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DESCRIPCION

El invento concierne a wun inhibidor de
proteina C (PCI) en calidad de agente far-
macéutico, es decir como agente terapéutico o
diagnostico in vivo o diagnéstico in vitro vy,
en particular, para la diagnosis y la terapia
de enfermedades tumorales, a un procedimiento
para la preparaciéon de un agente farmacéutico o
diagnostico de este tipo asi como a una compo-
siciéon que contiene inhidor de proteina C.

Es conocido que activadores de plasminégeno
(PA) juegan un papel en el crecimiento de los tu-
mores y durante la metdstasis tumoral. En el caso
de pacientes con tumores se manifiestan a menudo
hemorragias que se relacionan con un aumento de
la concentracién de activadores de plasminégeno
en la sangre. Inyecciones de anticuerpos frente a
uroquinasa, un activador de plasminégeno, con-
ducian en en ratones con melanomas a una tasa
de metastasis significativamente mas baja y a una
tasa de supervivencia elevada.

En el caso de tumores malignos es de gran
importancia determinar el estadio del tumor an-
tes del comienzo del tratamiento para el tipo de
tratamiento y el pronéstico clinico. En muchos
casos, un diagnédstico habitual no invasivo no da
suficiente informacién sobre el estadio del tumor.
En el caso de procedimientos segin el estado co-
nocido de la técnica, la infiltraciéon de tumores y
la metéstasis de tumores se vigilan con ayuda de
anticuerpos monoclonales o policlonales radiacti-
vamente marcados frente a antigenos que se ma-
nifiestan en las células tumorales. Es también co-
nocido que venenos celulares, que estdn unidos
a anticuerpos frente a células tumorales, pueden
actuar citotéxicamente in vitro sobre las células
tumorales. Los inconvenientes de estos métodos
segun el estado conocido de la ténica estriban,
por una parte, que se utiliza material extrano
para el cuerpo y, por consiguiente, se puede in-
ducir una respuesta inmune que puede conducir
a enfermedades del complejo inmunoldgico. Por
otra parte, venenos celulares unidos a anticuer-
pos actian también citotéxicamente de forma no
especifica sobre otras células del cuerpo no dege-
neradas.

Sorprendentemente, se ha encontrado ahora
que el inhibidor de proteina C (PCI) forma,
eventualmente en presencia de sacdridos sulfa-
tados, complejos inactivos con activadores de
plasmindégeno (PA). En presencia de sacdridos
sulfatados, se forman complejos preferentemente
con uroquinasa (UK). La velocidad de reaccién
de activadores de plaminégeno e inhibidor de
proteina C se incrementa drasticamente mediante
la adicién de un sacarido sulfatado, tal como he-
parina.

Suzuki et al. (J. biol. Chem 1883, 258
(1), 163-8) y Suzuki (Mie Med.J. 1984, 33 (3),
297-321) describen el aislamiento de inhibidor de
proteina C y su efecto sobre la coagulacién de-
pendiente del factor V.

En virtud de la formacién de complejos de in-
hibidor de proteina C con activadores de plas-
minégeno y la inhibicién de estos activadores,
provocada con ello, que juegan un papel durante
el crecimiento de tumores y su metastasis, este
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inhibidor es apropiado para el tratamiento de tu-
mores.

Es caracteristico de muchas enfermedades
neoplasticas graves una angiogénesis incontro-
lada. Entre otros, una angiogénesis de este tipo
puede ser inducida por uroquinasa que es liberada
por las células. La inhibicién de esta uroquinasa
por parte del inhibidor de proteina C conduce,
por lo tanto, también al cese de enfermedades del
tipo no neopléstico.

La angiogénesis persistente representa la
forma de patogénesis de muchas enfermedades no
neoplasticas. Son ejemplos para las denominadas
“enfermedades angidgenas” retinopatia diabética,
fibroplasia retrolental, glaucoma neovascular, ar-
tritis reumatoide, hemangioma, angiofibroma, so-
riasis y proliferacién capilar dentro de las placas
ateroescleréticas.

Por tanto, es objeto del invento un inhibidor
de proteina C en calidad de agente farmacéutico,
preferiblemente para la diagnosis in vivo o el tra-
tamiento de enfermedades angiégenas y en parti-
cular de tumores.

