuado de carga vy
electroforesis, después se cargo en la segunda dimensién en SDS-PAGE del 12%, mediante el uso de celdas Mini-
PROTEAN 3 (BIO-RAD).

Analisis densitométricos

Los geles de poliacrilamida, tefiidos de manera adecuada con Tincion de Plata Plus (BIO-RAD) o Coomassie (BIO-
RAD), se analizaron con un aparato de laboratorio de obtenciéon de imagenes ImageQuant 300 TL (GE Healthcare),
mientras los analisis (cuantitativos y cualitativos) se llevaron a cabo empleando el programa informatico de analisis
de imagenes ImageQuant TL (GE Healthcare). Los analisis de imagenes en geles de poliacrilamida SDS-PAGE
bidimensionales se llevaron a cabo empleando el programa informatico ImageMaster 2D Platinum 6.0 (GE
Healthcare).

Espectrometria de masas

Los analisis de espectrometria de masas para la determinacién del peso molecular se llevaron a cabo mediante el
uso del espectrometro de masas Ultraflex Il TOF/TOF (BRUKER) y marcadores Bruker Protein Mix 1, mientras la
identificacion de proteinas se llevd a cabo mediante el uso de los valores de masas exactos de péptidos
determinados mediante un sistema MALDI-MS Voyager DE-PRO (Applied Biosystems).

Secuenciacion del extremo N-terminal

La secuenciacion de aminoacidos N-terminal se llevo a cabo segun el método de degradacion de Edman mediante el
uso de un secuenciador de proteinas automatizado en fase liquida pulsatil (ABI-Perkin Elmer, Mod. 477A). Se uso el
programa informatico BLAST [5] para llevar a cabo busquedas de homologia en el banco de datos de GenBank, y en
el del proyecto del genoma del género Streptomyces disponible en Internet.

Comparacion entre las actividades enzimaticas de diferentes tipos de hialuronidasas

El potencial enzimatico de la hialuronidasa segun la invencién se estudi® mediante la comparacién con las
actividades enzimaticas de algunas de las hialuronidasas disponibles comercialmente mas usadas (patron de
hialuronidasa FIP, hialuronidasa de testiculo bovino de tipo I-S (SIGMA), hialuronidasa de testiculo bovino de tipo VI-
S (SIGMA), hialuronidasa de testiculo de oveja de tipo V (SIGMA), hialuronidasa de Streptomyces hyalurolyticus
(SIGMA)), mediante el uso del ensayo enzimatico descrito anteriormente, y el valor de la actividad se representé en
la Figura 9 como U.l./mg (la concentracion de proteina se determind mediante el equipo de reactivos de ensayo de
proteinas BCA, PIERCE).

Ejemplo 1 (ejemplo de referencia) - Obtencion, purificacion y caracterizacion de hialuronidasa de Streptomyces
koganeiensis segun el documento US 4.258.134

Se cultivé S. koganeiensis 31394 ATCC como se describid en la seccion Materiales y Métodos; el sobrenadante
obtenido de la centrifugacion, filtrado de manera adecuada con filtros de flujo tangencial, se sometié a cromatografia
de intercambio anidnico débil en DEAE-celulosa. Brevemente, se equilibraron 1,2 kg de DEAE-celulosa con tampdn
de fosfato sodico 25 mM a pH 7,0 y se empaquetaron, después se cargd el sobrenadante, clarificado en el mismo
tampon, en la columna y se eluyé con tampon de fosfato sédico 25 mM a pH 7,0 que contenia NaCl 250 mM; tras la
cromatografia, se recogio la fraccion que tenia actividad de hialuronidasa y se concentré mediante ultrafiltracion, se
dializdé con 10 volumenes de tampon acetato (pH 5,0) y se sometié a cromatografia de intercambio catiénico débil
mediante el uso una columna de CM-celulosa. La elucion se llevd a cabo mediante un gradiente de elucién de
tampon acetato 0,005-0,1 M. La fraccién positiva para la actividad de hialuronidasa se recogio tras la cromatografia,
se concentré6 mediante ultrafiltracion y se dializdé con 10 voliumenes de agua destilada (MilliQ, Millipore). El producto
asi obtenido se filtrd en filtros de polietersulfona de 0,2 ym y se sometié a un ensayo para la determinacion de la
actividad de hialuronidasa, SDS-PAGE, electroforesis bidimensional y analisis densitométrico.

