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DESCRIPCION
Procedimientos para la preparacion de plasminégeno
SECTOR DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere tanto a un procedimiento para la preparacion de plasminégeno como a un
procedimiento para la preparacion de plasmina a partir de plasminégeno recombinante.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La produccion de grandes cantidades de polipéptidos y proteinas relativamente puras es importante para la
fabricacion de muchas formulaciones farmacéuticas. Para la produccion de muchas proteinas, se han empleado
técnicas de ADN recombinante en parte debido a que se pueden expresar grandes cantidades de proteinas
exogenas en células huésped.

La plasmina, la enzima fibrinolitica principal en los mamiferos, es una serina proteasa con especificidad de tipo
tripsina que deriva del precursor zimégeno inactivo plasminégeno que circula en el plasma. El plasminégeno en si
mismo es un polipéptido de 790 aminoacidos que tiene un residuo de glutamato en el extremo N-terminal. Los
activadores del plasmindgeno, tales como la estreptoquinasa, el activador tisular del plasmindégeno (tPA) o la
uroquinasa, escindiran la molécula de plasmindégeno de cadena sencilla para producir plasmina activa en el enlace
peptidico Arg560-Val561. Las dos cadenas polipeptidicas resultantes de plasmina se mantienen juntas mediante dos
puentes disulfuro intercatenarios. La cadena ligera de 25 kDa contiene el centro catalitico y es homdloga a la tripsina
y otras serina proteasas. La cadena pesada (60 kDa) consiste en cinco estructuras kringle de triple bucle con
secuencias de aminoacidos muy similares. Algunos de estos kringles contienen los denominados sitios de union a
lisina que son responsables de la interaccién del plasmindgeno y la plasmina con fibrina, a2-antiplasmina u otras
proteinas.

La plasmina, como potencial agente trombolitico, presenta numerosas dificultades técnicas. Entre estas dificultades
se incluyen la dificultad de preparar plasmina pura que esté relativamente libre de trazas funcionales del activador
del plasminégeno utilizado para generar la plasmina a partir de su precursor inactivo, el plasmindgeno. Las
preparaciones de plasmina estan de forma habitual ampliamente contaminadas por el activador del plasminégeno, la
estreptoquinasa o la uroquinasa, y la actividad trombolitica se ha atribuido, por lo tanto, a los activadores del
plasmin6geno contaminantes en lugar de a la propia plasmina. Los activadores del plasmindgeno contaminantes
también podrian desencadenar la hemorragia sistémica fuera del sitio especifico de la trombosis. Otro factor técnico
importante que limita la utilizacién clinica de la plasmina es que la plasmina, como serina proteasa con una amplia
especificidad, es muy propensa a la autodegradacion y la pérdida de actividad. Esta circunstancia implica
dificultades importantes en la produccion de plasmina de alta calidad, en la formulaciéon estable de esta proteasa
activa durante periodos prolongados de almacenamiento antes de su utilizacion, y en la administracién segura y
eficaz de la plasmina a pacientes humanos que padecen trombos oclusivos.

El aislamiento preparativo de plasmind6geno recombinante o plasmina preparada a partir de plasminégeno
recombinante que da lugar a una pureza farmacéutica y un rendimiento suficiente no se encuentra en el estado de la
técnica. Por lo tanto, existe la necesidad de composiciones y procedimientos para la preparacion de un
plasminégeno recombinante y de plasmina preparada a partir del plasminégeno recombinante activado por un
activador de plasminégeno.

El documento US 2004/171103 da a conocer procedimientos para la produccion de plasmina mediante la activacion
del plasmindgeno, y un procedimiento para la produccion de plasmindgeno purificado.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

Se da a conocer en el presente documento un procedimiento para la preparacién de un plasmindgeno; y para la
preparacion de una plasmina a partir del mismo.

En un aspecto, la presente invencion da a conocer un procedimiento para la preparacion de plasminogeno. El
procedimiento comprende poner en contacto una composicion que comprende un plasminégeno con un medio de
intercambio cationico en condiciones de intercambio catiénico que son suficientes para que el medio de intercambio
catiénico se una al plasmindgeno.

En otro aspecto, la presente invencion da a conocer un procedimiento para la preparacion de plasmindgeno,
comprendiendo el procedimiento:
(a) expresar un plasmindégeno recombinante utilizando un sistema de expresién recombinante en condiciones de
expresion suficientes para producir un cuerpo de inclusion de plasmindégeno recombinante;
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(b) poner en contacto el cuerpo de inclusién de plasminégeno recombinante con un tampén de solubilizacién en
condiciones de solubilizacién suficientes para obtener un cuerpo de inclusion de plasmindgeno recombinante
solubilizado;

(c) poner en contacto el cuerpo de inclusiéon de plasmindégeno recombinante solubilizado con una solucién de
replegamiento en condiciones de replegamiento para obtener una composicion que comprende el plasminégeno
recombinante, en el que se afiade PEG o sulfato de amonio a la solucién de replegamiento en condiciones de
precipitacion, en el que la solucion de replegamiento comprende el plasminégeno y polipéptidos agregados, en el
que el plasminégeno es plasmindgeno replegado, en el que las condiciones de precipitacion son suficientes para
precipitar todas o una parte sustancial de las proteinas agregadas;

(d) diafiltrar la composicion después de la etapa (c);

(e) poner en contacto la composicion con un medio de intercambio catidnico en condiciones de intercambio
i6nico que son suficientes para que el medio de intercambio catiénico se una al plasmindégeno recombinante;

(f) eluir el plasminégeno recombinante capturado por el medio de intercambio catiénico para obtener un eluato
del medio de intercambio catiénico que comprende el plasmindégeno recombinante;

(g) poner en contacto el eluato del medio de intercambio catidnico con un primer medio de afinidad en una
primera condicién de afinidad que es suficiente para que el primer medio de afinidad se una al plasminégeno
recombinante; y

(h) eluir el plasminégeno recombinante al que se unié el primer medio de afinidad para obtener una solucion de
plasminégeno que comprende el plasmindgeno recombinante.

En otros aspectos, la presente invencion da a conocer un procedimiento para la preparacion de plasmina,
comprendiendo el procedimiento:
() poner en contacto una composicion que comprende un plasmindgeno recombinante con un medio de
intercambio catidnico en condiciones de intercambio catibnico que son suficientes para que el medio de
intercambio catiénico se una al plasminégeno recombinante;
(b) poner en contacto el plasminégeno recombinante con un activador de plasminégeno en una soluciéon de
activacion en condiciones de activacion suficientes para convertir el plasminégeno recombinante en plasmina; y
(c) poner en contacto la plasmina con un medio de intercambio aniénico en condiciones de intercambio anidnico,
de manera que el medio de intercambio aniénico se una, preferentemente, al activador de plasmindégeno con
respecto a la plasmina.

En un aspecto, la presente invencion da a conocer un procedimiento para preparar una plasmina. El procedimiento
comprende: poner en contacto una composicién que comprende la plasmina con un intercambiador aniénico,
mediante lo cual, si esta presente en la composicion, se separa de la plasmina un material proteico que tiene un
punto isoeléctrico por debajo del de la plasmina.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra una realizacion de la secuencia de aminoacidos de un plasmindégeno recombinante (SEQ ID NO:
1).

La figura 2 muestra la secuencia de aminoacidos de un plasminégeno humano (SEQ ID NO: 2), que muestra la
secuencia lider de 19 residuos numerada de -19 a -1, y la secuencia de plasmindgeno mostrada como los residuos
1-791. Se muestran una serie de caracteristicas, incluyendo las siguientes: una realizacion de la secuencia de
aminoacidos de un plasminégeno recombinante (la regién sombreada corresponde a la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO: 1); dominios kringle 1-5 (doble subrayado); sitios de glucosilacion Asn289 y Thr346 (en
negrita); el sitio de activacion Arg-Val (R**'V>** en negrita); y sitios de union a lisina en kringle 1 (subrayados y con
numeracion de posicion especifica).

La figura 3 muestra comparaciones de secuencias de polipéptidos (es decir, una alineacion de espacios) entre los
cinco dominios kringle (1-5) de plasmina(plasminégeno) humano nativo. Los residuos de aminoacidos que son
idénticos a los de la misma posicién relativa en kringle 1 se muestran subrayados.

La figura 4 muestra un gel de electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) de
intermedios de purificacién. Las muestras se hicieron correr sobre un gel de poliacrilamida al 4-12%, en condiciones
reductoras, y se tifieron con colorante azul de Coomassie R-350. Los carriles 2-9 del gel 2-9 se cargaron cada uno
con 3,5 pg de proteina total. Los carriles 1 y 10, marcadores del peso molecular; carril 2, cuergos de inclusién
solubilizados; carril 3, plasminégeno recombinante replegado; carril 4, eluato de SP-SEPHAROSE™; carril 5, eluato
de ECH-lisina SEPHAROSE®; carril 6, plasmina; carril 7, carga de benzamidina SEPHAROSE®; carril 8, eluato de
benzamidina SEPHAROSE®; carril 9, plasmina de la formulacion final. Las flechas a la derecha del gel indican los
productos de autolisis de la plasmina.

La figura 5 muestra un analisis de exclusion por tamafo de plasmina recombinante purificada. Los perfiles de elucion
(A2g80) para las tres preparaciones de plasmina recombinante purificada se superponen en la figura. La plasmina
monomérica constituia el 98,3 + 0,1% de la absorbancia eluida de la columna durante cada serie. El resto (1,7 +
0,1%) de la absorbancia eluida se eluy6 antes del pico principal.

La figura 6 es un grafico que muestra el porcentaje de proteina soluble total inicial (Aso) y la actividad de
plasmindgeno recombinante que permanece en solucion después de la adicion de polietilenglicol solido (PEG) a las
concentraciones indicadas y la eliminacién del precipitado formado mediante centrifugacion.
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La figura 7 es un grafico que muestra el porcentaje de proteina soluble total inicial (Axs0) y la actividad de
plasmin6geno recombinante que permanece en solucion después de la adicién de sulfato de amonio soélido a las
concentraciones indicadas y la eliminacion del precipitado formado por centrifugacion.

La figura 8 es una superposicion de cromatogramas (trazas de absorbancia a Azso) de experimentos de cribado en
resina de cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC) que demuestran la captura directa de plasmindgeno
recombinante (TAL6003Z) a partir de los replegados precipitados con sulfato de amonio. El inicio de la fase de
elucion de cada serie se indica mediante la flecha negra y coincide con el inicio de la recogida de fracciones.

La figura 9 es una SDS-PAGE.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
I. Plasmindgeno

En un aspecto, la presente invencion da a conocer un procedimiento para la preparacion de plasmindgeno,
comprendiendo el procedimiento:

poner en contacto una composicién que comprende un plasminégeno recombinante con un medio de intercambio
catiénico en condiciones de intercambio catidnico que son suficientes para que el medio de intercambio catiénico se
una al plasminégeno recombinante.

La secuencia de aminoacidos del plasminégeno puede corresponder o basarse en cualquier especie, incluyendo,
pero sin limitarse a éstas, un ser humano, murino, bovino, ovino, porcino, equino y aviar, en la secuencia nativa o en
una forma modificada genéticamente, y de cualquier fuente, ya sea natural, sintética, o producida de forma
recombinante. En una realizacion, el plasminégeno corresponde o se basa en un plasminégeno humano.

A. Cromatografia de intercambio catidnico

El medio de intercambio catiénico puede ser una fase sélida que se une al plasminégeno recombinante presente en
la composicion. El medio de la cromatografia de intercambio catiénico se puede seleccionar entre cualquiera del
grupo de medios descritos habitualmente como medios de intercambio cati6nico, preferentemente, un medio de
intercambio cationico fuerte. El medio puede poseer una quimica o un ligando acoplado al mismo que puede permitir
la captura selectiva o preferente del plasminégeno recombinante de la composicion. Los medios de cromatografia
Utiles comprenden un soporte y uno o mas ligandos unidos al mismo que proporcionan la capacidad de unién
selectiva o preferente al plasminégeno recombinante. Entre los soportes Utiles se incluyen, a modo de ejemplo
ilustrativo, polisacaridos, tales como agarosa y celulosa, polimeros organicos, tales como poliacrilamida, metacrilato
de metilo y copolimeros de poliestireno-divinilbenceno. Se debe entender que en el presente documento no se
pretende dar a entender que solo son adecuados sustratos organicos para la utilizacién como sustrato del medio, ya
gue también se pueden utilizar materiales de soporte inorganicos, tales como silice y vidrios de borosilicato.

En algunas realizaciones, el medio de intercambio cationico esta en forma de microparticulas, que, en general,
pueden ser esféricas, o de forma alternativa, el medio de intercambio catiénico se puede disponer de manera util en
particulas o formas divididas que tienen otras formas regulares o irregulares. O, el medio puede estar en un formato
de membrana. El medio de intercambio catiénico puede ser de caracter poroso o no poroso y el medio puede ser
compresible o incompresible. Los medios de intercambio catiénico preferentes seran fisica y quimicamente
resistentes a las condiciones empleadas en el proceso de purificacion de plasminégeno, incluyendo bombeo y
filtracion de flujo transversal, y las temperaturas, pH, y otros aspectos de las distintas composiciones empleadas. En
la técnica se conocen una amplia variedad de medios de intercambio cationico, por ejemplo, aquellos en los que el
ligando acoplado es sulfopropilo o sulfato de metilo.

En una realizacion, el medio de intercambio catidonico comprende un ligando acoplado a un soporte, en el que el
ligando es sulfopropilo (SP), en el que el soporte es una agarosa. Por ejemplo, la cromatografia de intercambio
catiénico se puede realizar en un formato de columna SP-Sepharose®. SEPHAROSE® es una marca comercial
registrada de gel de agarosa en forma de microparticulas.

Preferentemente, la condicion de intercambio catiénico es suficiente para que el medio de intercambio catiénico se
una de manera selectiva o preferente al plasmindégeno recombinante presente en la composicion en relacion con una
0 mas moléculas contaminantes que también pueden estar presentes en la composicion. La molécula contaminante
puede ser una sustancia presente en la composicion que es diferente de la molécula de plasminégeno recombinante
deseada y, de manera deseable, se excluye del producto de plasminégeno recombinante final. Entre los
contaminantes se pueden incluir, pero sin limitarse a éstos, acidos nucleicos, polipéptidos, incluyendo, pero sin
limitarse a éstos, plasmindégenos no plegados y mal plegados, restos celulares, endotoxinas, etc.

Por ejemplo, la composicién se puede pasar por una columna de SP equilibrada con un tampén adecuado. El pH del
tampon adecuado puede ser, como minimo, aproximadamente pH 3,0, de manera ilustrativa, como minimo,
aproximadamente: pH 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 y 9,0. En algunas realizaciones, el tampo6n adecuado tiene un pH
acido, preferentemente, como minimo, aproximadamente pH 4,0. En otra realizacion, el tampén adecuado tiene un
pH alcalino, preferentemente, un tampén a base de Tris, como minimo, de aproximadamente pH 8,0. Después de la
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etapa de carga, la columna se puede lavar con el tampén de equilibrado o un tampdén diferente siempre que una
cantidad sustancial del plasmin6geno recombinante permanezca unida al medio.

El procedimiento comprende ademas eluir el plasminégeno recombinante al que esta unido el medio de intercambio
catidnico para obtener un eluato del medio de intercambio catidnico que comprende el plasmindgeno recombinante.
Por ejemplo, el plasmindgeno recombinante unido al medio se puede eluir del medio de intercambio catiénico con un
tampon de elucion que comprende una concentracion adecuada de una sal. En una realizacion, se utiliza un tampon
a base de Tris que comprende NaCl, como minimo, aproximadamente 200 mM para eluir el plasminégeno
recombinante de una columna de SP.

B. Cromatografia de afinidad

El eluato de intercambio catidnico que comprende el plasmin6geno recombinante se puede cargar directamente en
un medio de afinidad adecuado para cromatografia de afinidad. De manera alternativa, el eluato se puede someter a
etapas de preparacion adicionales previas a la cromatografia de afinidad. El procedimiento para la preparacion de
plasmin6geno comprende, ademas, poner en contacto el eluato de medio de intercambio catiénico con un primer
medio de afinidad en una primera condiciéon de afinidad que es suficiente para que el medio de afinidad se una al
plasmindgeno.

En una realizacion, el primer medio de afinidad comprende un ligando acoplado a un soporte, en el que el ligando
presenta afinidad por el plasminégeno.

El primer medio de afinidad puede ser una fase sélida que se une al plasminégeno presente en la composicion. El
medio puede poseer una quimica o un ligando acoplado al mismo que puede permitir la captura selectiva o
preferente del plasmindgeno de la composicion mediante interacciones de afinidad. Los medios de cromatografia de
afinidad utiles comprenden un soporte y uno o mas ligandos unidos al mismo que proporcionan la capacidad de
union selectiva o preferente al plasminégeno. Entre los soportes Utiles se incluyen, a modo de ejemplo ilustrativo,
polisacaridos, tales como agarosa y celulosa, polimeros organicos, tales como poliacrilamida, metacrilato de metilo,
y copolimeros de poliestireno-divinilbenceno. Se debe entender que, en el presente documento, no se pretende dar
a entender que s6lo son adecuados sustratos organicos para la utilizacion como sustrato del medio, ya que también
se pueden utilizar materiales de soporte inorganicos, tales como silice y vidrios de borosilicato.