Puesto que el inhibidor de proteina C se mani-
fiesta en la sangre humana en una concentracién
de 2-5 pg/ml, no se han de temer efectos secunda-
rios, tales como los que se pueden esperar cuando
se emplean proteinas extranas, por ejemplo anti-
cuerpos de este tipo. Ademds, es innecesaria la
copulacién de un veneno celular, puesto que el
inhibidor propiamente dicho tiene un efecto neu-
tralizador del activador de plasmindgeno y, por
consiguiente, antimetastasis.

Para fines diagndsticos, el inhibidor puede es-
tar provisto de un agente de marcaje, preferible-
mente un agente fluorescente, luminiscente o ra-
diactivo o una enzima, de preferencia un isétopo
radiactivo o una enzima.

El inhibidor se puede emplear para la diagno-
sis in vitro al igual que para la diagnosis in vivo.

Es también objeto del invento una compo-
sicién que contiene inhibidor de proteina C y un
soporte.

Materiales de soporte apropiados son los que
son apropiados para fines farmacéuticos, es decir,
fines terapéuticos o de diagndstico in vivo o de
diagndstico in vitro.

Una composicion de este tipo puede contener
inactivador de proteina C, eventualmente mar-
cado, en una concentracién de 0,001 a 1000, de
preferencia 0,01 a 200, de manera particularmente
preferida 0,1 a 10 mg/ml y eventualmente un
sacarido sulfatado, por ejemplo heparina, sulfato
de heparina, sulfato de pentosano, sulfato de de-
xtrano, sulfato de queratano, sulfato de condroi-
tina o sulfato de dermatano, de preferencia hepa-
rina, sulfato de dextrano o de pentosano, en una
relacion molar de 10:1 a 1:100.000, de preferencia
10:1 a 1:100.000 y eventualmente aditivos estabi-
lizados en una concentraciéon de 0,1 a 2, de prefe-
rencia 0,5 a 1 g/100 ml por ejemplo albtimina.

Como marcajes entran en consideracién para
este fin marcajes conocidos, en particular un mar-
caje por isétopo radiactivo, por ejemplo con **'In.

Esta también objeto del invento un procedi-
miento para la preparaciéon de un agente para la
diagnosis de enfermedades angiégenas o tumores,
caracterizado porque un inhibidor de proteina C
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se provee de un agente de marcaje, y el inhibidor
marcado se mezcla eventualmente con un sacarido
sulfatado y eventualmente con un estabilizador.

Un marcaje radiactivo, por ejemplo con !lIn
es posible de manera correspondiente al método
que estd descrito en Biochem. Biophys. Res.
Commun. 77, 581-585, 1977.

Es ademas objeto del invento un agente para
el tratamiento de enfermedades angidgenas o tu-
mores que contiene inhibidor de proteina C y
eventualmente un sacarido sulfatado en un so-
porte liquido.

De preferencia, una composicién de este tipo
contiene inhibidor de proteina C en una concen-
tracién de 1074 a 1013, de preferencia de 0,01 a
200 y de manera particularmente preferida, 0,1 a
10 mg/ml.

Es particularmente apropiado un agente que
contiene inhibidor de proteina C y un sacarido
sulfatado, por ejemplo heparina, sulfato de hepa-
rina, sulfato de pentosano, sulfato de galactosano,
sulfato de dextrano, sulfato de queratano, sulfato
de controitina o sulfato de dermatano, de prefe-
rencia heparina, sulfato de dextrano o sulfato de
pentosano, en una relacién molar (PCI/sacdrido
sulfatado) de 10:1 a 1:100.000, de preferencia de
10:1 a 1:10.000, de manera particularmente pre-
ferida 1:20.

Es también objeto del invento un procedi-
miento para la preparacién de un agente para el
tratamiento de enfermedades angiégenas o tumo-
res, caracterizado porque inhibidor de proteina C,
eventualmente un sacarido sulfatado y un soporte
y/o un estabilizador y/o una sustancia auxiliar
farmacéuticamente inocuos se transforman en un
agente apropiado para la terapia.