Con respecto a la electroforesis bidimensional, cuyo resultado se informa en la Figura 1, se concentré una alicuota
de 600 pl de la fraccién con actividad de hialuronidasa obtenida de la cromatografia hasta un volumen de alrededor
de 20 yl (alrededor de 864 U de hialuronidasa) mediante el uso de columnas BIOMAX 5k (Millipore). La alicuota
concentrada se mezclé con 125 pl de tampon de carga (urea 8 M, 2% de CHAPS, ditiotreitol 50 mM (DTT), 0,2%
(p/v) de anfolito Bio-Lyte 2/10 y azul de bromofenol) y se cargé en tiras IPG de pH 3-10 (ReadyStrips de 7 cm, BIO-
RAD), incubando la muestra en la tira a 25 °C durante 11 h. Después de 11 h de absorcién de la muestra, la tira se
cargo en la celda PROTEAN IEF (BIO-RAD) para el isoelectroenfoque (IEF).

Al final del isoelectroenfoque (primera dimension), la tira se equilibré primero durante 15 min con un primer tampdn
[(urea 6 M, 2% de SDS, Tris-HCI 0,375 M (pH 8,8), 20% de glicerol, y 2% (p/v) de DTT], después con un segundo
tampon [urea 6 M, 2% de SDS, Tris-HCI 0,375 M (pH 8,8), 20% de glicerol]. Tras el equilibrado, la tira se cargo en la
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segunda dimensién en SDS-PAGE del 12%, mediante el uso de celdas Mini-PROTEAN 3 (BIO-RAD). Tras la
electroforesis, el gel se tifid con Azul de Coomassie PhastGel R y se analizo, tras el barrido, mediante el programa
informatico de obtencion de imagenes como se describié en la seccién Materiales y Métodos (Figura 1).

Ejemplo 2 - Obtencién, purificacion y caracterizacion de la hialuronidasa de Streptomyces koganeiensis segun la
invencion

2a) Obtencidn y purificacion
Preparacion de muestras

El sobrenadante clarificado (alrededor de 30 litros), obtenido de la fermentacién de Streptomyces koganeiensis
ATCC 31394, como se describid en la seccion Materiales y Métodos, se concentré 10 veces mediante ultrafiltracion
a través de filtros de polietersulfona de un umbral de 10 kDa, y se midi6 su actividad de hialuronidasa. El
sobrenadante concentrado se dializé después (10 volimenes) con una disolucion de acetato sédico 50 mM a pH 4,0
y se sometio a la etapa a).

Etapa a) Cromatografia de intercambio catiénico débil

El sobrenadante concentrado y dializado se cargéd en 200 ml de resina CM-Sepharose® Fast Flow (GE Healthcare),
se empaquetd en una columna XK-50 (GE Healthcare) y se equilibré con 10 volumenes de lecho (volumenes de
lecho, VL) de tampdn de acetato sdédico 50 mM a pH 4,0.

Tras la carga, la columna se lavé con 3 VL del mismo tampdn, después las proteinas unidas se eluyeron con 3 VL de
disoluciéon tampon de acetato sédico 50 mM a pH 4,5. Las proteinas eluidas se recogieron en una unica fraccion que
tuvo un volumen de alrededor de 200 ml, y se sometieron a un ensayo de actividad de hialuronidasa.

Etapa b) Diafiltracion y cromatografia de intercambio anionico fuerte

La fraccion enzimaticamente activa obtenida en la etapa a) se sometié a dlaflltraC|on 10 veces con Tris-HCI 50 mM,
pH 8, tampdn de equilibrado, tras lo cual se cargé en una columna H|Trap Q XL (5 ml), previamente equilibrada con
20 VL del mismo tampén. Tras la carga de la muestra, se llevé a cabo un lavado con 20 VL de tampdn, después las
proteinas unidas se eluyeron primero con 12 VL de tampdn Tris-HCI 50 mM, NaCl 35 mM a pH 8 para eliminar las
impurezas compuestas de proteinas inactivas, tras lo cual la fraccidon enzimaticamente activa se eluy6 con 14 VL de
tampon Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM a pH 8 y se recogié en un volumen final de alrededor de 50 ml. El
equilibrado, el lavado y la elucién se llevaron a cabo a un caudal de 5 mi/min.