En algunas realizaciones, el medio de afinidad esta en forma de microparticulas, que, en general, pueden ser
esféricas, o de forma alternativa, el medio de afinidad se puede disponer de manera Util en particulas o formas
divididas que tienen otras formas regulares o irregulares. El medio de afinidad puede ser de caracter poroso o no
poroso y el medio puede ser compresible o incompresible. Los medios de afinidad preferentes seran fisica y
guimicamente resistentes a las condiciones empleadas en el proceso de purificacién de plasmindgeno. En la técnica
se conocen una amplia variedad de medios de afinidad, por ejemplo, aquellos en los que el ligando acoplado es una
lisina, un anticuerpo o un ion metalico.

En una realizacién, el medio de afinidad comprende un ligando acoplado a un soporte. En otra realizacion, el ligando
es lisina, en la que el soporte es una agarosa. Por ejemplo, el primer medio de afinidad se puede utilizar en un
formato de columna ECH Lisina SEPHAROSE®.

C. Plasminégeno recombinante

El plasmindgeno es un plasmindgeno recombinante. Por ejemplo, se puede preparar una molécula de acido nucleico
gue codifica el plasminégeno de la presente invencién a partir de varias fuentes, por ejemplo, a través de sintesis
quimica utilizando la secuencia de ADN conocida o mediante la utilizacion de técnicas de clonacién estandar
conocidas por los expertos en la materia. Los clones de ADNc que llevan la secuencia codificante del plasminégeno
pueden identificarse mediante la utilizacion de sondas de hibridacion de oligonucleétidos disefiadas de manera
especifica en base a la secuencia conocida del plasminégeno.

En una realizacion, el plasmindégeno recombinante de la presente invencién es un zimégeno recombinante que es
capaz de activarse a una enzima plasmina funcional después de un proceso de activacién que, como minimo,
implica la escision proteolitica de un enlace peptidico Arg-Val situado entre el dominio kringle y el dominio de serina
proteasa del zimoégeno.

El plasmindégeno recombinante puede presentar propiedades de unién a fibrina y antiplasmina, asi como
propiedades de activacion del plasmin6geno humano nativo de longitud completa. En diversas realizaciones, el
plasmindgeno recombinante y/o la plasmina derivada del mismo pueden caracterizarse, como minimo, por uno de
los siguientes:
i) en realizaciones particulares, pesos moleculares mas bajos con respecto a moléculas de plasmina
(plasmindgeno) nativas de longitud completa que dan lugar a una mayor actividad especifica (por mg de
proteina);
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i) en realizaciones particulares, la falta, como minimo, de dos sitios de glucosilacién que se encuentran en la
proteina nativa, combinada con pesos moleculares relativamente bajos, facilita la produccién recombinante de
esta proteina utilizando sistemas de expresion relativamente econémicos;

iii) en realizaciones particulares, la capacidad del plasmindgeno para ser activado por el activador de
plasmindgeno estreptoquinasa, uroquinasa, tPA y/o estafiloquinasa;

iv) en realizaciones particulares, la presencia de un Unico dominio kringle N-terminal homdélogo a un dominio
kringle de plasminégeno humano nativo, en las que se conservan las propiedades de unién a fibrina de la
plasmina, que son importantes para la eficacia trombolitica;

v) en realizaciones particulares, la presencia de sitios de unién a a2-antiplasmina en el Unico dominio kringle
N-terminal homoélogo a un dominio kringle de plasmindgeno humano nativo, lo cual puede permitir que las
plasminas sean inhibidas rapidamente por este inhibidor fisiolégico de plasmina (una caracteristica que puede
evitar la hemorragia);

vi) en realizaciones particulares, la ausencia de kringle 5, que mantiene el sitio de union principal a fibrina
(fibrinégeno) intacto, sin digerir, puede permitir la utilizacion de la plasmina con el menor agotamiento de
fibrinégeno circulante;

vii) en realizaciones particulares, la presencia de un Gnico dominio kringle N-terminal homoélogo a un dominio
kringle de plasmin6geno humano nativo, en las que los Ultimos cuatro residuos de aminoacidos dentro del
dominio kringle son V, P, Q, y C, proporciona una union de tipo nativo al dominio de serina proteasa (es decir,
una union similar a la unién del dominio natural entre el dominio kringle 5 y el dominio de serina proteasa de
plasmin6geno humano); y

viii) en realizaciones particulares, después de la expresion del plasminégeno recombinante, su extremo
N-terminal se puede escindir de nuevo (por ejemplo, se escindi6 de nuevo durante la activacion) para
proporcionar un extremo N-terminal de tipo nativo.

En otras realizaciones, el plasminégeno recombinante tiene una Unica region kringle N-terminal al sitio de activacion
y el dominio de serina proteasa. En algunas realizaciones, la Gnica region kringle que contiene moléculas puede
comprender secuencias adicionales (secuencias N-terminal adicionales derivadas de las de las regiones kringle
nativas de un plasminégeno nativo) N-terminal al sitio de activacién. Los dominios kringle N-terminal pueden incluir
secuencias kringle de kringles 1y 4 de la plasmina (plasmindgeno) nativa y equivalentes funcionales de los mismos.
Ademas, realizaciones particulares de los plasmindgenos recombinantes y las plasminas preparadas a partir de los
mismos pueden mostrar una inmunogenicidad reducida debido a las estructuras de tipo nativo. Por ejemplo, en
algunas realizaciones, el plasminégeno recombinante tiene un extremo N-terminal idéntico al de una de las formas
naturales de plasmindégeno derivado de plasma humano, que, después de la activacion por el activador del
plasminégeno (por ejemplo, estreptoquinasa), produce polipéptidos de plasmina que comprenden extremos
N-terminales de tipo nativo. De manera adicional, en otras realizaciones, el plasminégeno recombinante puede tener
una secuencia entre los dominios de Kringle y de serina proteasa que es similar a la unién entre Kringle 5 y el
dominio SP en plasmina humana natural.

En otra realizacion, la presente invencion da a conocer un procedimiento para preparar un plasminégeno
recombinante, en el que el plasmindégeno recombinante comprende la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1
(figura 1). En una realizacion, el polipéptido de plasminégeno recombinante es, como minimo, el 90% o el 95%, o el
98% idéntico a la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1. En otras realizaciones, el plasminégeno recombinante
comprende un Unico dominio kringle que es, como minimo, el 90% o el 95%, o el 98% idéntico al dominio kringle 1 o
kringle 4 del plasminégeno dominio humana nativo; y el dominio C-terminal es, como minimo, el 90% o el 95%, o el
98% idéntico al dominio del sitio de activacion y la serina proteasa de plasminégeno humano. En algunas
realizaciones, el polipéptido de plasminégeno recombinante tiene una secuencia de aminoacidos tal como se
muestra en la SEQ ID NO: 1, y sustituciones conservativas de la misma. En otras realizaciones, el polipéptido tiene
un residuo de arginina en una posicion relativa analoga a la de la posicion 85 de la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEQ ID NO: 1.

En otras realizaciones, los plasmindégenos recombinantes tienen una Unica region kringle N-terminal al sitio de
activacion y al dominio serina proteasa, en las que los residuos en ciertas posiciones del dominio Unico kringle
N-terminal del plasmindgeno estan conservados con respecto a kringle 1 de plasminégeno humano nativo. Estos
pueden ser residuos en las posiciones asociadas a puentes disulfuro y de union a lisina, e incluyen Cys84, Cys105,
Cys133, Cys45, Cys157 y Cys162 y Prol36-Pro140, Pro143-Tyrl46 y Arg153-Tyrl56, respectivamente (posiciones
enumeradas tal como se muestra en la SEQ ID NO: 2 (figura 2). Adicionalmente, se pueden caracterizar
guimicamente realizaciones particulares del plasminégeno recombinante por contraste con miniplasmina
(plasminégeno) que tiene una composicion de dominio analoga (es decir, kringle-serina proteasa (K-SP) (véase
Sottrup-Jensen, L., y otros, Progress in Chemical Fibrinolysis and Thrombolysis (“Progreso en fibrindlisis y
trombdlisis quimica”), volumen 3, (Editores: J.F. Davidson, y otros) Raven Press, Nueva York (1978)), pero, entre
otras cosas, carece de una arginina (Arg) en una posicion relativa analoga a la de la posicién 85 de la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 (figura 1). En algunas realizaciones, el plasmindgeno recombinante de la
presente invencion comprende un Unico dominio kringle N-terminal que comprende un residuo de Arg en una
posicion relativa analoga a la de la posicion 85 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1. Entre
los ejemplos no limitantes de una posicion relativa analoga a la de la posicion 85 de la secuencia de aminoacidos
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mostrada en la SEQ ID NO: 1 se incluyen las posiciones Arg (153), Arg (234), Arg (324) y Arg (426) de la secuencia
de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 2 (figura 2).

En otras realizaciones, las posiciones especificas de los residuos nombrados pueden variar algo sin dejar de estar
presentes en el polipéptido en posiciones estructural y funcionalmente analogas (es decir, relativas a la estructura
kringle del dominio N-terminal; véase Chang, Y., y otros, tal como se describié anteriormente). En algunas
realizaciones, el dominio Unico kringle N-terminal del polipéptido de plasmina (plasminégeno) tiene un porcentaje de
identidad, como minimo, de un residuo mas con kringle 1 o kringle 4 de plasminégeno humano nativo que con
kringle 5 de plasmin6geno humano nativo.

Ademas, en realizaciones particulares, el plasminégeno recombinante puede caracterizarse funcionalmente por
contraste con la miniplasmina (plasminégeno). En una realizacion, la plasmina preparada a partir del plasminégeno
recombinante muestra una mayor velocidad de inhibiciébn por la az-antiplasmina, por ejemplo, de hasta
aproximadamente uno o dos 6rdenes de magnitud mas rapida que la velocidad de inhibicién de la miniplasmina.

La caracterizacion del dominio Unico kringle N-terminal del plasminégeno como "N-terminal” sélo significa que el
dominio esta presente en N-terminal al sitio de activacion y no significa que estén presentes residuos de
aminoacidos adicionales N-terminal al dominio en si. Ademas, el nimero y la identidad de los residuos interpuestos
entre el residuo de cisteina mas C-terminal del dominio Unico kringle N-terminal (es decir, el residuo Cys mas
C-terminal mostrado en la figura 3) y el sitio de activacion del plasminégeno pueden variarse sin apartarse del
alcance de la presente invencion. Un experto en la materia sera capaz de determinar estas variaciones (union de
tipo kringle 1 de éacidos coaminocarboxilicos, sin aumento sustancial del tamafio del mutante por delecién o
introduccion de sitios de glucosilacion potencialmente problematicos) sin experimentacion indebida en base a la
divulgacion en el presente documento y las referencias citadas en el mismo para orientacion con respecto a la
funcién y la estructura de kringle 1.

Se entendera ademas que, dependiendo de los criterios usados, la "posicion" o secuencia exacta de los dominios
kringle, del sitio de activacién y de serina proteasa del plasminégeno recombinante puede diferir ligeramente en
variaciones particulares dentro del alcance de la presente invencion. Por ejemplo, la localizacién exacta del dominio
kringle en relacién al sitio de activacion puede variar ligeramente y/o la secuencia N-terminal al dominio kringle
puede variar en la longitud. Entre dichas variantes se pueden incluir, pero sin limitarse a éstas, deleciones,
inserciones, inversiones, repeticiones y sustituciones. La orientacion relativa a qué cambios de aminoacidos son
probablemente fenotipicamente silenciosos puede encontrarse en Bowie, J.U., y otros, "Deciphering the Message in
Protein Sequences: Tolerance to Amino Acid Substitutions” (“Descifrando el mensaje en las secuencias de
proteinas: tolerancia a las sustituciones de aminoacidos”), Science 247: 1306-1310 (1990).

De este modo, las variantes, fragmentos, derivados o analogos del polipéptido de la SEQ ID NO: 1 pueden ser (i)
aquellos en los que uno o mas de los residuos de aminoacidos (por ejemplo, 3, 5, 8, 10, 15 6 20 residuos) estan
sustituidos por un residuo de aminoacido conservado o no conservado (preferentemente, un residuo de aminoacido
conservado). Dichos residuos de aminoacidos sustituidos pueden estar o no codificados por el codigo genético, o (ii)
aquellos en los que uno o0 mas de los residuos de aminoacidos incluyen un grupo sustituyente (por ejemplo, 3, 5, 8,
10, 15 6 20), o (iii) aquellos en los que el polipéptido maduro esta fusionado con otro compuesto, tal como un
compuesto para incrementar la semivida del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol), o (iv) aquellos en los que los
aminoacidos adicionales estan fusionados con el polipéptido maduro, tal como un péptido de regién de fusion Fc de
IgG o secuencia lider o secretora 0 una secuencia que se emplea para la purificacién del polipéptido maduro o una
secuencia de proproteina. Dichos fragmentos, derivados y analogos se consideran dentro del alcance de los
expertos en la materia a partir de las ensefianzas en el presente documento.

Tal como se ha indicado, los cambios son, preferentemente, de una naturaleza menor, tales como sustituciones
conservativas de aminoacidos que no afectan de manera significativa al plegamiento o la actividad de la proteina.
Naturalmente, el nUmero de sustituciones de aminoacidos que haria un experto en la materia depende de muchos
factores, incluyendo los descritos anteriormente. En términos generales, el nUmero de sustituciones para cualquier
polipéptido de plasmindgeno determinado no sera de mas de 50, 40, 30, 25, 20, 15, 10,5 6 3.

Los aminoacidos en el plasmindgeno recombinante que son esenciales para la funcion se pueden identificar
mediante procedimientos conocidos en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al sitio o mutagénesis de rastreo
de alanina (Cunningham y Wells, Science 244: 1081-1085 (1989)). El ultimo procedimiento introduce mutaciones
individuales de alanina en cada residuo en la molécula. A continuacion, las moléculas mutantes resultantes se
prueban por la actividad biolégica, por ejemplo, tal como se muestra en los ejemplos proporcionados en el presente
documento. Los sitios que son criticos para la union a ligando también pueden determinarse mediante analisis
estructural, tal como cristalizacion, resonancia magnética nuclear o marcado por fotoafinidad (Smith, y otros, J. Mol.
Biol. 224: 399-904 (1992) y de Vos, y otros, Science 255: 306-312 (1992)). Incluso si la delecion de uno o mas
aminoacidos del extremo N-terminal de una proteina da lugar a la modificacion o pérdida de una o mas funciones
biologicas de la proteina, todavia pueden mantenerse otras actividades bioldgicas.
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También se contempla que se pueden producir plasminégenos recombinantes mediante procedimientos de sintesis
en fase sélida. Véase Houghten, R. A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 5131-5135 (1.985); y la patente de Estados
Unidos No. 4.631.211 de Houghten y otros (1986).

Los polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos de un porcentaje de identidad indicado con respecto a
una secuencia de aminoacidos de referencia de la SEQ ID NO: 1 se pueden determinar utilizando los
procedimientos, incluyendo los procedimientos asistidos por ordenador, indicados anteriormente con respecto a
polinucleétidos. Las secuencias de aminoacidos del polipéptido se examinan y se comparan, al igual que las
secuencias de nucleétidos en la descripcion anterior. Un experto en la materia entendera que conceptos, tales como
los puntos finales moleculares descritos para los polinucleétidos tendran analogos directos cuando se considera la
utilizacion correspondiente de dichos procedimientos y programas para el andlisis de polipéptidos. Por ejemplo, las
correcciones manuales descritas con respecto a polinucleétidos se refieren a los puntos de los extremos 5'y 3' de
los acidos nucleicos, pero la misma descripcion se entendera como aplicable a los extremos N-terminal y C-terminal
de los polipéptidos.

La presente invencién también abarca polipéptidos de plasmindgeno recombinante que se modifican
diferencialmente durante o después de la traduccion, por ejemplo, mediante glucosilacion, acetilacién, fosforilacion,
amidacion, derivatizacién mediante grupos protectores/bloqueantes conocidos, escisién proteolitica, unién a una
molécula de anticuerpo u otro ligando celular, etc. Se pueden llevar a cabo cualquiera de las numerosas
modificaciones quimicas mediante técnicas conocidas, incluyendo, pero sin limitarse a éstas, la escision quimica
especifica por bromuro de ciandgeno, tripsina, quimotripsina, papaina, proteasa V8 de S. aureus, NaBHg;
acetilacion, desamidacion, formilacion, metilacion, oxidacion, reduccion; sintesis metabdlica en presencia de
tunicamicina; etc.