Un sacarido sulfatado de este tipo es preferi-
blemente heparina, sulfato de dextrano o sulfato
de pentosano, de manera particularmente prefe-
rida sulfato de pentosano, que posee un peso mo-
lecular medio de 3-15.000, un grado de sulfatacion
de aproximadamente 20% y que se afiade en una
relacién molar (PCI/sacdrido sulfatado) de 10:1
a 1:100.000, de preferencia de 10:1 a 1:10.000, de
manera particularmente preferida 1:10 a 1:100.

Eventualmente, el agente se mezcla con esta-
bilizadores, tales como albimina, se filtra en con-
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diciones esteiles y se liofiliza.

El invento se explicara mediante los siguientes
ejemplos:
Ejemplo 1:

500 gl de una solucién de PCI (20 pg/ml) se
incuban a temperatura ambiente con 500 ul de
una solucién de UK en 50 milimoles/1 de tampén
tris (10 pg/ml), 0,1 moles/1 de NaCl, pH 8,5, en
presencia y ausencia de 5 unidades de heparina/
ml. Después de intervalos definidos, se extraen
de la tanda de incubacién muestras de 100 ul y
se separan en una electroforesis sobre un gel de
poliacrilamida que contiene dodecilsulfato de so-
dio (“electroforesis en gel SDS-PAA”) (8 g/ 100
ml de poliacrilamida). Después de una subsi-
guiente mancha de Western (Trends in Bioche-
mical Science, 103-106, 1985), las ldminas de ce-
lulosa, obtenidas en ese caso, se incuban con anti-
cuerpos frente a UK o PCI, se lavan con tampén y
se tinen. En ambos casos se manifiesta, adicional-
mente a la banda de la correspondiente proteina
después de 30’ sin heparina, después de 2’ con he-
parina una banda con un peso molecular de PM=
110.000, que corresponde al complejo a base de
UK y PCI.

Ejemplo 2:

En las muestras citadas en el Ejemplo 1 se de-
terminé la actividad de UK empleada, pipeteando
a la pertinente muestra 1000 ul de solucién de sus-
trato S 2444 (M Kabi Vitrum, 0,3 milimoles/1, en
50 milimoles/1 de Tris, NaCl 0,1 M, ph 8,5. La
reaccién del sustrato se detuvo después de una in-
cubacién durante 30 minutos a 37°C por adiciéon
de 100 ul, 8,5 moles/1 de acido acético, y la dife-
rencia de extincién que resulta por la separacién
del radical cromégeno para-nitroanilina, se mide
en un fotémetro. Con ayuda de una de las curvas
de referencia, trazada en las citadas condiciones
con UK, se determinaron las concentraciones de
UK de las muestras. De este modo, se pudo de-
mostrar, en comparacion con el valor de partida,
mediante un testigo realizado conjuntamente que
solo contenia UK, una inactivacién de UK, depen-
diente de la concentracién de PCI. En este caso,
se demostré que la inactivacion se aceleraba en
aproximadamente 20 veces mediante heparina.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para preparar un agente
para el tratamiento de enfermedades angiégenas o
tumores, caracterizado porque un inhibidor de
proteina C, eventualmente un sacéarido sulfatado
y un soporte farmacéuticamente inocuo y/o un
estabilizador y/o una sustancia auxiliar se trans-
forma para formar un agente apropiado para la
terapia. (Reserva del art. 167.2 CPE).

2.  Procedimiento para la preparacién de
un agente, para la diagnosis de enfermedades
angiégenas o tumores, caracterizado porque un
inhibidor de proteina C se provee de un agente de
marcaje, y el inhibidor marcado se mezcla even-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tualmente con un sacarido sulfatado y eventual-

mente con un estabilizador.  (Reserva del art.
167.2 CPE).

Las reivindicaciones con la mencion del art.
167.2 del Convenio Europeo de Patentes mo
producirdn efectos en Espana en la medida en
que confieran proteccion a productos quimicos
o farmacéuticos, conforme a la disposicion
transitoria del RD 2424/1986, de 10 de Oc-
tubre relativo a la aplicacion del Convenio de
Patente Europea (CPE).
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