Etapa c) Cromatografia de intercambio cationico fuerte

La fraccion procedente de la etapa b) se diluydé 10 veces con tampon de acetato sédico 20 mM a pH 4 y se cargd en
una columna H|Trap SP FF, previamente equilibrada con 20 VL de la misma disolucién. Tras un primer lavado con
20 VL de la misma disolucion, las proteinas unidas se eluyeron con 10 VL de tampdn de fosfato sédico 50 mM a pH
4. Las proteinas eluidas se recogieron en una fraccion que tuvo un volumen de alrededor de 45 ml, y se sometieron
a un ensayo de actividad enzimatica de hialuronidasa. El equilibrado, el lavado y la elucién se llevaron a cabo a un
caudal de 5 ml/min.

Etapa d) Cromatografia de intercambio aniénico fuerte

La fraccion enzimaticamente activa obtenida en la etapa c) se diluy6 10 veces en tampodn de acetato sddico 20 mM a
pH 5,5 y se cargoé en una columna Resource Q% previamente equilibrada con 20 VL del mismo tampoén. Después de
cargar la muestra, se llevé a cabo un lavado con 20 VL del mismo tampdn, después se redujo el pH a 5y se llevé a
cabo una elucioén con 10 VL de disolucién, de tal manera que se eliminaron las impurezas compuestas de proteinas
inactivas. El pH se redujo después adicionalmente a 4 y se llevd a cabo la eluciéon con 15 VL de tampon. El segundo
pico eluido a este valor de pH, que tuvo una absorbancia mas elevada, se recogié en un volumen final de alrededor
de 10-15 ml y se sometié a ultrafiltracion y dialisis con 10 volimenes de agua MilliQ (Millipore). El equilibrado, el
lavado y la elucion se llevaron a cabo a un caudal de 5 ml/min.

Todas las fracciones de proteinas eluidas, enzimaticamente activas o inactivas o poco activas, se analizaron
después mediante SDS-PAGE del 12% como se describid en la seccion Materiales y Métodos y después se tifieron
con tincion de plata segun las instrucciones proporcionadas por el proveedor; en todas las fracciones con la actividad
de hialuronidasa mas elevada hubo presente una banda de proteina mas marcada a alrededor de 25 kDa (Figura 3).

2b) Analisis y caracterizacion
Analisis de HPLC mediante filtracion en gel

La fraccion obtenida en la etapa d) se someti6 a HPLC en columna de filtracion en gel como se describi6 en la
seccion Materiales y Métodos. El resultado del analisis se informa en la Figura 4.
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Espectrometria de masas

La fraccion obtenida en la etapa d) se sometid a electroforesis en SDS-PAGE del 12%. Al final de la electroforesis, el
gel se tifd con Azul Brillante de Coomassie G-250 (BIO-RAD), y la proteina extraida del gel se digirié con tripsina
(BIO-RAD). Se obtuvo un patron de masas de péptidos mediante el uso del sistema MALDI-MS Voyager DE-PRO
(Applied Biosystems). Las masas de péptidos obtenidas se usaron para las busquedas en el banco de datos para la
identificacion de proteinas.

Secuenciacion N-terminal

La fraccion obtenida en la etapa d) se sometio a electroforesis SDS-PAGE en un gel del 12%, como se describio
anteriormente, después a transferencia a una membrana de poli(difluoruro de vinilideno) (BIO-RAD) y se tifid segun
las instrucciones proporcionadas por el proveedor. La banda se extrajo con un escalpelo, tratando de obtener un
fragmento del tamafio mas pequefio posible (3 mm x 10 mm), y se cargo en la cdmara de reaccion del secuenciador.