Entre las modificaciones adicionales posteriores a la traduccion comprendidas por la presente invencién se incluyen,
por ejemplo, cadenas de carbohidratos unidas a N o unidas a O, procesamiento de los extremos N-terminal o
C-terminal, unién de grupos quimicos a la estructura de aminoacidos, modificaciones quimicas de cadenas de
carbohidratos unidas a N o unidas a O, y la adicion de un residuo de metionina N-terminal como resultado de
vectores y construcciones adaptadas para la expresion de los polipéptidos de plasminégeno recombinante, por
ejemplo para la expresion en células huésped cultivadas procariotas. En algunas realizaciones, el plasminégeno
recombinante también se puede modificar, por ejemplo, con un marcador de afinidad (por ejemplo, marcas de His,
marcas de GST) o un marcador detectable, tal como un marcador enzimatico, fluorescente o isotopico.

D. Vectores y células huésped

El procedimiento para la preparacion de plasmindgeno o una plasmina preparada a partir del mismo comprende
expresar el plasminégeno recombinante utilizando un sistema de expresion recombinante.

El origen de la célula huésped para la expresion de la proteina no debe limitarse, por ejemplo, la célula huésped
puede ser, por ejemplo, microorganismos, tales como bacterias (por ejemplo, las que pertenecen al género
Escherichia y las que pertenecen al género Bacillus) y levaduras (por ejemplo, el género Saccharomyces y el género
Pichia). Por ejemplo, el género Escherichia incluye, pero sin limitarse a éstos, Escherichia coli (E. coli) K12DH1,
M103, JA221, HBI101, X600, azul XL-1 y JM109. Por ejemplo, el género Bacillus incluye, pero sin limitarse a éstos,
Bacillus subtilis MI114 y 207-21. Por ejemplo, la levadura incluye, pero sin limitarse a éstas, Saccharomyces
cerevisiae AH22, AH22R.sup.-, NA87-11A y DKD-5D y Pichia pastoris. La patente de Estados Unidos No. 6.068.995
divulga la produccion de una proteina mediante una célula huésped capaz de expresar la proteina deseada.

Por ejemplo, se puede insertar una molécula que tiene la secuencia codificante de plasminégeno (por ejemplo, SEQ
ID NO: 1) en un vector de clonacién apropiado para la expresion en una célula huésped. El vector de clonacién se
puede construir para proporcionar las funciones reguladoras apropiadas requeridas para la transcripcion, la
traduccion y el procesamiento eficaz de la secuencia codificante. Entre las células huésped adecuadas para
expresar el ADN que codifica el plasmindégeno se incluyen células procariotas, levaduras, o células eucariotas
superiores. Entre las procariotas adecuadas se incluyen, por ejemplo, bacterias, tales como arqueobacterias y
eubacterias. Las bacterias preferentes son eubacterias, tales como organismos Gram-negativos o Gram-positivos,
por ejemplo, Enterobacteriaceae, tales como E. coli. Ademas, el vector puede ser, por ejemplo, un plasmido, un
fago, un vector viral o retroviral. Los vectores retrovirales pueden ser de replicacion competente o de replicacion
defectuosa. En este ultimo caso, la propagacion viral se producird, en general, sélo en células huésped cultivadas de
complementacion. En una realizacion, el sistema de expresion recombinante es un sistema de expresion basado en
E. coli.

Ademas de las procariotas, los microbios eucariotas, tales como los hongos o levaduras filamentosas, también
pueden ser huéspedes de expresion adecuados para los vectores que codifican el plasminégeno. Por ejemplo, se
puede utilizar Saccharomyces cerevisiae. En otra realizacion, el sistema de expresion recombinante es un sistema
de expresién basado en Pichia. Sin embargo, un conjunto de otros géneros, especies y cepas estan habitualmente
disponibles y son utiles en el presente documento.
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Las células huésped adecuadas apropiadas para la expresion del ADN que codifica el plasminégeno también se
pueden derivar de organismos multicelulares. Entre los ejemplos de células de invertebrados se incluyen células
vegetales (por ejemplo, de la familia de la lenteja de agua, tal como Lemna) y de insecto. Las células de cultivos
vegetales de algoddn, maiz, patata, soja, petunia, tomate y tabaco también se pueden utilizar como huéspedes.
Estan disponibles las secuencias reguladoras y secuencias sefial compatibles con células vegetales. La patente de
Estados Unidos No. 6.815.184 divulga expresar un polipéptido en la lenteja de agua.

Se puede introducir un vector de expresion de plasminégeno en las células huésped y las células huésped
cultivadas en medios nutrientes convencionales modificados segun sea apropiado para inducir promotores,
seleccionar transformantes, o amplificar los genes que codifican las secuencias de plasminégeno deseadas. Son
conocidos por el experto en la materia numerosos procedimientos de transfeccion, por ejemplo, fosfato de calcio y
electroporacion. Dependiendo de la célula huésped utilizada, la transformacion se realiza utilizando técnicas
estandar apropiadas para dichas células. Por ejemplo, si se utilizan células procariotas para producir plasminégeno,
se pueden cultivar en medios adecuados en los que el promotor puede inducirse de manera constitutiva o artificial tal
como se describe, en general, por ejemplo, en Sambrook y otros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(“Clonacion molecular: un manual de laboratorio”) (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York 1989). De este
modo, se pueden introducir construcciones recombinantes en células huésped cultivadas utilizando técnicas bien
conocidas, tales como infeccién, transduccion, transfeccion, transveccion, electroporacion y transformacion.

En algunas realizaciones, los polinucledtidos que codifican el plasminégeno recombinante se pueden unir a un
vector que contiene un marcador seleccionable para la propagacion en un huésped cultivado. Son preferentes
vectores que comprenden regiones de control que actian en cis al polinucléotido que codifica el plasminégeno. Se
pueden suministrar factores apropiados que actian en trans mediante el huésped cultivado, mediante un vector de
complementacion o mediante el propio vector después de la introduccion en el huésped cultivado. En algunas
realizaciones, los vectores proporcionan la expresion especifica, que puede ser inducible y/o especifica del tipo de
célula. En una realizacion, entre dichos vectores estan aquellos inducibles por factores ambientales que son faciles
de manipular, tales como la temperatura y los aditivos nutrientes.

Entre los ejemplos no limitantes de vectores de expresion Utiles en la presente invencion se incluyen vectores
derivados de cromosomas, episomas y virus, por ejemplo, vectores derivados de plasmidos bacterianos,
bacteri6fagos, episomas de levadura, elementos cromosémicos de levadura, virus, tales como baculovirus,
papovavirus, virus vaccinia, adenovirus, virus de la viruela aviar, virus de la pseudorrabia y retrovirus, y vectores
derivados de combinaciones de los mismos, tales como césmidos y fagémidos.

Los insertos de ADN se pueden unir de modo operativo a un promotor apropiado, tal como el promotor PL fago
lambda, los promotores de E. coli lac, trp y tac, los promotores temprano y tardio de SV40 y los promotores de LTR
retrovirales, por nombrar algunos. Otros promotores adecuados seran conocidos por el experto en la materia. Las
construcciones de expresion contendran, ademas, sitios para el inicio de la transcripcion, terminacién y, en la regién
transcrita, un sitio de unién a ribosoma para la traduccién. La parte codificante de los transcritos maduros
expresados por las construcciones puede incluir un inicio de la traduccion al principio y un codén de terminacién
(UAA, UGA o UAG) situado de manera apropiada al final del polipéptido a traducir.

Tal como se ha indicado, los vectores de expresion pueden incluir, como minimo, un marcador seleccionable. Entre
dichos marcadores se incluyen dihidrofolato reductasa o resistencia a neomicina para cultivo de células eucariotas y
genes de resistencia a ampicilina o tetraciclina para el cultivo en E. coli y otras bacterias. Entre los ejemplos no
limitantes de huéspedes cultivados apropiados se incluyen, pero sin limitarse a éstos, células bacterianas, tales
como células de E. coli, Streptomyces y Salmonella typhimurium; células fungicas, tales como células de levadura;
células de insecto, tales como células de Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; células de animales, tales como CHO,
COS y células de melanoma de Bowes; y células vegetales. Los medios de cultivo y las condiciones apropiadas para
las células huésped cultivadas descritas anteriormente son conocidos en la técnica.

Por ejemplo, en otras realizaciones, el sistema de expresion recombinante es un sistema de expresion basado en
mamifero. Lineas celulares de mamifero disponibles como huéspedes para la expresion son conocidas en la técnica,
incluyendo lineas celulares inmortalizadas disponibles de la American Type Culture Collection (“Coleccién americana
de cultivos tipo”) (ATCC). Entre las células huésped de mamifero de ejemplo se incluyen, pero sin limitarse a éstas,
lineas celulares de primates y lineas celulares de roedores, incluyendo lineas celulares transformadas.
Preferentemente, para la integracion estable del ADN vector, y para la posterior amplificacion del ADN vector
integrado, ambas mediante procedimientos convencionales, se emplean células de ovario de hamster chino (CHO)
como la célula huésped de mamifero de eleccion. Entre otras lineas celulares adecuadas se incluyen, pero sin
limitarse a éstas, células Hela, células de rifién de cria de hamster (BHK), células de rifion de mono (COS-1),
células de carcinoma hepatocelular humano (por ejemplo, Hep G2), células 293 humanas transformadas con
adenovirus, células L-929 de ratén, lineas celulares de hamster HaK, células murinas 3T3 derivadas de ratones
Swiss, Balb-c o NIH y un conjunto de otras lineas celulares. Otra de las lineas de células de mamifero adecuada es
la linea celular CV-1. Las células diploides normales, cepas celulares derivadas del cultivo in vitro de tejido primario,
asi como explantes primarios, también son adecuadas. Las células candidatas pueden ser deficientes
genotipicamente en el gen de seleccion, o pueden contener un gen de seleccién que actla de forma dominante.
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Por ejemplo, las células huésped pueden transformarse con dicho uno o mas vectores que llevan el ADN de
plasmindgeno, por ejemplo, mediante procedimientos conocidos en la técnica, y a continuacion, se pueden cultivar
en condiciones adecuadas, si se desea, con la amplificacion de uno o ambos genes introducidos. A continuacion, el
plasmindgeno expresado se puede recuperar y purificar a partir del medio de cultivo (o de la célula, por ejemplo, si
se expresa intracelularmente) mediante procedimientos conocidos por un experto en la materia.

Los vectores adecuados para la replicacion en células de mamifero pueden incluir replicones virales, o secuencias
que aseguran la integracion de la secuencia codificante del plasminégeno en el genoma del huésped. Entre los
vectores adecuados se pueden incluir, por ejemplo, los derivados del virus de simio SV40, retrovirus, virus del
papiloma bovino, virus vaccinia y adenovirus. Los componentes de los vectores, por ejemplo, replicones, genes de
seleccion, potenciadores, promotores, y similares, pueden obtenerse de fuentes naturales o se pueden sintetizar
mediante procedimientos conocidos.

Un vector adecuado, por ejemplo, puede ser uno derivado del virus vaccinia. En este caso, se inserta el ADN
heterélogo en el genoma de vaccinia. Las técnicas para la inserciéon de ADN exdgeno en el genoma del virus
vaccinia son conocidas en la técnica, y utilizan, por ejemplo, recombinacién homoéloga. La insercion del ADN
heterdlogo es, en general, en un gen que no es de naturaleza esencial, por ejemplo, el gen de la timidina quinasa
(tk), que también proporciona un marcador seleccionable.

Los vectores de expresion de mamifero pueden comprender una o mas unidades de transcripcion eucariotas que
son capaces de la expresion en células de mamifero. Por ejemplo, la unidad de transcripcion puede comprender,
como minimo, un elemento promotor para mediar la transcripcion de secuencias de ADN exdgeno. Los promotores
adecuados para células de mamifero son conocidos en la técnica e incluyen promotores virales, tales como los de
virus de simio 40 (SV40), citomegalovirus (CMV), virus del sarcoma de Rous (RSV), adenovirus (ADV) y virus del
papiloma bovino (BPV).

La unidad de transcripcion también puede comprender una secuencia de terminacién y secuencias de adicion poli(A)
unidas de modo operativo a la secuencia de plasmindgeno. La unidad de transcripciéon también puede comprender
una secuencia potenciadora para aumentar la expresion de plasmindgeno.

De manera opcional, también pueden incluirse secuencias que permiten la amplificaciéon del gen, al igual que
secuencias que codifican marcadores seleccionables. Los marcadores seleccionables para células de mamifero son
conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, timidina quinasa, dihidrofolato reductasa (junto con metotrexato
como amplificador de DHFR), aminoglucésido fosfotransferasa, higromicina B fosfotransferasa, asparagina
sintetasa, adenosina desaminasa, metalotioneina, y genes resistentes a antibioticos, tales como neomicina. O, por
ejemplo, el ADN vector puede comprender todo o parte del genoma del virus del papiloma bovino y puede
transportarse en lineas celulares, tales como células de raton C127, como un elemento episomal estable.

En una realizacion, el plasmin6geno recombinante se puede preparar utilizando la tecnologia PER.C6" (Crucell,
Holanda, Paises Bajos). La expresién de proteinas recombinantes se da a conocer, por ejemplo, por la patente de
Estados Unidos No. 6.855.544, que divulga procedimientos y composiciones para la produccion de proteinas
recombinantes en una linea celular humana.

Entre los vectores preferentes para utilizacion en bacterias se incluyen, por ejemplo, pET24b o pET22b, disponibles
en Novagen, Madison, WI (pET-24b(+) y pET-22b(+) = pET Expression System 24b (No. de catalogo 69750) y 22b
(No. de catdlogo 70.765), respectivamente, EMD Biosciences, Inc., Novagen Brand, Madison, WI, véase
http://www.emdbiosciences.com, seccion de informacion sobre productos en relacion con pET-24b y pET-22b para
obtener detalles con respecto al vector), pQE70, pQE60 y pQE-9, disponibles en Qiagen Inc., Valencia, CA; vectores
pBS, vectores PHAGESCRIPT, vectores BLUESCRIPT, pNH8A, pNH16a, pNH18A, pNH46A, disponibles en
Stratagene, LaJolla, CA; y ptrc99a, pKK223-3, pKK233-3, pDR540, pRIT5 disponibles en Pharmacia (ahora Pfizer,
Inc., Nueva York, NY). Entre los vectores eucariotas preferentes se encuentran pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1
y pSG disponibles en Stratagene; y pSVK3, pBPV, pMSG y pSVL disponibles en Pharmacia. Otros vectores
adecuados seran facilmente evidentes para el experto en la materia.

Entre los promotores bacterianos adecuados para utilizar en la presente invencion se incluyen los promotores lacl y
lacZ de E. coli, los promotores T3y T7, el promotor gpt, los promotores PR y PL lambda, y el promotor trp. Entre los
promotores eucariotas adecuados se incluyen el promotor temprano inmediato de CMV, el promotor de timidina
quinasa de HSV, los promotores temprano y tardio de SV40, los promotores de LTR retrovirales, tales como los del
virus del sarcoma de Rous (RSV) y promotores de metalotioneina, tales como el promotor de metalotioneina | de
raton.

En algunas realizaciones, la introducciéon de una construccién de vector en la célula huésped cultivada puede

efectuarse mediante transfeccion con fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccion
mediada por lipidos catidnicos, electroporacion, transduccion, infeccion u otros procedimientos. Dichos
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procedimientos se describen en muchos manuales de laboratorio estandar, tales como Davis y otros, Basic Methods
in Molecular Biology (“Procedimientos basicos en biologia molecular”), 22 edicién (1995).

La transcripcion del ADN que codifica los plasmindgenos de la presente invencioén por eucariotas superiores se
puede aumentar mediante la insercion de una secuencia potenciadora en el vector. Los potenciadores son
elementos de ADN que actdan en cis, habitualmente aproximadamente de 10 a 300 pb, que actian para aumentar la
actividad transcripcional de un promotor en un tipo de célula huésped cultivada determinada. Entre los ejemplos de
potenciadores se incluyen el potenciador de SV40, que se encuentra en el lado tardio del origen de replicacion en
los pb 100 a 270, el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el potenciador de polioma en el lado
tardio del origen de replicacion, y potenciadores de adenovirus.

Para la secrecién de la proteina traducida en el lumen del reticulo endoplasmatico, en el espacio periplasmico o en
el entorno extracelular, se pueden incorporar sefiales de secrecion apropiadas en el polipéptido expresado. Las
sefiales pueden ser endégenas al polipéptido o pueden ser sefiales heterélogas.