Determinacion de la actividad de hialuronidasa mediante SDS-PAGE no desnaturalizante

Las muestras de proteinas en las que analizar la actividad enzimatica de hialuronidasa [hialuronidasa y proteinas sin
unir obtenidas en la etapa d) y hialuronidasa obtenida segun la cromatografia del documento US 4.258.134] se
separaron por duplicado en un gel de poliacrilamida del 8% en condiciones nativas impregnado con 0,17 mg/ml de
acido hialurdnico. Tras la electroforesis, el gel se lavo tres veces con formiato sédico 0,1 M, NaCl 0,05 M, pH 4,0, y
se incubd durante la noche en la misma disolucién a 37 °C. El gel se lavo tres veces en acido acético al 3% y se tifié
durante 2 h a temperatura ambiente en un 0,5% (p/v) de azul Alcian (SIGMA) y disolucion de acido acético al 3%. El
gel se destifié después en una disolucion de acetato sédico del 7% durante al menos 1 h.

Las proteinas que exhibieron actividad de hialuronidasa se detectaron en forma de bandas palidas sobre el fondo
azul del gel [6]. Se usé como control una PAGE en condiciones nativas preparada de la misma manera, pero tefiida
con Azul Brillante de Coomassie G-250 (BIO-RAD) (Figura 6).

Elucion pasiva de la proteina del gel de poliacrilamida en condiciones nativas

La banda de proteina con actividad de hialuronidasa se extrajo del gel de poliacrilamida en condiciones nativas
tefiido con Azul Brillante de Coomassie G-250 y se coloco en un tubo estéril de 1,5 ml. Se afiadieron 0,5 ml de
tampon de elucion (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, y EDTA 0,1 mM; pH 7,5) al fragmento extraido del gel, de tal
manera que se sumergio completamente. El fragmento de gel se homogeneizd con una mano de mortero estéril y se
incubd en un agitador orbital a 30 °C durante la noche. Tras la incubacion, el gel homogeneizado se centrifugd a
5.000-10.000 x g (centrifuga 5402, Eppendorf) durante 10 min y el sobrenadante se extrajo con mucho cuidado y se
transfirid a un tubo nuevo de 1,5 ml. Tras concentrarlo 10 veces con una columna BIOMAX 5k (Millipore), se verificd
en el sobrenadante la presencia de la proteina eluida mediante SDS-PAGE, y después se sometié a un ensayo de
actividad de hialuronidasa y, como confirmacion, a secuenciacion N-terminal (Figura 5).

Determinacién del peso molecular de la proteina mediante espectrometria de masas

Se mezcld 1 pl de hialuronidasa (alrededor de 0,5 pg) con 1 pl de una disolucion compuesta de 20 ug/ul de acido
sinapinico (SA) en un 50% de acetonitrilo con un 0,1% de &cido trifluoroacético (TFA). La mezcla obtenida se
transfirio a una placa de MALDI y se sometié a analisis como se indicé en la seccion Materiales y Métodos. El
resultado del analisis se informa en la Figura 7.

Isoelectroenfoque

Una alicuota de 20 pl (20 ug) de la hialuronidasa obtenida en la etapa d) se mezclé con 125 pl de tampdn de carga
[urea 8 M, 2% de CHAPS, ditiotreitol 50 mM (DTT), 0,2% (p/v) de anfolito Bio-Lyte 2/10 y azul de bromofenol] y se
cargd en una tira IPG de pH 3-10 (ReadyStrips de 7 cm, BIO-RAD), incubando la muestra en la tira a 25 °C durante
11 h. Después de 11 h de absorcion de la muestra, la tira se cargd para el isoelectroenfoque (IEF) en la celda
PROTEAN IEF (BIO-RAD). Al final del isoelectroenfoque, la tira se secd con papel de filtro (Whatman), se
humedecié con agua MilliQ, y se tiid durante 45 min mediante el uso de una disolucién de tincion de geles de IEF
(BIO-RAD). La tira se destifid durante 1 h o mas con una disolucion de destefido (disolucion de destefiido,
Coomassie R-250, BIO-RAD). El punto isoeléctrico de la muestra se determindé mediante la comparaciéon con los
puntos isoeléctricos de los patrones de referencia (marcador de IEF de pH 3-10, SERVA). El resultado del analisis se
informa en la Figura 8.

Comparacion entre las actividades enzimaticas de diferentes tipos de hialuronidasas

El resultado de este ensayo demuestra que la hialuronidasa segun la invencion tiene una actividad alrededor de tres
veces mayor que la mas activa de las usadas para la comparacion (Figura 9).

Secuenciacion

La secuenciacion del extremo N-terminal, que se llevé a cabo como se describié en la seccion Materiales y Métodos,
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permitio establecer que contiene la secuencia de aminoacidos siguiente:
Ala-Gly-Glu-Asn-Gly-Ala-Thr-Thr-Thr-Phe-Asp-Gly-Pro-Val-Ala (SEQ ID N° 1)
Ejemplo 3 - Preparaciones farmacéuticas

Preparacion 1 - Gel hidrofilo

Componentes Cantidades (U.l. o mg/1 g de hidrogel)
Hialuronidasa 150 U.I.
Carbomer 974P 15 mg
Glicerol 100 mg
Propilen glicol 66,75 mg
Trietanolamina (TEA) 13,25 mg
Polietilenglicol 400 66,75 mg
p-Hidroxibenzoato de metilo 2 mg
p-Hidroxibenzoato de propilo 0,2 mg
Agua purificada cs.hastalg

Se disolvio metil- y propil-parabeno en agua purificada a 80 °C. Después de enfriar la disolucién hasta temperatura
ambiente, se afadid hialuronidasa, agitando hasta que se disolvié completamente, tras lo cual se afiadio PEG 400,
continuando con la agitacion hasta que se disolvié. A esta disolucion se le afiadio Carbomer® 974P, continuando con
la agitacion hasta la dispersion homogénea e hidrataciéon completa de la misma, y después se anadié TEA para
obtener la gelacién de la fase acuosa. Finalmente, siempre con agitacion, se afiadio glicerol y propilen glicol.

Preparacion 2 - Crema hidréfila (emulsion aceite/agua)

Componentes Cantidades (U.l. o mg/1 g de crema)
Hialuronidasa 150 U.I.
Tefose 1500 110 mg
Glicerol 80 mg
Acido estearico 33 mg
Parafina liquida 40 mg
p-Hidroxibenzoato de metilo 1mg

Agua purificada

cs.hastalg

Para la preparacion de la fase oleosa, se fundié parafina liquida, acido estearico y Tefose® 1500 con agitacion a 50
°C. Por separado, la fase acuosa se preparé mediante la disolucion inicial de metil-parabeno a 80 °C, el enfriamiento
posterior hasta temperatura ambiente y la incorporacién de glicerol y hialuronidasa con agitacion hasta que se
disolvié completamente.

La fase acuosa se afiadié a la fase oleosa, continuando con la emulsificacion, tras lo cual la emulsién aceite/agua
obtenida se enfrid con agitacion hasta temperatura ambiente.

Preparacién 3 - Pomada

Componentes Cantidades (U.l. o mg/1 g de pomada)
Hialuronidasa 150 U.I.
Parafina liquida ligera 200 mg

Vaselina blanca

cs.hastalg

La base de pomada se preparoé fundiendo parafina liquida ligera y vaselina blanca con agitacion a 70 °C. Después
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Componentes Cantidades (U.l. o mg/1 g de lipogel)
Hialuronidasa 150 U.I.
Aceite de ricino hidrogenado 10 mg
Alcohol cetoestearilico 50 mg
Vaselina blanca 365 mg

Parafina liquida ligera

cs.hastalg

Se fundié parafina liquida ligera, vaselina blanca y el alcohol cetilestearilico con agitacion a 90 °C, tras lo cual, con
agitacion, se afiadié aceite de ricino hidrogenado (agente de lipogelacion) hasta su disolucion homogénea. Después
de enfriar lentamente a temperatura ambiente, se incorpord la hialuronidasa, mezclando hasta obtener una
suspension homogénea.