En diversas realizaciones, los plasmindgenos se pueden expresar en una forma modificada, tal como una proteina
de fusién, y pueden incluir no sélo sefales de secrecion, sino también regiones funcionales heterélogas adicionales.
Por ejemplo, se puede afiadir una region de aminodacidos adicionales, particularmente aminoacidos cargados, al
extremo N-terminal, por ejemplo, el polipéptido para mejorar la estabilidad y persistencia en la célula huésped
cultivada, durante la purificacion, o durante la posterior manipulaciéon y almacenamiento. Ademas, se pueden afiadir
grupos peptidicos al polipéptido para facilitar la purificacién. Dichas regiones se pueden eliminar antes de la
preparacion final del polipéptido. La adicion de grupos peptidicos a polipéptidos para generar la secrecion o la
excrecion, para mejorar la estabilidad y para facilitar la purificacion, entre otros, son técnicas familiares y rutinarias
en el sector de la técnica. Una proteina de fusion preferente comprende una regién heteréloga de inmunoglobulina
que es util para solubilizar proteinas. Por ejemplo, el documento EP 0 464 533 Al (su homdlogo canadiense,
2.045.869) da a conocer proteinas de fusion que comprenden diversas partes de la regidon constante de moléculas
de inmunoglobulina junto con otra proteina humana o parte de la misma. En muchos casos, la parte Fc en una
proteina de fusién es completamente ventajosa para utilizar en terapia y en diagnoéstico y, de este modo, da lugar,
por ejemplo, a propiedades farmacocinéticas mejoradas. Por otro lado, para algunas utilizaciones seria deseable
poder eliminar la parte de Fc después de que la proteina de fusion se haya expresado, detectado y purificado de la
manera ventajosa descrita. Este es el caso cuando la parte de Fc resulta ser un obstaculo para utilizar en terapia y
diagnostico, por ejemplo, cuando la proteina de fusiéon se va a utilizar como antigeno para inmunizaciones. En el
descubrimiento de farmacos, por ejemplo, las proteinas humanas se han fusionado con partes de Fc con el objetivo
de ensayos de cribado de alto rendimiento (tales como receptor de hIL5 para identificar antagonistas de hiL-5).
Véase, Bennett, D., y otros, J. Molecular Recognition, 8: 52-58 (1995) y Johanson, K. y otros, J. Biol. Chem., 270
(16): 9459 - 9471 (1995).

En una realizacion, se aisla el plasminégeno insoluble de las células huésped procariotas en un tampon de
aislamiento adecuado. Por ejemplo, las células huésped se pueden exponer a un tampon de fuerza iénica adecuada
para solubilizar la mayoria de proteinas del huésped, pero en el que el plasminégeno agregado es sustancialmente
insoluble, y rompiendo las células para liberar los cuerpos de inclusion y asi tenerlos disponibles para su
recuperacion, por ejemplo, mediante centrifugacion. Esta técnica es conocida por un experto en la materia, y se
describe una variacion, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos No. 4.511.503, que divulga un procedimiento
de solubilizacién de proteinas heterélogas producidas en una forma refractil insoluble en un cultivo de células
huésped recombinantes. La etapa de expresion del plasmindgeno recombinante comprende realizar el sistema de
expresion en condiciones de expresion suficientes para producir un cuerpo de inclusion de plasminégeno
recombinante.

Sin estar vinculado a ninguna teoria particular, se cree que la expresion de una proteina recombinante, por ejemplo,
en E. coli, da lugar con frecuencia a la deposicion intracelular de la proteina recombinante en agregados insolubles
denominados cuerpos de inclusion. La deposicién de proteinas recombinantes en cuerpos de inclusion puede ser
ventajosa, tanto porque los cuerpos de inclusion acumulan proteina recombinante altamente purificada, como
porque la proteina secuestrada en cuerpos de inclusion esta protegido de la accion de proteasas bacterianas.

En general, las células huésped (por ejemplo, células de E. coli) se recogen después de una cantidad apropiada de
crecimiento y se suspenden en un tampén adecuado antes de la rotura por lisis utilizando técnicas, tales como, por
ejemplo, procedimientos mecanicos (por ejemplo, oscilador sénico), o mediante procedimientos quimicos o
enzimaticos. Entre los ejemplos de procedimientos quimicos o enzimaticos de rotura celular se incluyen la accion de
esferoplastos, que comprende la utilizacion de lisozima para lisar la pared bacteriana, y el choque osmético, que
implica el tratamiento de células viables con una solucién de tonicidad elevada y con un lavado en agua fria de
tonicidad baja para liberar los polipéptidos.

Después de la rotura de la célula huésped, la suspension se centrifuga habitualmente para sedimentar los cuerpos
de inclusion. El sedimento resultante contiene sustancialmente la totalidad de la fraccion de polipéptido insoluble,
pero si el proceso de rotura celular no es completo, también puede contener células intactas o fragmentos de células
rotas. La completacién de la rotura celular se puede analizar mediante la resuspension del sedimento en una
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pequefia cantidad de la misma solucion tampén y el examen de la suspension con un microscopio de contraste de
fase. La presencia de fragmentos de células rotas o células completas indica que es necesaria una rotura adicional
para eliminar los fragmentos o células y los polipéptidos no refringente asociados. Después de dicha rotura
adicional, si se requiere, la suspension se puede centrifugar de nuevo y el sedimento se puede recuperar,
resuspender y analizar. El proceso se puede repetir hasta que el examen visual revele la ausencia de fragmentos de
células rotas en el material sedimentado o hasta que un tratamiento adicional no logre reducir el tamafio del
sedimento resultante. Una vez obtenido a partir de los cuerpos de inclusién solubilizados o en una etapa posterior de
purificacién, el plasmindgeno puede replegarse de manera adecuada segun la presente invencién. El grado de
cualquier despliegue se puede determinar mediante cromatografia, incluyendo cromatografia liquida de alta
resolucion en fase inversa (RP-HPLC).

Si el plasminégeno no esta aun en forma soluble antes del repliegue, puede solubilizarse mediante incubacién en un
tampon de solubilizacion que comprende un agente caotrépico (por ejemplo, urea, guanidina) y un agente reductor
(por ejemplo, glutation, DTT, cisteina) en cantidades necesarias para solubilizar sustancialmente el plasminégeno.
Esta incubacion tiene lugar en condiciones de concentracion de plasmindgeno, tiempo de incubacion y temperatura
de incubacién que permitiran que tenga lugar la solubilizacion del plasminégeno. La medicién del grado de
solubilizacion del plasminégeno recombinante en el tampdén se puede llevar a cabo mediante la determinacion de la
turbidez, analizando el fraccionamiento del plasminégeno entre el sobrenadante y el sedimento después de
centrifugacion en geles de SDS reducidos, mediante el ensayo de proteinas (por ejemplo, el kit de ensayo de
proteinas Bio-Rad), o mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). El procedimiento de preparacion del
plasmindgeno recombinante comprende ademas poner en contacto el cuerpo de inclusion del plasminégeno
recombinante con un tampdn de solubilizaciéon en condiciones de solubilizacién suficientes para obtener un cuerpo
de inclusion del plasminégeno recombinante solubilizado.

El pH del tampdn de solubilizacion puede ser alcalino, preferentemente, como minimo, aproximadamente pH 7,5,
siendo el intervalo preferente, de aproximadamente pH 7,5 a aproximadamente pH 11. La concentracion de
plasminégeno en la solucién tamponada para la solubilizacion debe ser tal que el plasminégeno se solubilice
sustancialmente y se reduzca y desnaturalice parcial o totalmente. De manera alternativa, el plasminégeno puede
ser inicialmente insoluble. La cantidad exacta a emplear dependera, por ejemplo, de las concentraciones y tipos de
otros ingredientes en la solucién tamponada, particularmente, el tipo y la cantidad de agente reductor, el tipo y
cantidad de agente caotropico, y el pH del tampén. Por ejemplo, la concentracién de plasminégeno se puede
aumentar si se incrementa de manera simultanea la concentracion de agente reductor, por ejemplo, glutation.

El procedimiento de preparacion del plasmindégeno comprende, ademas, poner en contacto el cuerpo de inclusion
del plasminégeno recombinante solubilizado con una disolucidon de replegamiento en condiciones de replegamiento
para obtener una composicion que comprende el plasminégeno recombinante. En algunas realizaciones, es
deseable producir una solucioén de proteinas solubilizadas méas concentrada antes del replegamiento en dilucion. Por
ejemplo, en una realizacion, el plasmindgeno se diluye con un tampén de replegamiento, preferentemente, como
minimo, aproximadamente cinco veces, mas preferentemente, como minimo, de aproximadamente diez a
aproximadamente veinte veces. En otras realizaciones, el plasmindégeno se dializa contra el tampon de
replegamiento.

La concentracion de plasmindgeno en el tampo6n de replegamiento puede ser tal que la proporcién de conférmero
plegado correctamente recuperado con respecto a conformero mal plegado recuperado se maximizara, segin se
determina mediante HPLC, RIA o bioensayo. La incubacion de replegamiento se lleva a cabo para maximizar el
rendimiento del conférmero de plasminégeno plegado correctamente y la proporcion de conférmero de
plasmindgeno plegado correctamente recuperado con respecto a conférmero de plasminégeno mal plegado
recuperado, segun se determina mediante RIA o HPLC, y para minimizar el rendimiento de plasminégeno asociado
multimérico, tal como se determina mediante el balance de masas, por ejemplo.

La composicién de replegamiento se somete a una etapa de diafiltracién después de la etapa de replegamiento,
pero antes del procesamiento aguas abajo adicional para eliminar o reducir de manera sustancial las formas
agregadas de plasmindgeno recombinante después de la etapa de replegamiento. Por ejemplo, las mezclas de
replegamiento se pueden pasar a través de un filtro de profundidad, a continuacién se diafiltran, seguido de una
filtracion posterior antes de cualquier cromatografia aguas abajo. En algunas realizaciones, la recuperacion de la
actividad del plasminégeno a través de uno o mas etapas de filtracion y/o diafiltracion secuenciales es, como
minimo, de aproximadamente el 70%, preferentemente, como minimo, de aproximadamente el 80%, el 90%, 0 mas.
El procedimiento para preparar el plasminégeno comprende, ademas, diafiltrar la composicion después de la etapa
de replegamiento y antes de la etapa de puesta en contacto con el medio de intercambio catiénico.

El plasmindgeno recombinante agregado se precipita de manera selectiva mediante la adicion de una concentracion
apropiada de polietilenglicol (PEG) o sulfato de amonio a la mezcla de replegamiento. En las condiciones
apropiadas, la proteina agregada puede volverse insoluble por el PEG o sulfato de amonio afiadidos, y la mayoria de
la proteina recombinante replegada correctamente se puede mantener en solucién. Después de la eliminacion de los
agregados de proteina precipitados mediante centrifugacion o filtracion, el sobrenadante/filtrado resultante se puede
procesar posteriormente. Al completar la etapa de replegamiento, se afiaden PEG o sulfato de amonio sélidos hasta
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una concentracién apropiada, y se agita la mezcla para disolver el PEG o sulfato de amonio y se permite que tenga
lugar la precipitacion resultante de la proteina agregada. Después de un tiempo de precipitacion, se puede extraer el
precipitado mediante uno o mas procedimientos de aclarado (por ejemplo, filtracion de profundidad, centrifugacion,
microfiltracion, etc., y combinaciones de los mismos), preferentemente, mediante filtracion de profundidad. El filtrado
resultante se puede someter a continuacion a un procesamiento adicional para preparar el plasminégeno
recombinante.

Entre los ejemplos de PEG se incluyen, pero sin limitarse a éstos, PEG 200, PEG 300, PEG 400, PEG 600, PEG
1000, PEG 2000, PEG 3350, PEG 4000, PEG 4600, PEG 5000, PEG 6000 y PEG 8000. En una realizacion, se
afiade un PEG a una solucidon de replegamiento en condiciones de precipitacion, en la que la solucion de
replegamiento comprende el plasmindgeno y polipéptidos agregados, en la que el plasmindgeno es plasminégeno
replegado, en la que las condiciones de precipitacion son suficientes para precipitar la totalidad o una parte
sustancial de las proteinas agregadas. En otras realizaciones, se afiade el PEG para alcanzar concentraciones
finales de PEG, como minimo, de aproximadamente el 1% (p/v), de manera ilustrativa, aproximadamente el 1, 2, 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, y 20% (p/v). En algunas realizaciones, se realiza una primera
precipitacion con PEG y, como minimo, una precipitacién adicional con PEG.

En otras realizaciones, se afiade sulfato de amonio (por ejemplo, sulfato de amonio sélido) a la solucién de
replegamiento para alcanzar concentraciones finales de sulfato de amonio correspondientes, como minimo, a
aproximadamente el 1% de saturacion, de manera ilustrativa, como minimo, aproximadamente el 1, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 y 70%,

En una realizacion, el filtrado resultante (después de la precipitacion con PEG o sulfato de amonio) puede ponerse
en contacto con un medio de cromatografia de interaccion hidréfoba adecuado en condiciones de interaccion
hidréfoba adecuadas suficientes, de manera que el medio de cromatografia de interaccion hidrofoba captura,
preferentemente, el plasmindgeno. El medio de interaccion hidréfoba puede ser una fase sélida que se une al
plasmindégeno. El medio de cromatografia de interaccion hidréfoba puede seleccionarse entre cualquiera del grupo
de medios de cromatografia descritos habitualmente como medio de interaccion hidroéfoba. EI medio puede poseer
una quimica o un ligando acoplado al mismo que puede permitir la captura selectiva o preferente del plasminégeno.
Los medios de cromatografia Utiles comprenden un soporte y uno o mas ligandos unidos al mismo que proporcionan
la capacidad de unién selectiva o preferente al plasmindgeno. Entre los soportes Utiles se incluyen, a modo de
ejemplo ilustrativo, polisacaridos, tales como agarosa y celulosa, polimeros organicos, tales como poliacrilamida,
metacrilato de metilo, y copolimeros de poliestireno-divinilbenceno. Se debe entender que en el presente documento
no se pretende dar a entender que sélo son adecuados sustratos organicos para la utilizacion como sustrato del
medio, ya que también se pueden utilizar materiales de soporte inorganicos, tales como silice y vidrios de
borosilicato.

En algunas realizaciones, el medio de interaccion hidrofoba esta en forma de microparticulas, que, en general,
pueden ser esféricas, o de forma alternativa, el segundo medio de afinidad se puede disponer de manera util en
particulas o formas divididas que tienen otras formas regulares o irregulares. En una realizacion, el medio puede
estar en forma de membrana. El medio de interaccion hidréfoba puede ser de caracter poroso 0 no poroso y el
medio puede ser compresible o incompresible. Los medios de interaccion hidréfoba preferentes seran fisica y
guimicamente resistentes a las condiciones empleadas en el proceso de purificacion. En la técnica se conocen una
amplia variedad de medios de interaccion hidrofoba, por ejemplo, aquellos en los que el ligando acoplado es un
grupo fenilo, octilo o butilo.

En una realizacion, el medio de interaccién hidr6foba comprende un ligando acoplado a un soporte, en el que el
ligando es un grupo fenilo, en el que el soporte es una agarosa. Por ejemplo, la cromatografia de interaccion
hidréfoba se puede realizar en un formato de columna feniI-Sepharose®.

En algunas realizaciones, después de la extraccion de los agregados de plasmindgeno precipitados mediante
centrifugacion o filtracion, el sobrenadanteffiltrado resultante que comprende el plasminégeno recombinante
replegado correctamente, opcionalmente, se captura y se purifica directamente mediante cromatografia de
interaccion hidréfoba.

Si se desea, la utilizacion de precipitacion selectiva y/o cromatografia de interaccion hidréfoba puede, aunque no
necesariamente, sustituir dichas una o mas etapas de filtrado/diafiltracion de la mezcla de replegamiento,
proporcionando asi una estrategia alternativa a la purificacion de la proteina recombinante.

En algunas realizaciones, después de la etapa o etapas de someter la mezcla de replegamiento a una 0 mas etapas
de filtrado/diafiltracion y/o una etapa de precipitacion selectiva y/o cromatografia de interaccion hidréfoba, la solucién
resultante que comprende el plasminégeno recombinante puede purificarse adicionalmente mediante contacto de la
solucién resultante con el medio de intercambio catiénico (por ejemplo, SP-Sepharose®) y/o el primer medio de
afinidad (por ejemplo, columna de ECH-lisina).
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Después de una 0 mas etapas de preparacion, segun la presente invencion, el plasminégeno preparado de este
modo se puede activar para obtener plasmina o se puede almacenar a una temperatura adecuada (por ejemplo,
-20°C, -80°C) antes de la activacion del plasminégeno.

De este modo, en realizaciones particulares, la presente invencion da a conocer un procedimiento para la

preparacion de plasmindgeno, comprendiendo el procedimiento:
(a) expresar un plasmindgeno recombinante utilizando un sistema de expresion recombinante en condiciones de
expresion suficientes para producir un cuerpo de inclusién de plasminégeno recombinante;
(b) poner en contacto el plasmin6geno recombinante con un tampén de solubilizacion en condiciones de
solubilizacion suficientes para obtener un plasminégeno recombinante solubilizado;
(c) poner en contacto el plasminégeno recombinante solubilizado con una solucion de replegamiento en
condiciones de replegamiento para obtener una composicion que comprende el plasminégeno recombinante, en
el que se afiaden PEG o sulfato de amonio a la solucion de replegamiento en condiciones de precipitacion, en el
gue la solucién de replegamiento comprende el plasminégeno y polipéptidos agregados, en el que el
plasmindgeno es plasmindgeno replegado, en el que las condiciones de precipitacion son suficientes para
precipitar la totalidad o una parte sustancial de las proteinas agregadas;
(d) diafiltrar la composicion después de la etapa (c);
(e) poner en contacto la composicion con un medio de intercambio catidnico en condiciones de intercambio
i6nico que son suficientes para que el medio de intercambio catiénico se una al plasminégeno recombinante;
(f) eluir el plasminégeno recombinante capturado por el medio de intercambio catiénico para obtener un eluato
del medio de intercambio catiénico que comprende el plasminégeno recombinante;
(g) poner en contacto el eluato del medio de intercambio catidnico con un primer medio de afinidad en una
primera condicion de afinidad que es suficiente para que el primer medio de afinidad se una al plasminégeno
recombinante; y
(h) eluir el plasminégeno recombinante unido por el primer medio de afinidad para obtener una solucién de
plasminégeno que comprende el plasmindgeno recombinante.

Las condiciones de expresion son suficientes para proporcionar un cuerpo de inclusién del plasminégeno
recombinante. El cuerpo de inclusion del plasmin6geno recombinante se pone en contacto con un tampén de
solubilizacién en condiciones de solubilizacién suficientes para obtener un cuerpo de inclusiéon del plasminégeno
recombinante solubilizado. El cuerpo de inclusion del plasminégeno recombinante solubilizado se pone en contacto
con una solucion de replegamiento en condiciones de replegamiento para obtener una composicion que comprende
el plasminégeno recombinante.

1. Plasmina

En otros aspectos, la presente invencién da a conocer un procedimiento para la preparacion de plasmina. En una
realizacion, el procedimiento comprende poner en contacto una composicion de plasmina con un medio de afinidad
(por ejemplo, benzamidina-SEPHAROSE®), en el que la composicién de plasmina comprende plasmina preparada
mediante la activacién de un plasmindégeno con un activador de plasminégeno. En algunas realizaciones, el
plasmin6geno se prepara segun la presente invencion. El plasmindégeno es un plasminégeno recombinante
preparado segun la presente invencion.

A. Conversion de plasminégeno en plasmina

El procedimiento para la preparacion de plasmina comprende poner en contacto el plasminégeno con un activador
de plasminégeno en una solucidon de activacion en condiciones de activacion suficientes para convertir el
plasminégeno en una plasmina.

En general, el plasminégeno puede activarse (es decir, escindirse para proporcionar plasmina) utilizando una
concentracion catalitica de un activador de plasminégeno (por ejemplo, estreptoquinasa, uroquinasa, tPA, tripsina),
que puede ser soluble y/o inmovilizado. En algunas realizaciones, la activacion del plasminégeno puede tener lugar
a aproximadamente 4°C o mas, por ejemplo, aproximadamente 4, 10, 20, 25, 37 o mas grados Celsius y
habitualmente puede tardar, como minimo, varios minutos o mas, preferentemente, como minimo, aproximadamente
1, 2, 4, o mas horas. El plasmindgeno puede escindirse en presencia de uno o mas reactivos, incluyendo
estabilizantes y/o excipientes, tales como omega-aminoacidos, sales, sacarosa, alcoholes (por ejemplo, etanol,
metanol, 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol, glicerol, etilenglicol), y combinaciones de los mismos. Entre los
omega-aminoacidos se pueden incluir lisina, acido épsilon aminocaproico (e-ACA), acido tranexamico, polilisina,
arginina y combinaciones o analogos de los mismos. Los agentes estabilizantes se describen, por ejemplo, en la
publicacion de patente de Estados Unidos No. 20030012778.

En una realizacion, el activador de plasmindgeno es un activador de plasminégeno soluble. En otra realizacion, el
procedimiento para la preparacion de plasmina comprende poner en contacto el plasminégeno con un activador de
plasmindgeno en una solucién de activacion en condiciones de activacion suficientes para convertir el plasminégeno
en una plasmina, en el que el activador de plasmindgeno es un activador de plasminégeno inmovilizado.
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Por ejemplo, el activador del plasminégeno puede ser adsorbido sobre una matriz adecuada. Por ejemplo, se ha
descrito que la estreptoquinasa es todavia capaz de activar el plasminégeno a plasmina cuando la estreptoquinasa
esta unida fuertemente a nitrocelulosa (Kulisek y otros, Anal. Biochem. 177: 78-84 (1989)). Ademas, la adsorcion de
la estreptoquinasa a una resina de intercambio i6énico adecuada puede hacer que se inmovilice y todavia sea capaz
de activar el plasminégeno.

La estreptoquinasa inmovilizada también se describe en Rimon y otros, Biochem. Biophy. Acta 73: 301 (1963), que
utiliza un copolimero diazotizado de p-aminofenilalanina y leucina. Estos autores utilizaron la estreptoquinasa
inmovilizada para estudiar el mecanismo de activacién del plasminégeno. Sugitachi y otros, Thromb. Haemost.
(Stuttg.) 39: 426 (1978) describen la inmovilizacion del activador de plasminégeno, uroquinasa, en nylon. La patente
de Estados Unidos No. 4.305.926 propone la inmovilizacién de la estreptoquinasa sobre un polimero biocompatible,
tal como nylon, Dacron, colageno, polivinilpirrolidona o p-aminofenilalanina copolimérica y leucina.

En una realizacion, la estreptoquinasa se inmoviliza sobre una superficie utilizando una marca de afinidad tal como
se describe en la patente de Estados Unidos No. 6.406.921. La superficie puede ser organica o inorganica, biolégica
0 no biolégica, o cualquier combinacion de estos materiales. En una realizacién, la superficie es transparente o
translicida. Son adecuados numerosos materiales para utilizar como superficie. Por ejemplo, la superficie puede
comprender un material seleccionado entre un grupo que comprende silicio, silice, cuarzo, vidrio, vidrio de poro
controlado, carbono, alumina, diéxido de titanio, germanio, nitruro de silicio, zeolitas y arseniuro de galio. Muchos
metales, tales como oro, platino, aluminio, cobre, titanio, y sus aleaciones, son también opciones para las
superficies. Ademas, también se pueden utilizar muchos ceramicos y polimeros. Entre los polimeros que pueden
utilizarse como superficies se incluyen, pero sin limitarse a éstos, los siguientes: poliestireno; poli(tetra)fluoroetileno;
(poli)vinilidendifluoruro; policarbonato; polimetacrilato de metilo; poliviniletileno; polietilenimina; poli(éter éter)cetona;
polioximetileno  (POM); polivinilfenol;  polilactidos; polimetacrilimida  (PMI);  polialquenosulfona  (PAS);
polihidroxietiimetacrilato; polidimetilsiloxano; poliacrilamida; poliimida; copolimeros de bloque; y las resinas
fotosensibles Eupergit®, peliculas de Langmuir-Blodgett polimerizadas, y estructuras LIGA también pueden servir
como superficies en la presente invencion.

La condicion de activacion es suficiente para convertir la totalidad o una cantidad sustancial del plasminégeno en
una plasmina, proporcionando asi una composicion que comprende la plasmina.

B. Cromatografia de intercambio anionico

En otros aspectos, la presente invencion da a conocer un procedimiento para la preparaciéon de una plasmina. El
procedimiento comprende poner en contacto una composicién que comprende la plasmina con un intercambiador
anionico, mediante lo cual, si esta presente en la composicion, se separa de la plasmina un material proteico que
tiene un punto isoeléctrico por debajo del de la plasmina.

Sin estar vinculado a ninguna teoria particular, se cree que para cualquier material proteico habra un pH en el que el
numero total de cargas negativas es igual al nUmero de cargas positivas. Este es el punto isoeléctrico de la proteina
(o pl), es decir, el pH en el cual la proteina no lleva carga neta. Por encima de su pl, la proteina tendra una carga
neta negativa y se unira a un intercambiador aniénico.

En una realizacion preferente, la plasmina que esta presente en la composicién es un producto de un plasminégeno
gue ha sido activado por un activador de plasmindégeno. Se pone en contacto un plasmindégeno recombinante con un
activador de plasmindgeno (por ejemplo, una estreptoquinasa) para proporcionar la plasmina. En una realizacion, la
composicion que comprende la plasmina es una solucion de activacién a la que se ha ajustado el pH, si es
necesario, antes de contactar con el intercambiador aniénico.

En otra realizacion, la composicion que comprende la plasmina es un eluato o una solucion de flujo pasante de una
etapa de cromatografia (por ejemplo, cromatografia de afinidad utilizando benzamidina), en la que se ha ajustado el
pH del eluato o de la solucién de flujo pasante, si es necesario, antes del contacto con el intercambiador anidnico.

El material proteico a separar de la plasmina tiene un pl por debajo del pl de la plasmina. En algunas realizaciones,
el material proteico es el activador de plasmindgeno (por ejemplo, estreptoquinasa) o un fragmento del mismo, en el
gue la composicion que comprende la plasmina se pone en contacto con un medio de intercambio aniénico en
condiciones de intercambio anidnico suficientes para obtener un flujo pasante en el intercambiador aniénico que
comprende la plasmina, en el que las condiciones de intercambio aniénico son tales que el medio de intercambio
aniénico se une, preferentemente, al activador de plasmindgeno con respecto a la plasmina.

Sin estar vinculado a ninguna teoria particular, se cree que la protedlisis de la estreptoquinasa como consecuencia
de su activacion del plasminégeno se produce después del contacto de la estreptoquinasa con el plasmindgeno.
Ademas de la formacion de plasmina, se pueden formar fragmentos de estreptoquinasa de pesos moleculares
variables después de la activacion del plasminégeno por la estreptoquinasa.
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En una realizacién, el material proteico es un fragmento de estreptoquinasa que tiene un peso molecular de menos
de aproximadamente 45 kD, tal como se determina mediante electroforesis en gel en condiciones desnaturalizantes,
por ejemplo. En otra realizacién, el fragmento tiene un peso molecular de aproximadamente 40, 25, 15, 10 kD o
menos. En algunas realizaciones, el fragmento tiene un peso molecular de aproximadamente 15 kD.

En una realizacion, antes del contacto de la composicion que comprende la plasmina con el intercambiador aniénico,
se ajusta el pH de la composicion para que sea menor que el pl de la plasmina, pero mayor que el pl del material
proteico a separar de la plasmina. En algunas realizaciones, se ajusta el pH de la composicion para que sea de
aproximadamente 5,0 a aproximadamente 10,0, de manera ilustrativa, aproximadamente: 10, 9,9, 9,8, 9,7, 9,6, 9,5,
94,93,92,91,9,89,88,8,7,86,85,84,83,82,81,8,79,78,7,7,76,75,7,4,73,72,7,1,7,6,9, 6,8, 6,7,
6,6, 6,5, 6,4, 6,3, 6,2, 6,1, 6, 5,9, 58, 5,7, 5,6, 5,5, 5,4, 5,3, 5,2, 5,1 y 5. En otra realizacion, se ajusta el pH de la
composicion para que sea de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 7. En otras realizaciones, se ajusta el pH de
la composicién para que sea de aproximadamente 7 a aproximadamente 8. En todavia otras realizaciones, se ajusta
el pH de la composicién para que sea de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 8.

En diversas realizaciones, el material proteico es un activador de plasminégeno o un fragmento del mismo. En una
realizacién, la composicion que comprende la plasmina es una solucién de activacion en la que un plasminégeno es
convertido por un activador de plasmindgeno para formar la plasmina. En algunas realizaciones, la solucion de
activacion (que comprende la plasmina formada en la misma) se pone en contacto directamente con el
intercambiador anionico, en el que antes del contacto, se ajusta el pH de la solucion de activacion, si es necesario.
En otra realizacion, antes del contacto de la solucién de activaciéon con el intercambiador, la solucién de activacion
se somete a una o mas etapas de purificacion de la plasmina, tales como, pero sin limitarse a éstas, filtracion,
cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio i6nico y/o cromatografia de interaccion hidréfoba. Por
consiguiente, en algunas realizaciones, se puede poner en contacto un eluato o una composicion de flujo pasante
obtenidos a partir de dicha una o mas etapas de purificacion de plasmina con el intercambiador aniénico después del
ajuste apropiado del pH del eluato o la composicién de flujo pasante, si es necesario.

Por ejemplo, en una realizacion, en la que la plasmina comprende un pl de aproximadamente 9 o superior, en la que
el material a separar es un fragmento de estreptoquinasa (por ejemplo, un fragmento que tiene un peso molecular de
aproximadamente 15 kD o menos) que tiene un pl de aproximadamente 5, se puede ajustar el pH de la composicién
para que sea de aproximadamente 6 a aproximadamente 8, para realizar la uniéon del fragmento (es decir, el
material), pero no la plasmina, al intercambiador.

A modo de otro ejemplo, en otras realizaciones, en las que la plasmina comprende un pl de aproximadamente 7 a
aproximadamente 8, en las que el material a separar es un fragmento de estreptoquinasa (por ejemplo, un
fragmento que tiene un peso molecular de aproximadamente 15 kD o menos) que tiene un pl de aproximadamente
5, se puede ajustar el pH de la composicion para que sea de aproximadamente 6 a aproximadamente 7, para
realizar la union del fragmento (es decir, el material), pero no la plasmina, al intercambiador.

En algunas realizaciones, los procedimientos pueden llevarse a cabo en lotes 0 como procesos continuos.

En otras realizaciones, la solucién de flujo pasante obtenida a partir del intercambiador aniénico se puede someter a
un procesamiento adicional que incluye la purificacion adicional de la plasmina contenida en la misma y/o la
reduccion de cualquier patdgeno que pueda estar contaminando la plasmina. En algunas realizaciones, la
purificaciéon adicional se realiza mediante etapas de filtracion adicionales (por ejemplo, nanofiltracion) y/o etapas de
cromatografia, incluyendo, pero sin limitarse a éstas, cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio iénico
y cromatografia de interaccion hidrofoba.

El procedimiento para la preparacion de plasmina comprende poner en contacto la solucién de activacion con un
medio de intercambio anidnico en condiciones de intercambio aniénico para obtener un flujo pasante en el
intercambiador aniénico que comprende la plasmina, en el que las condiciones de intercambio aniénico son tales
que el medio de intercambio anionico se une, preferentemente, al activador de plasminégeno con respecto a la
plasmina.

El medio de intercambio anionico puede ser una fase sélida que se une al activador de plasmindgeno presente en la
solucién de activacion. El medio de cromatografia de intercambio aniénico se puede seleccionar entre cualquiera del
grupo de medios de cromatografia descritos habitualmente como medios de intercambio aniénico, preferentemente,
un intercambiador de aniones fuertes. El medio puede poseer una quimica o un ligando acoplado al mismo que
puede permitir la captura selectiva o preferente del activador de plasmindgeno de la solucién de activacion. Los
medios de cromatografia Gtiles comprenden un soporte y uno 0 mas ligandos unidos al mismo que proporcionan la
capacidad de union selectiva o preferente al plasminégeno recombinante. Entre los soportes Utiles se incluyen, a
modo de ejemplo ilustrativo, polisacaridos, tales como agarosa y celulosa, polimeros organicos, tales como
poliacrilamida, metacrilato de metilo, y copolimeros de poliestireno-divinilbenceno. Se debe entender que en el
presente documento no se pretende dar a entender que sélo son adecuados sustratos organicos para la utilizacion
como sustrato del medio, ya que también se pueden utilizar materiales de soporte inorganicos, tales como silice y
vidrios de borosilicato.
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En algunas realizaciones, el medio de intercambio anionico esta en forma de microparticulas, que, en general,
pueden ser esféricas, o de forma alternativa, el medio de intercambio aniénico se puede disponer de manera Util en
particulas o formas divididas que tienen otras formas regulares o irregulares. En una realizacion, el medio esta en
forma de membrana. El medio de intercambio anidnico puede ser de caracter poroso o no poroso y el medio puede
ser compresible o incompresible. Los medios de intercambio aniénico preferentes seran fisica y quimicamente
resistentes a las condiciones empleadas en el proceso de purificacién, incluyendo bombeo vy filtracion de flujo
transversal, y las temperaturas, pH, y otros aspectos de las distintas composiciones empleadas. En la técnica se
conocen una amplia variedad de medios de intercambio anidnico, por ejemplo, aquellos en los que el ligando
acoplado es amonio cuaternario (Q) o aminoetilo cuaternario (QAE).

En una realizacion, el medio de intercambio aniénico comprende un ligando acoplado a un soporte, en el que el
ligando es amonio cuaternario, en el que el soporte es una membrana. Por ejemplo, la cromatografia de intercambio
anionico se puede realizar en un formato de columna membrana Q o Q-Sepharose®. En una realizacion, el
intercambiador aniénico es una membrana Q.

En otras realizaciones, el medio de intercambio aniénico comprende un ligando acoplado a un soporte, en el que el
ligando es amina o amonio cuaternario, en el que el soporte es una membrana. Por ejemplo, la cromatografia de
intercambio anidnico se puede realizar en un formato de columna membrana Q o Q-Sepharose®. En una realizacion,
el intercambiador aniénico es una membrana Q. Entre los adsorbentes de membrana de intercambio aniénico
disponibles en el mercado se incluyen Sartorius Sartobind® Q (Sarorius, Bohemia, NY), Mustang® Q Port (Pall
Corporation, Washington, NY), y ChromaSorb® (Millipore, Billerica, MA). En otra realizacion, el intercambiador
aniénico es una membrana Q Sartobind® MA 5.