Preparacion 5 - Soluciones inyectables para uso intramuscular o subcutaneo

Componentes Cantidades (U.l. o mg/ml de sol.)
Hialuronidasa 200 U.I.
Lactosa 0,93
Fosfato Potasico Dibasico 0,36
Fosfato Potasico Monobasico 0,23
Cloruro sédico 9

Se disolvié lactosa y hialuronidasa, con agitacion, en solucién salina tamponada a pH 6,4 - 7,2, preparada a
temperatura ambiente, y la disolucion asi obtenida se filtré con filtros de 0,22 micras.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Fidia Farmaceutici SpA
<120> HIALURONIDASA EXTRACELULAR DE STREPTOMYCES KOGANEIENSIS
<130> P03279IT
<160> 1
<170> Patentin version 3.3
<210> 1
<211> 15
<212> PRT
<213> Streptomyces koganeiensis ATCC 31394
<400> 1

Ala Gly Glu Asn Gly Ala Thr Thr Thr Phe Asp Gly Pro Val Ala
1 5 10 15
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REIVINDICACIONES

1. La hialuronidasa de Streptomyces koganeiensis ATCC 31394 que comprende la secuencia de aminoacidos N-
terminal mostrada en SEQ ID N° 1 y que tiene un peso molecular de 21,6 kDa, un punto isoeléctrico (pl) que oscila
de 4,4 a 4,8 y una actividad enzimatica igual o mayor que 40.000 U.l./mg.

2. Un proceso para la preparacion de la hialuronidasa segun la reivindicacion 1, que comprende las etapas
siguientes:

a) someter al sobrenadante obtenido de la fermentacion de Streptomyces koganeiensis ATCC 31394 a
cromatografia de intercambio catidnico débil y aislar la fraccion de proteina con actividad de hialuronidasa;

b) someter a la fraccion de proteina con actividad de hialuronidasa de la etapa a) a diafiltracion y cromatografia de
intercambio anidnico fuerte y aislar la fraccion de proteina con actividad de hialuronidasa;

c) someter a la fraccion de proteina con actividad de hialuronidasa de la etapa b) a cromatografia de intercambio
cationico fuerte y aislar la fraccion de proteina con actividad de hialuronidasa;

d) someter a la fraccion de proteina con actividad de hialuronidasa de la etapa c) a cromatografia de intercambio
anionico fuerte y aislar la fraccion de proteina con actividad de hialuronidasa.

3. La hialuronidasa segun la reivindicacion 1 para el uso como medicamento.

4. La hialuronidasa segun la reivindicacion 3 para el uso en el tratamiento de enfermedades en las que la
degradacion de acido hialuronico en los tejidos u 6rganos afectados es ventajosa o deseable.

5. La hialuronidasa para el uso segun la reivindicaciéon 4, en la que la enfermedad se selecciona de edema,
inflamacion, sabafion, tumores solidos, alergias mediadas por IgE, enfermedades orales y hemorragias vitreas
espontaneas.

6. La hialuronidasa para el uso segun la reivindicacion 4, en la que la enfermedad es la mastitis bovina.

7. Las composiciones farmacéuticas o veterinarias que contienen la hialuronidasa de la reivindicacién 1 mezclada
con excipientes y/o vehiculos adecuados.

8. Las composiciones segun la reivindicacion 7 en forma de preparaciones inyectables o de preparaciones topicas
para aplicacion epidérmica, transdérmica u oftalmica.

9. Las composiciones segun la reivindicacion 7 6 8 que contienen ademas uno o mas principios activos
seleccionados de: antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos, agentes antitumorales, alérgenos, anestésicos
locales, antibioticos, anticuerpos monoclonales, citocinas, enzimas y acido hialurénico sulfatado.

10. Las composiciones segun la reivindicacion 9, en las que el principio activo es acido hialurénico sulfatado y la
composicion topica para aplicacion epidérmica esta en forma de crema, gel, pomada o aerosol.

11. El uso de la hialuronidasa segun la reivindicacion 1 como reactivo en ensayos bioquimicos para la
determinacion cuali/cuantitativa de acido hialurdnico.
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