En otras realizaciones, la solucion de flujo pasante obtenida a partir del intercambiador aniénico comprende una
cantidad del activador del plasminégeno o fragmento del mismo que es menor que la cantidad del mismo que estaba
presente en la composicion antes del contacto con el intercambiador aniénico. En una realizacion, la composicién de
plasmina resultante esta sustancialmente libre del material proteico que tiene un pl inferior al pl de la plasmina.

En algunas realizaciones, la plasmina que esta presente en la solucion de flujo pasante del intercambiador anionico
tendra habitualmente una pureza, como minimo, de aproximadamente el 50% (en peso), de manera ilustrativa, como
minimo, aproximadamente: el 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% 0 mas.

En otras realizaciones, la solucion de flujo pasante del intercambiador aniénico esta sustancialmente libre del
material proteico, en la que sustancialmente libre del material proteico se caracteriza por niveles del material proteico
gue estan por debajo de los limites de deteccién mediante transferencia de Western.

En otra realizacién, se elimina como minimo, aproximadamente el 50%, de manera ilustrativa, como minimo,
aproximadamente: el 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% o mas, de un fragmento de la estreptoquinasa de la
composicion que contiene plasmina que se carga en el intercambiador anidnico, proporcionando de este modo una
composicion de plasmina resultante sustancialmente libre del fragmento. En algunas realizaciones, el fragmento de
estreptoquinasa tiene un peso molecular (por ejemplo, tal como se determina mediante SDS-PAGE) de
aproximadamente 15 kD 0 menos).

En una realizacion, se puede ajustar el pH del flujo pasante del intercambiador anionico, por ejemplo, hasta un pH
acido (por ejemplo, aproximadamente 3,4). En algunas realizaciones, este flujo pasante con pH ajustado que
comprende la plasmina puede posteriormente concentrarse y/o diafiltrarse mediante ultrafiltracion/diafiltracion.

A modo de otro ejemplo, el flujo pasante del intercambio aniénico se puede dializar con agua y acidificar con acido
acético glacial. En algunas realizaciones, se puede utilizar cualquier acido que proporcione un portador acidificado
farmacéuticamente aceptable (por ejemplo, que tiene un tampdn de baja capacidad de tamponamiento y que tiene
un pH entre aproximadamente 2,5 y aproximadamente 4,0). Por ejemplo, también se contempla dentro del alcance
de la presente invencion la utilizacion de otros acidos y aminodacidos, tales como, pero sin limitarse a éstos, acidos
inorganicos, acidos carboxilicos, acidos alifaticos y aminoacidos, incluyendo, pero sin limitarse a éstos, acido
féormico, acido acético, acido citrico, acido lactico, acido malico, acido tartarico, acido benzoico, serina, treonina,
valina, glicina, glutamina, isoleucina, B-alanina y derivados de los mismos, ya sea individualmente o cualquier
combinacion de los mismos, que mantendra el pH en el portador farmacéuticamente aceptable de aproximadamente
2,5 a aproximadamente 4,0.

C. Cromatografia de afinidad
Una composicion de plasmina que comprende plasmina se puede purificar mediante cromatografia de afinidad
utilizando un medio de afinidad que se une a la plasmina contenida en la composiciéon. Por ejemplo, en algunas

realizaciones, el flujo pasante del medio de intercambio anionico se pone en contacto con un segundo medio de
afinidad en una segunda condiciéon de afinidad suficiente para que se una a la plasmina contenida en el flujo
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pasante. En realizaciones particulares, la segunda condicién de afinidad es tal que el medio de afinidad se une de
manera selectiva o preferente a la plasmina con respecto al activador del plasminégeno que pueda estar presente.

El segundo medio de afinidad puede ser una fase sélida que se une a la plasmina. El segundo medio de
cromatografia de afinidad se puede seleccionar entre cualquiera del grupo de medios de cromatografia descritos
habitualmente como segundo medio de afinidad. EI medio puede poseer una quimica o un ligando acoplado al
mismo que puede permitir la captura selectiva o preferente del activador de plasminégeno de la soluciéon de
activacion. Los medios de cromatografia utiles comprenden un soporte y uno o mas ligandos unidos al mismo que
proporcionan la capacidad de unién selectiva o preferente al activador de plasminégeno. Entre los soportes Utiles se
incluyen, a modo de ejemplo ilustrativo, polisacaridos, tales como agarosa y celulosa, polimeros organicos, tales
como poliacrilamida, metacrilato de metilo, y copolimeros de poliestireno-divinilbenceno. Se debe entender que en el
presente documento no se pretende dar a entender que sélo son adecuados sustratos organicos para la utilizacion
como sustrato del medio, ya que también se pueden utilizar materiales de soporte inorganicos, tales como silice y
vidrios de borosilicato.

En algunas realizaciones, el segundo medio de afinidad esta en forma de microparticulas, que, en general, pueden
ser esféricas, o de forma alternativa, el segundo medio de afinidad se puede disponer de manera Util en particulas o
formas divididas que tienen otras formas regulares o irregulares. En una realizacion, el medio esté en forma de
membrana. El segundo medio de afinidad puede ser de caracter poroso 0 no poroso y el medio puede ser
compresible o incompresible. Los segundos medios de afinidad preferentes seran fisica y quimicamente resistentes
a las condiciones empleadas en el proceso de purificacion, incluyendo bombeo vy filtracion de flujo transversal, y las
temperaturas, pH, y otros aspectos de las distintas composiciones empleadas. En la técnica se conocen una amplia
variedad de segundos medios de afinidad, por ejemplo, aquellos en los que el ligando acoplado es benzamidina.

En una realizacion, el segundo medio de afinidad comprende un ligando acoplado a un soporte, en el que el ligando
es benzamidina, en el que el soporte es agarosa. Por ejemplo, la segunda cromatografia de afinidad, segun la
presente invencion, se puede llevar a cabo en un formato de columna benzamidina-Sepharose®. Dado que la
plasmina que se forma es una serina proteasa, en otras realizaciones, también se pueden utilizar otros medios de
tipo afinidad que tienen propiedades similares a las de la benzamidina (por ejemplo, un material adsorbente de
serina proteasa).

Por ejemplo, en otras realizaciones, la plasmina obtenida a partir del plasmindgeno escindido puede estar contenida
en una solucién que comprende uno 0 mas reactivos (por ejemplo, aminoacidos, cloruro sdédico, glicerol) que
permiten la estabilidad de la solucién durante varios dias a pH neutro antes de aplicar la solucién a una columna de
benzamidina-SEPHAROSE®. La acumulaciéon de flujo pasante puede contener tanto plasmindégeno no activado
como productos de autodegradacion inactivos de la plasmina.

La plasmina unida por un medio de afinidad puede eluirse con un tampon acido o con una solucidn excipiente de pH
sustancialmente neutro. Por ejemplo, la plasmina unida a benzamidina-SEPHAROSE® se puede eluir con un tampon
acido, tal como tampén de glicina. Cuando se utiliza una solucién excipiente de pH sustancialmente neutro para eluir
la plasmina unida, la solucién final de plasmina eluida puede estar sustancialmente libre de plasmina degradada.
Habitualmente, la solucién excipiente de pH sustancialmente neutro tiene un pH de valor entre aproximadamente 6,5
y aproximadamente 8,5. Sin embargo, el pH de la solucion puede variar de aproximadamente 2,5 a
aproximadamente 9,0. En realizaciones particulares, el pH puede ser de aproximadamente 3,0 a aproximadamente
7,5. En otras realizaciones, el pH puede ser de aproximadamente 6,0. Entre los ejemplos de excipientes se incluyen
omega-aminoacidos, incluyendo lisina, acido épsilon amino caproico, acido tranexamico, polilisina, arginina, y
analogos y combinaciones de los mismos, sales, tales como cloruro sddico, e inhibidores del sitio activo, tales como
benzamidina.

Una concentracion apropiada de sal puede estar representada por una conductividad de aproximadamente 5 mS/cm
a aproximadamente 100 mS/cm. En general, la concentracion de sal se puede variar un poco de manera inversa en
relacion a la acidez, es decir, soluciones de pH mas bajo pueden funcionar bien con concentraciones de sales mas
bajas y soluciones que tienen un pH mas alto (dentro de los intervalos descritos anteriormente) pueden funcionar
bien con concentraciones de sales mas altas. Cuando la sal es cloruro sédico, la concentracion puede ser de
aproximadamente 50 mM a aproximadamente 1.000 mM, o de aproximadamente 100 mM a aproximadamente 200
mM. Cuando la solucion esta a un pH de aproximadamente 6,0, la concentracién de cloruro sédico puede ser de
aproximadamente 150 mM. De este modo, en algunas realizaciones, después de completar la activacion del
plasmin6geno recombinante, la composicién de plasmina puede filtrarse y estabilizarse adicionalmente durante
varios dias a pH neutro mediante la adicion de excipientes, tales como los omega-aminoacidos y cloruro sédico
antes de la cromatografia con benzamidina-SEPHAROSE®.

En algunas realizaciones, la plasmina eluida se puede tamponar con un agente de baja capacidad tamponante a pH
bajo. El agente de baja capacidad tamponante a pH bajo comprende habitualmente un tampdén de un aminoacido, un
derivado, como minimo, de un aminodacido, un oligopéptido que incluye, como minimo, un aminoacido, o una
combinacién de los anteriores. De manera adicional, el agente de baja capacidad tamponante a pH bajo puede
comprender un tampoén seleccionado entre acido acético, acido citrico, acido clorhidrico, acido carboxilico, acido
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lactico, acido malico, &cido tartarico, acido benzoico, serina, treonina, metionina, glutamina, alanina, glicina,
isoleucina, valina, alanina, acido aspartico, derivados o combinaciones de los mismos. El tampon puede estar
presente a una concentracion tal que el pH de la plasmina acidificada se puede elevar hasta pH neutro mediante la
adicion de suero a la composicién en una cantidad no superior a aproximadamente 4 a 5 veces el volumen de la
plasmina acidificada.

En otras realizaciones, la concentracién de plasmina en la soluciéon tamponada puede variar de aproximadamente
0,01 mg/ml a aproximadamente 50 mg/ml de la solucién total. La concentracion del tampén puede variar de
aproximadamente 1 nM a aproximadamente 50 mM. Naturalmente, estos intervalos pueden ampliarse o estrecharse
dependiendo del tampdn elegido, o después de la adicion de otros reactivos, tales como aditivos 0 agentes
estabilizantes. La cantidad de tampén afadida es habitualmente la que llevara la solucion de plasmina acidificada a
tener un pH entre aproximadamente 2,5 y aproximadamente 4.

La solucion de plasmina acidificada se puede estabilizar adicionalmente mediante la adicion de un agente
estabilizante, tal como un alcohol polihidrico, carbohidratos farmacéuticamente aceptables, sales, glucosamina,
tiamina, niacinamida, o combinaciones de los mismos. Las sales estabilizantes se pueden seleccionar entre el grupo
que comprende cloruro sddico, cloruro de potasio, cloruro de magnesio, cloruro de calcio y combinaciones de los
mismos. También se pueden afiadir azicares o alcoholes de azucar, tales como glucosa, maltosa, manitol, sorbitol,
sacarosa, lactosa, trehalosa, y combinaciones de los mismos.

Entre las concentraciones de carbohidrato afiadidas para estabilizar la solucién de plasmina acidificada se incluyen
un intervalo de aproximadamente 0,2% p/v a aproximadamente 20% p/v. Los intervalos para una sal, glucosamina,
tiamina, niacinamida y sus combinaciones pueden variar de aproximadamente 0,01 M a aproximadamente 1 M.

Se ha descubierto que la plasmina formulada, segun la presente invencion, en agua acidificada es extremadamente
estable. Se puede conservar en esta forma durante meses sin pérdida sustancial de actividad o la apariciéon de
productos de degradacion de naturaleza proteolitica o acida. A 4°C, la plasmina es estable, como minimo, durante
nueve meses. Incluso a temperatura ambiente, la plasmina es estable, como minimo, durante dos meses. La
estabilidad a largo plazo a temperatura ambiente puede permitir que esta formulacion sea compatible con largos
regimenes de administracion de tromboliticos. Por ejemplo, la administracion durante 36 horas de tromboliticos,
tales como el activador tisular del plasminégeno o la uroquinasa, es habitual en el tratamiento de oclusiones
arteriales periféricas.

En una realizacion preferente, la plasmina contenida en la solucion de plasmina acidificada es una plasmina inactiva
de manera reversible. La capacidad de una plasmina acidificada tamponada de volverse completamente activa
después de la transferencia hasta pH fisiolégico se pone en evidencia mediante su actividad en el ensayo
caseinolitico y también en los ensayos de lisis de coagulos marcados con I'*-fibrina. Ambos ensayos se pueden
realizar a pH 7,4, y puede haber una recuperacion completa de actividad de la plasmina recombinante durante el
cambio de pH y pasando a través de los puntos isoeléctricos (pH 9,3 y 9,5). Esto se debe a que la plasmina
recombinante se formula en un disolvente de baja capacidad de tamponamiento y, cuando se aflade a una solucién
tamponada (por ejemplo, PBS, plasma), puede adoptar el pH neutro de manera instantanea y no tiene lugar la
precipitacion que normalmente acompafia al paso lento a través del punto isoeléctrico.

D. Cromatografia de interaccion hidréfoba

En algunas realizaciones, el procedimiento para la preparacién de plasmina puede comprender, ademas,
cromatografia de interaccion hidréfoba. En una realizacion, la cromatografia hidréfoba es opcional. En otras
realizaciones, el procedimiento para la preparacion de plasmina comprende poner en contacto el eluato del segundo
medio de afinidad que comprende la plasmina con un medio de cromatografia de interaccion hidrofoba en
condiciones de interaccion hidréfoba suficientes, de tal manera que el medio de cromatografia de interaccion
hidréfoba se une, preferentemente, al activador de plasmindgeno con respecto a la plasmina. En realizaciones
particulares, las condiciones de interaccion hidréfoba son tales que el medio de interaccion hidréfoba se une de
manera selectiva o preferente al activador de plasmindgeno, si esta presente, con respecto a la plasmina.

El medio de interaccion hidréfoba puede ser una fase sdlida que se une a la plasmina. El medio de cromatografia de
interaccion hidrofoba puede seleccionarse entre cualquiera del grupo de medios de cromatografia descritos
habitualmente como medios de interaccién hidréfoba. El medio puede poseer una quimica o un ligando acoplado al
mismo que puede permitir la captura selectiva o preferente del activador de plasmindégeno. Los medios de
cromatografia utiles comprenden un soporte y uno o0 mas ligandos unidos al mismo que proporcionan la capacidad
de union selectiva o preferente al activador de plasmindgeno. Entre los soportes Utiles se incluyen, a modo de
ejemplo ilustrativo, polisacaridos, tales como agarosa y celulosa, polimeros organicos, tales como poliacrilamida,
metacrilato de metilo, y copolimeros de poliestireno-divinilbenceno. Se debe entender que en el presente documento
no se pretende dar a entender que s6lo son adecuados sustratos organicos para la utilizacion como sustrato del
medio, ya que también se pueden utilizar materiales de soporte inorganicos, tales como silice y vidrios de
borosilicato.
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En algunas realizaciones, el medio de interaccién hidréfoba estd en forma de microparticulas, que, en general,
pueden ser esféricas, o de forma alternativa, el segundo medio de afinidad se puede disponer de manera util en
particulas o formas divididas que tienen otras formas regulares o irregulares. En una realizacion, el medio esta en
forma de membrana. El medio de interaccion hidréfoba puede ser de caracter poroso o no poroso y el medio puede
ser compresible o incompresible. Los medios de interaccion hidrofoba preferentes seran fisica y quimicamente
resistentes a las condiciones empleadas en el proceso de purificacién. En la técnica se conocen una amplia variedad
de medios de interaccion hidréfoba, por ejemplo, aquellos en los que el ligando acoplado es un grupo fenilo, octilo o
butilo.

En una realizacion, el medio de interaccion hidréfoba comprende un ligando acoplado a un soporte, en el que el
ligando es un grupo octilo, en el que el soporte es una agarosa. Por ejemglo, la cromatografia de interaccién
hidréfoba se puede realizar en un formato de columna octil-SEPHAROSE™. En realizaciones particulares, la
composicion que comprende la plasmina se prepara hasta aproximadamente 0,1 M en sulfato de amonio y se
somete a cromatografia de interaccion hidréfoba, por ejemplo, en un formato de columna que utiliza una resina, tal
como octil-SEPHAROSE®.

En una realizacion, el flujo pasante de la octil-SEPHAROSE® que comprende plasmina puede someterse a
nanofiltracion. Por ejemplo, el flujo pasante se puede someter a una filtracion previa con una capsula de filtro de 0,1
micras, y a continuacion, se puede someter a nanofiltracion, por ejemplo, utilizando una membrana ASAHI NF (flujo
normal) de 1,0 m? 15N (filtros PLANOVA, Asahi Kasei America, Inc., Buffalo Grove, IL). La implementacion de una
nanofiltracién adicional aguas abajo en el proceso, después de la cromatografia de interaccion hidr6foba de octilo,
puede mejorar el rendimiento y las propiedades de flujo de membrana debido a una corriente de alimentacion mas
pura. En alguna realizacién, la etapa de nanofiltracién posterior a la cromatografia de interaccion hidréfoba es
opcional.

Ill. Agentes terapéuticos y kits

Los plasminégenos y/o las plasminas preparadas a partir de los mismos se pueden formular para utilizacion
terapéutica, por ejemplo, segun los procedimientos descritos en la patente de Estados Unidos No. 6.964.764; y
Novokhatny, V., y otros, J. Thromb. Haemost. 1 (5): 1034-41 (2003). Por ejemplo, se puede utilizar un tampén de
capacidad tamponante baja de pH bajo (de aproximadamente 2,5 a aproximadamente 4) para la formulacion de
plasmina preparada segun la presente invencion. En algunas realizaciones, el plasminégeno y/o la plasmina
preparada a partir del mismo se pueden utilizar para tratar una variedad de enfermedades o afecciones trombéticas,
por ejemplo, segun los procedimientos descritos en las patentes de Estados Unidos No. 6.355.243 y 6.969.515. De
manera adicional, se pueden utilizar otros procedimientos y formulaciones conocidos por los expertos en la materia,
tales como en la practica con plasmina, miniplasmina y/o microplasmina, para formular el plasminégeno y/o la
plasmina preparada a partir del mismo de la presente invencion para administracion terapéutica.

Los siguientes ejemplos se proporcionan soélo para ilustrar el presente procedimiento y no se proporcionan para
limitar la presente invencién. Un experto en la materia entendera que los ejemplos proporcionados sélo ilustran lo
que se reivindica y que la presente invencién sélo esta limitada en su alcance por las reivindicaciones adjuntas.

EJEMPLOS
Ejemplo 1
Preparacion de plasmindgeno recombinante

Se transformd un vector de expresion que comprende el ADN que codifica el polipéptido del plasminégeno
recombinante mostrado en la SEQ ID NO: 1 (véase también la secuencia de aminoacidos sombreada mostrada en la
figura 2) en una variedad de células, incluyendo BL21(DE3) RIL (Stratagene, La Jolla, CA), BL21(DE3) (genotipo:
FompT hsdSg (rs'mg) gal dem (DE3)) (EMB Biosciences, Inc., San Diego, CA), y BLR(DE3) (genotipo: FompT
hsdSg (rs'ms’) gal dcm (DE3) A(srl-recA)306::Tn10 (TetR)), y se analiz6 la sobreexpresion de la proteina después de
la induccién por IPTG (isopropil-beta-D-tiogalactopiranésido) 1 mM mediante SDS-PAGE. Las estimaciones de la
expresion fueron, como minimo, aproximadamente 250 mg/I de cultivo celular en matraces de agitacion.

Se disefia el tipo de célula BL21(DE3) para expresar ARNt de E. coli raros que codifican Arg, lle y Leu. Ademas,
tanto BL21(DE3) como BLR(DE3) son E. coli de la cepa B que se clasifica como no patdgena para los seres
humanos y los animales en base a la ausencia de factores de virulencia y colonizacion. Las células de BLR(DE3)
carecen del gen recA para la recombinacion de ADN, y la induccion del fago lamba no se ha descrito con estas
células. Se produjo un banco de células de investigacion de la construccion del plasminégeno recombinante en
células BLR(DES3) y se analizé la pureza, identidad y la inducciéon de bacteriéfagos en Charles River Laboratories
(Malvern, PA). La prueba confirmd la identidad y pureza del banco de células de investigacion y las células pasaron
la prueba de induccién por fagos sin observar ningtin fago (datos no mostrados).
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La produccién de plasminégeno recombinante (es decir, basado en la SEQ ID NO: 1) se confirmé en la expresion a
mayor escala en la que las células se lisaron y tanto la proteina soluble como los cuerpos de inclusién purificados se
examinaron mediante SDS-PAGE.

Se ha utilizado el siguiente protocolo habitual para la expresién de plasmindgeno recombinante:

Se utiliz6 una sola colonia de células de E. coli (por ejemplo, BL21(DE3) RIL, BL21 (DE3) o BLR (DE3) que contenia
el vector de plasminégeno recombinante para inocular 5 ml de LB/kanamicina (30 pg/ml) y se incubé durante 8 horas
a 37°C en un agitador. Después de eso, se tomd una alicuota de 50 pl de la suspensién bacteriana cultivada para el
crecimiento adicional en medio fresco. El procedimiento se repiti6 después de 16 horas con 6 ml de cultivo
bacteriano y 250 ml de los medios. Los cultivos se desarrollaron a 37°C con agitacion hasta una DO600 nm de 01,0,
y se afiadié IPTG hasta una concentracion final de 1 mM. Los cultivos se desarrollaron durante 5 horas adicionales.
Se recogieron las células mediante centrifugacién a 5.000 xg y los sedimentos celulares se disolvieron en Tris 20
mM pH 8,0 que contenia EDTA 20 mM y se congelaron a -80°C.

Para purificar el plasmin6geno recombinante, se descongelaron los sedimentos celulares y se afiadié tampén hasta
gue el volumen de la solucion fue de aproximadamente 1/20 ésimo el volumen de cultivo celular original. Después de
esto, se afiadio lisozima hasta una concentracion final de 0,5 mg/ml y las células se agitaron rapidamente a 4°C
durante 10 - 15 minutos. A continuacion, se afiadio Triton X-100 hasta una concentracion final del 1% y se continu6
agitando durante otros 10 minutos. Se afiadieron ADNasa | (0,05 mg/ml) y MgCl, (2,5 mM) y se continud la agitacion
a 4°C durante 30 minutos o hasta que la solucién ya no era viscosa. La solucion final se centrifugd a 4°C durante 30
min a 15.000 xg y se descarté el sobrenadante. El sedimento celular se lavé tres veces con solucion de lavado
(Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, que contenia EDTA 10 mM, Triton X-100 al 1% y urea 0,5 M).

El plasminégeno recombinante comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la figura 1. La estructura
primaria del plasminégeno recombinante comienza en la Metgg y tiene la secuencia de enlace VPQ en lugar de ILE
en las posiciones 160-162 (sistema de numeracion de plasmindgeno humano); este Ultimo cambio se incorpord para
hacer que la regiéon de enlace que une el dominio kringle al dominio de serina proteasa fuera idéntica a la de la
secuencia de la serina proteasa-kringle 5 nativa. La secuencia N-terminal del plasminégeno recombinante produce
extremos N-terminales de Lyszs y Valzg después de la activacion por SK y la escision del péptido de preactivacion. La
produccién promedio de los cuerpos de inclusion aislados de 100 | de cultivo fue de 2,17 + 0,63 kg (n = 3), que
contenia aproximadamente el 20% en peso de la proteina de plasmindgeno recombinante.

Ejemplo 2
Solubilizacién y replegamiento de plasmindégeno

Se afiadieron cuerpos de inclusion congelados vy triturados (26 g) a 480 ml de tampdn de solubilizacién frio (urea 7
M, glutatién reducido 10 mM, Tris 10 mM, arginina 0,25 M, EDTA 2 mM, pH 7,5), y esta suspension se agitd
vigorosamente a 6°C durante 4 horas. Esta solucion de cuerpos de inclusion solubilizados se diluyd a continuacion
1:20 en tamp6n de replegamiento frio [urea 0,5 M, 1,0 mM de cada uno de glutation reducido y oxidado, arginina 0,5
M, EDTA 1,0 mM, e-ACA 5,0 mM, Tris 50 mM, pH 8,0] y se agit6 durante 17 horas en frio. La concentracion de
plasmindgeno recombinante en este medio de replegamiento fue de aproximadamente 0,5 mg/ml.

Los cuerpos de inclusion solubilizados se analizaron mediante SDS-PAGE reductora; en base a un andlisis
densitométrico de geles tefiidos con azul de Coomassie, se estimé que aproximadamente el 70% de la proteina total
era plasminégeno recombinante (figura 4, carril 2). De este modo, el depésito de plasminégeno recombinante
expresado en cuerpos de inclusién proporcioné una proteina diana relativamente pura al inicio de este proceso.

El procedimiento de replegamiento se llevé a cabo a una concentracion de proteina de aproximadamente 0,5 g/l. El
plasmindgeno recombinante solubilizado/reducido de los cuerpos de inclusién se replegé de modo oxidativo,
mediante replegamiento por dilucién, a la proteina cataliticamente activa (determinada en presencia de SK
estequiométrica) con una actividad especifica de 0,34; esto corresponde a un rendimiento estimado del 34% para la
etapa de replegamiento (en relacién a la proteina total). Si el rendimiento de replegamiento se normaliza en base a
Unicamente al contenido de proteina de plasmindégeno recombinante presente en los cuerpos de inclusién, aumenta
hasta aproximadamente el 48%.

Ejemplo 3

Filtracion/diafiltracion

La mezcla de replegamiento en el ejemplo 2 se aclaré pasandola a través de un filtro de profundidad Millipore
Millistak Pod + A1HC de 0,054 m?. Este filtrado se filtré adicionalmente a través de un filtro Millipore Express SHC

Opticap XL 150 de 0,01 m? (0,5/0,2 um). La diafiltracion de este ultimo filtrado se realiz6 con dos cartuchos GE
Healthcare Kvick de 30 kDa de 0,11 m?. El tampon de diafiltracion fue Tris 10 mM, EDTA 1,0 mM, €-ACA 5,0 mM,
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urea 50 mM, pH 9,0. Entre 37 y 40 | de tampdn de intercambio fueron necesarios para alcanzar la conductividad
objetivo de 1-2 mS/cm.

Las mezclas de replegamiento se pasaron en primer lugar a través de un filtro de profundidad para eliminar los
agregados de particulas de proteina, y a continuacion, se sometieron a diafiltracion. Se realizé una filtracion
posterior antes de la cromatografia para proteger contra las incrustaciones de la cromatografia de intercambio
catiénico aguas abajo. La recuperacion de la actividad del plasmin6geno recombinante a través de estas tres etapas
secuenciales de filtracion/diafiltracién/filtracién fue de aproximadamente el 81%.

Ejemplo 4
Precipitacion con polietileno (PEG)

Se afiadié polietilenglicol sélido (PEG) a una composicion de replegamiento (una composicién de replegamiento no
dializada que comprende arginina 0,5 M y urea 0,85 M) de plasmindgeno recombinante para precipitar la proteina
agregada que puede estar presente después del replegamiento oxidativo.

Se afiadieron cantidades de PEG solido a partes de 50 ml frias (5°C) de mezcla de replegamiento, con agitacion
vigorosa, para lograr concentraciones finales de PEG de 5, 10, 15 0 20% (p/v). Se continud la agitacion durante 60
minutos para asegurar la solubilizacién completa del PEG. Estas muestras, asi como una muestra de la mezcla de
replegamiento original a la que no se habia afadido PEG, se centrifugaron a 16.000 rpm durante 30 minutos para
sedimentar cualquier precipitado que se hubiera formado. Se recogieron los sobrenadantes claros y se evaluo el
contenido de proteina total (mediante la medicion de Agso) y el contenido de plasminégeno recombinante activo
(mediante el ensayo de activacion por SK, DiaPharma, West Chester, OH) y se analizaron mediante cromatografia
de exclusion por tamafio y cromatografia liquida de alta resolucion (SEC-HPLC). Los resultados se resumen en la
tabla 1 y la figura 6 y muestran que la adicién de PEG daba lugar a: (i.) la precipitacion relativamente selectiva de
proteina que no era plasminégeno recombinante activo; (ii.) un aumento resultante de la actividad especifica del
plasminégeno recombinante que permanecio soluble; y (iii.) la eliminacion de proteinas agregadas. Estos resultados
demuestran que la adicion de PEG a la mezcla de replegamiento no dializada causaba la precipitacion de algunas
proteinas (que no eran plasmindégeno recombinante activo) y conservaba la mayor parte del plasminégeno
recombinante activo por SK activo en solucion. Ademas, la SEC-HPLC demostré que la adicién de PEG a la mezcla
de replegamiento no dializada daba lugar a una reduccion progresiva de la proteina agregada y a un aumento
correspondiente de plasminégeno recombinante monomeérico en los sobrenadantes de PEG. Los resultados indican
que PEG precipitaba de manera algo selectiva plasmindgeno recombinante incorrectamente replegado o agregado
y, de este modo, enriquecia el plasminégeno replegado correctamente en el sobrenadante de PEG. La actividad
especifica de plasmindégeno recombinante activo por SK en esta mezcla de replegamiento no dializada aumenté de
0,33 a 0,53 en el sobrenadante de PEG al 20%. Los resultados indicaron que la precipitacion con PEG es un
procedimiento viable para eliminar selectivamente, como minimo, una parte del plasminégeno recombinante inactivo
por SK presente en mezclas de replegamiento previo a una cromatografia o una etapa de activacion por SK.
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Tabla 1: Analisis de precipitacion con PEG

Muestra Columna Columna | Columna | Columna | Columna | Columna Columna Columna
1 2 3 4 5 6 7 8
Sobrenadante 0,266, 0,328, \ , . ,
de PEG al 0% 1,349 0,812 0259 0319 100 100 41,5 52,5
Sobrenadante 0,255, 0,324,
de PEG al 5% 1,305 0,786 0257 0327 96,7 97,5 60,6 39,5
Sobrenadante
de PEG al 0,987 0,595 0,241, 0,405, 73,2 92,0 86,9 13,1
0,242 0,407
10%
Sobrenadante
de PEG al 0,789 0,475 0,227, 0,478, 58,5 86,9 98,6 1,4
0,229 0,482
15%
Sobrenadante
de PEG al 0,691 0,416 0219, | 0,526, 51,2 82,9 99,8 02
20% 0,216 0,519

En la tabla 1: columna 1, Azgo de sobrenadante de PEG; columna 2, la concentracion de plasminégeno recombinante
total presente en sobrenadante de PEG, calculada dividiendo el valor de Azgo por el coeficiente de extincion de 1,66
para una solucion 1,0 ml/mg de plasmindgeno recombinante; columna 3, concentracion de plasminégeno
recombinante activo por SK presente en sobrenadante de PEG (valores de ensayo duplicados); columna 4, actividad
especifica de plasminégeno recombinante activo por SK, calculada dividiendo los valores en la columna 3 por los
valores correspondientes en la columna 2 (valores duplicados basados en ensayos duplicados); columna 5,
porcentaje del valor de Azgo original restante en el sobrenadante de PEG; columna 6, porcentaje de plasminégeno
activo por SK original restante en el sobrenadante de PEG; columna 7, porcentaje de plasminégeno recombinante
total presente en el sobrenadante de PEG como plasminégeno recombinante monomérico (en base a SEC-HPLC);
columna 8, porcentaje de plasminégeno recombinante total presente en el sobrenadante de PEG como proteina
agregada (en base a SEC-HPLC).

Ejemplo 5
Precipitacion con sulfato de amonio

Se afadié sulfato de amonio sélido a una composicion de replegamiento (una composicion de replegamiento no
dializada que comprende arginina 0,5 M y urea 0,85 M) de plasmindégeno recombinante para precipitar la proteina
agregada que puede estar presente después de un replegamiento oxidativo

Se afiadié sulfato de amonio sélido a partes de 50 ml frias (5°C) de mezcla de replegamiento, con agitacion
vigorosa, para lograr concentraciones finales de sulfato de amonio correspondientes al 10, 20 30 o 40% de
saturacion, respectivamente. Se continué la agitacién durante 60 minutos para asegurar la solubilizacion completa
del sulfato de amonio. Estas muestras, asi como una muestra de la mezcla de replegamiento original a la que no se
habia afiadido sulfato de amonio, se centrifugaron a 16.000 rpm durante 30 minutos para sedimentar cualquier
precipitado que se hubiera formado. Se recogieron los sobrenadantes claros y se evalué el contenido de proteina
total (mediante la medicidon de Azgo) y el contenido de plasmindégeno recombinante activo (mediante el ensayo de
activacion por SK, DiaPharma, West Chester, OH) y se analizaron mediante cromatografia de exclusion por tamafio
y cromatografia liquida de alta resolucion (SEC-HPLC). Los resultados se resumen en la tabla 2 y la figura 7 y
muestran que la adicién de sulfato de amonio daba lugar a: (i.) la precipitacién relativamente selectiva de proteina
que no era plasminégeno recombinante activo; (ii.) un aumento resultante de la actividad especifica del
plasmin6geno recombinante que permanecio soluble; y (iii.) la eliminacion de proteinas agregadas. Estos resultados
demuestran que la adicion de amonio a la mezcla de replegamiento no dializada causaba la precipitacion de algunas
proteinas (que no eran plasmindégeno recombinante activo) y conservaba la mayor parte del plasmindégeno
recombinante activo por SK activo en solucion. Ademas, la cromatografia de exclusién por tamafio y la
cromatografia liquida de alta resolucién (SEC-HPLC) demostraron que la adicion de amonio a la mezcla de
replegamiento no dializada daba lugar a una reduccién progresiva de la proteina agregada y a un aumento
correspondiente de plasminégeno recombinante monomérico en los sobrenadantes de sulfato de amonio. Los
resultados indican que sulfato de amonio precipitaba de manera algo selectiva plasminégeno recombinante
incorrectamente replegado o agregado y, de este modo, enriquecia el plasminégeno replegado correctamente en el
sobrenadante de sulfato de amonio. La actividad especifica de plasminégeno recombinante activo por SK en esta
mezcla de replegamiento no dializada aumenté de 0,33 a 0,48 en el sobrenadante de sulfato de amonio saturado al
30%; la adicion de una mayor cantidad de sulfato de amonio tenia el efecto aparente de causar una precipitacion
significativa de plasminégeno recombinante activo por SK. Los resultados indicaron que la precipitacion con sulfato
de amonio es un procedimiento viable para eliminar selectivamente, como minimo, una parte del plasmin6geno
recombinante inactivo por SK presente en mezclas de replegamiento previo a una cromatografia o una etapa de
activacion por SK.
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Tabla 2: Analisis de precipitacion con sulfato de amonio (AmSOQO.)
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Muestra Columna Column Columna | Columna | Columna | Columna Columna Columna
1 az2 3 4 5 6 7 8
Sobrenadante
de AmSQ, al 1,349 0,812 0,270, 0,333, ‘100’ ‘100’ 46,1 44.5
0% 0,272 0,335
Sobrenadante
de AmSOsal | 1,316 o793 | @274 | 0346 97,6 100,4 49,1 48,2
5% 0,270 0,340
Sobrenadante
de AmSQ, al 1,109 0,668 0,256, 0,383, 82,2 94,5 94,6 5,4
0,256 0,383
10%
Sobrenadante
de AmSOsal | 0824 0496 | 9236 | 0476, 61,1 88 99,1 0.9
0,241 0,486
15%
Sobrenadante
de AmSQ, al 0,669 0,403 0,170, 0,422, 49,6 62,7 100 0
20% 0,170 0,422

En la tabla 1: columna 1, Azso de sobrenadante de sulfato de amonio; columna 2, la concentracion de plasminégeno
recombinante total presente en sobrenadante de sulfato de amonio, calculada dividiendo el valor de Azgo por el
coeficiente de extincion de 1,66 para una solucion 1,0 ml/mg de plasminégeno recombinante; columna 3,
concentracion de plasminégeno recombinante activo por SK presente en sobrenadante de sulfato de amonio
(valores de ensayo duplicados); columna 4, actividad especifica de plasminégeno recombinante activo por SK,
calculada dividiendo los valores en la columna 3 por los valores correspondientes en la columna 2 (valores
duplicados basados en ensayos duplicados); columna 5, porcentaje del valor de Aggo original restante en el
sobrenadante de sulfato de amonio; columna 6, porcentaje de plasminégeno activo por SK original restante en el
sobrenadante de sulfato de amonio; columna 7, porcentaje de plasminégeno recombinante total presente en el
sobrenadante de sulfato de amonio como plasminégeno recombinante monomérico (en base a SEC-HPLC);
columna 8, porcentaje de plasminégeno recombinante total presente en el sobrenadante de sulfato de amonio
como proteina agregada (en base a SEC-HPLC).

Ejemplo 6

Cromatografia de interaccion hidréfoba después de | a precipitacion con sulfato de amonio

Se afadio (NH4)2SO4 solido a una composicion de replegamiento que contenia plasmindégeno recombinante (pH 8,0)
hasta 1 M. El precipitado formado se extrajo por filtracién (0,45 um) y la solucién resultante de la filtracion se puso en
contacto con los siguientes medios de cromatografia de interaccion hidrofoba:

Serie 1. HiTrap® Fenil Sepharose FF: Carga: 25 ml (A280: 0,839); flujo pasante (FT)/lavado: 49,4 g (Azso: 0,266);
eluato: placa de 96 pocillos con fracciones.

Serie 2. HiTrap® Octil Sepharose FF: Carga: 25 ml (A280: 0,839); flujo pasante (FT)/lavado: 49,6 g (Azso: 0,407);
eluato: placa de 96 pocillos con fracciones. Esta serie no mostré ningin pico de eluato real.

Serie 3. HiTrap® Butil Sepharose FF: Carga: 25 ml (A280: 0,839); flujo pasante (FT)/lavado: 49,05 g (Azso: 0,215);
eluato: placa de 96 pocillos con fracciones.

Serie 4. HiTrap® Fenil Sepharose HP: Carga: 25 ml (A280: 0,839); flujo pasante (FT)/lavado: 49,01 g (Azso: 0,183);
eluato: placa de 96 pocillos con fracciones.

Cromatografia: tampén A: Tris-HCI 25 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM, y (NH4)2SO4 1 M; y el tampdn B: Tris-HCI 25 mM,
pH 8,0, EDTA 1 mM y (gradiente inverso 100 - 0% en 40 CV a 1 ml/min). Las fracciones se recogieron en la escala
de 1 ml.

Las siguientes fracciones de las series se sometieron a dialisis, como minimo, durante dos dias contra Tris-HCI 10
mM, pH 9,0, y EDTA 1 mM a 4°C: fraccién # 1- Fenil Sepharose FF (B1-B11); fraccion # 2 - Fenil Sepharose FF
(B12-D5); fraccion # 3 - Fenil Sepharose FF (D6-D11); fraccion # 4 - flujo pasante en Fenil Sepharose FF; fraccion #
5 - flujo pasante en octil Sepharose; fraccién # 6 - carga de columna; fraccion # 7 - butil Sepharose (A6-B12);
fraccion # 8 - butil Sepharose (C1-C7); fraccion # 9 - butil Sepharose (C8-D12); fraccion # 10 — flujo pasante en butil
Sepharose; fraccion # 11 - fenil Sepharose HP (A12-B12); fraccion # 12 - fenil Sepharose HP (C1-D1); fraccion # 13
- flujo pasante en fenil Sepharose HP; y fraccion # 14 - carga de columna.

Las trazas de absorbancia Azso de las cuatro series de cromatografia de interaccion hidréfoba se muestran en la
figura 8. El andlisis de potencia de las fracciones seleccionadas demostré que la fracciéon # 2 agrupada de la Fenil
Sepharose FF (B12-D5) presentaba una actividad especifica de 0,91, mientras que la fraccion # 4 agrupada del flujo
pasante presentaba una actividad especifica de 0,003. De manera similar, la actividad especifica de la fraccion # 11
agrupada de la Fenil Sepharose HP (A12-B12) fue de 1,01, mientras que la actividad especifica de la fraccion # 13
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del flujo pasante para esta serie era insignificante. La fraccién # 7, butil Sepharose (A6-B12), present6 una actividad
especifica de 0,61, la fraccion # 8, butil Sepharose (C1-C7), una actividad especifica de 0,21, y la fraccion # 10, flujo
pasante en butil Sepharose, una actividad especifica de 0,05. No se consiguié el maximo de captura con la resina de
octil Sepharose, y la fraccion # 5 del flujo continuo de esta serie present6 una actividad especifica de 0,42.

El resultado muestra que el sobrenadante/filtrado de la etapa de precipitacion con sulfato de amonio es susceptible
de aplicacion directa a cromatografia de interaccion hidréfoba. La fenil Sepharose FF, fenil Sepharose HP y butil
Sepharose FF son capaces de capturar de manera selectiva la mayor parte de la proteina recPlasminégeno activo
de la mezcla de replegamiento, puesto en evidencia por una alta actividad especifica en las fracciones de eluato y
una baja actividad especifica en las agrupaciones de flujo pasante. De este modo, por ejemplo, después de la
precipitacion con sulfato de amonio, el precipitado se puede aclarar mediante uno o mas procedimientos (por
ejemplo, filtracion en profundidad, centrifugacion, microfiltracion, etc., y/o combinaciones de los mismos) que
eliminan todo o una cantidad sustancial de cualquier precipitado, y el filtrado aclarado que comprende plasminégeno
se puede someter a cromatografia de interaccion hidréfoba para capturar el plasminégeno recombinante contenido
en el mismo.

Ejemplo 7
Cromatografia de intercambio catiénico

El plasminégeno recombinante diafiltrado replegado se capturé en una columna de 206 ml de SP-Sepharose FF (GE
Healthcare, Pittsburgh, PA) a temperatura ambiente. El tampoén de equilibrado de la columna fue Tris 25 mM, EDTA
1,0 mM, pH 8,0. Después de lavar la columna con 10 volimenes de columna de tampo6n de equilibrado, el
plasminégeno recombinante se eluyd con Tris 25 mM, NaCl 200 mM, EDTA 1,0 mM, pH 8,0.

El eluato de la columna SP Sepharose proporciond un plasminégeno recombinante casi homogéneo con una
actividad especifica de 0,98, con una recuperacion de aproximadamente el 89% de la actividad del plasminégeno
recombinante. Esta etapa de cromatografia fue muy eficaz en la reduccion de la contaminacion del plasminégeno
recombinante por la proteina de la célula huésped, tal como se muestra en la tabla 3.

Tabla 3: Purificacion de plasmindgeno recombinante a partir de cuerpos de inclusion E. coli

Proteina en
Etapa de Concentrap lon Proteina Actividad Actividad Actividad la gelula
urificacion de proteina total (mg) *° | total (mg) *° recuperada especifica © huésped
P (mg/mi) * 9 9 (%)*° P (ng/mg
proteina)
Cuerpos  de
inclusién 8,88 +0,72 4.424 + 356 DND* - - DND
solubilizados
Plasminégeno | 54 4 g g5 5.133+454 | 1.720 +46 33,6 +2,2 0,34 +0,02 DND
replegado
(Plasminégeno
filtrado
0,38 £0,02 4.039 +274 1.604 +185 93,2+2,.2 0,40 +0,02 DND

después  del
replegamiento)

(Plasminégeno
retenido en la 0,34 + 0,03 3.386 £ 282 1.604 + 252 99,8 +9,2 0,47 £0,04 DND
diafiltracién)

(Plasmindgeno
filtrado antes
de SP
Sepharose)

0,32 +0,02 3.313 £132 1.379+5 87,6 +15,0 0,42 £0,02 2.464 + 897

Plasmin6geno
en eluato de 2,29+0,13 1.255+25 1.225+26 88,8+1,9 0,98 + 0,02 31,9+20,5
SP Sepharose

Plasminégeno
en eluato de 5,96 + 0,56 1.137 £104 1.194 +34 97,4+0,7 1,05 +0,08 1,60+1,4
ECH-lisina

% Los valores representan la media + la desviacion estandar de la media de tres series de purificacion diferentes,
cada una partiendo con un lote diferente de cuerpos de inclusion.

®Valores no corregidos para el volumen de la muestra extraida para ensayos bioanaliticos.

¢ Actividad especifica, mg de plasminégeno recombinante activo por mg de proteina total.

4 El andlisis no se llevo a cabo en estas muestras.
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Ejemplo 8
Cromatografia de afinidad

El plasmin6geno recombinante eluido de la columna de SP Sepharose se unid posteriormente a una columna de
ECH-lisina Sepharose y se eluyé de la misma. Esta Ultima etapa de cromatografia de afinidad también sirvié para
confirmar que toda o sustancialmente toda la proteina procesada posteriormente aguas abajo contiene un sitio de
union a lisina replegada correctamente en el dominio kringle.

El eluido de la columna de SP Sepharose se cargd en una columna de 295 ml de ECH-lisina Sepharose 4 FF (GE
Healthcare, Pittsburgh, PA) a temperatura ambiente equilibrada con Tris 50 mM, NaCl 200 mM, EDTA 1,0 mM, pH
8,0 . Después de lavar la columna con 4 volimenes de columna de tampén de equilibrado y, a continuacién, con 3
volimenes de columna de tampon de lavado 2 (Tris 50 mM, pH 8,0, y EDTA 1 mM), el plasminégeno se eluyé con
Tris 50 mM, e-ACA 20 mM, EDTA 1,0 mM, pH 8,0. Este eluato de la columna se almacené congelado a -80°C hasta
gue se inici6 la siguiente etapa del proceso de purificacion.

Se consiguié una recuperacion casi cuantitativa del plasminégeno recombinante a partir de la etapa de
cromatografia ECH-lisina Sepharose, con una actividad especifica de unidad. Esta columna de afinidad también fue
eficaz para reducir adicionalmente el contenido de proteinas de la célula huésped.

Ejemplo 9
Activacion de plasminégeno a plasmina utilizando es treptoquinasa soluble

El plasminégeno recombinante descongelado se activd con estreptoquinasa (SK) durante 4 horas a temperatura
ambiente en las siguientes condiciones de solucién: 2,5 mg de plasminégeno/ml; 1,2-propanodiol al 12,5% (p/v);
€-ACA 20 mM; tampdn de elucion ECH-lisina Sepharose al 87,5% (v/v); 25 pug de SK/ml; pH 7,0.

La SK se utilizd para activar el plasmin6geno recombinante a plasmina en solucién libre. Las condiciones para la
activacion se seleccionaron cuidadosamente para maximizar la activacion del plasminégeno recombinante y para
minimizar la autolisis. La actividad especifica de plasmina al final del periodo de activacion de 4 horas fue de 0,77, lo
que indica un rendimiento de aproximadamente el 80% en esta etapa.

Ejemplo 10

Activacién de plasminégeno a plasmina utilizando es treptoquinasa marcada con polihistidina recombinant e
inmovilizada

Se afiade estreptoquinasa marcada con polihistidina recombinante (100 pg) en Tris-HCI 10 mM (pH 8,0) y NaCl 100
mM a 100 pl de una matriz de cromatografia de afinidad por iones metdlicos inmovilizados (IMAC). Después de
incubar a 22°C durante 5 min, la suspensién se aplicd a una columna de centrifuga con microcentrifuga Spin-X
(Costar, Cambridge, MA) equipada con un filtro de acetato de celulosa de 0,45 pm. La matriz se sedimenta mediante
centrifugacion a 2.000 xg durante 3 min y posteriormente se lava varias veces con Tris-HCI 20 mM, pH 7,4. La matriz
se extrae de la unidad de Spin-X, se coloca en un tubo de microcentrifuga, y se resuspende en 200 ml de tampdn
Tris-HCI 50 mM, pH 7,4.

Se afiade una cantidad equimolar del plasminégeno recombinante a la estreptoquinasa inmovilizada en una solucion
de activacion: tampon Tris-HCI 50 mM, pH 7,4. Las muestras se incuban a 22°C y se colocan en una plataforma
giratoria para mantener la matriz en suspension. Después de completar la activacion, la solucion de activacion se
filtra de la estreptoquinasa-Sepharose® en un filtro de vidrio y se aplica inmediatamente sobre la membrana Q o la
columna de benzamidina-SEPHAROSE®. Para controlar el progreso de la activacion del plasminégeno, se
selecciona una muestra a diferentes intervalos y se termina la reaccion mediante la adicién de 0,1 volumenes de
tampon de parada 10X (NaHCO3 1,0 M &cido e-aminocaproico 1,0 M [pH 9,4]). La muestra se transfiere a un tubo de
microcentrifuga Spin-X y se sedimenta mediante centrifugacion a 2.000 xg durante 3 min. Los reactivos
inmovilizados se eluyen mediante la adicién de 25 pl de EDTA 100 mM, seguido por centrifugacion a 5.000 xg
durante 10 min. Se llevé a cabo una SDS-PAGE reducida mediante metodologia convencional.

Ejemplo 11
Cromatografia de intercambio aniénico
La mezcla de activacion de SK del ejemplo 9 se diluyé 1:1 con e-ACA 200 mM/1,2-propanodiol al 12,5% y el pH se

ajusté hasta 9,0. Esta solucién se pasoé a través de una membrana Sartobind SingleSep Q Nano de 1 ml (Sartorius)
a temperatura ambiente.
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La solucién de activacion se paso a través de una membrana Q para eliminar la SK, con el 91% de recuperacion de
la plasmina; esta separacion es posible por los valores dispares de pl para la plasmina recombinante (9,3 y 9,5) y SK
(5,2). En base a un analisis de transferencia Western del material de carga y el flujo pasante de esta membrana Q,
se redujo la SK hasta por debajo del nivel de cuantificacion mediante esta etapa.

Ejemplo 12
Cromatografia de afinidad

El flujo pasante de la membrana Q del ejemplo 11 se complement6 con NaCl (hasta 0,5 M) y se ajust6 el pH hasta
7,0 antes de cargarse en una columna de 200 ml de benzamidina-Sepharose 4 FF (high sub) (GE Healthcare,
Pittsburgh, PA) equilibrada con Tris 25 mM, NaCl 500 mM, e-ACA 250 mM, pH 7,0 a temperatura ambiente. Después
de lavar la columna con 5 volimenes de columna de tampon de equilibrado, la plasmina se eluyé con citrato sédico
200 mM, e-ACA 250 mM, NaCl 300 mM, pH 3,0. Este eluato de la columna se recogié en un recipiente que contenia
un volumen de columna de tampdn de elucién con el fin de reducir rapidamente el pH (hasta 3,0) de la plasmina
presente en el frente del pico.

Se cargo el flujo pasante de la membrana Q en una columna de benzamidina-Sepharose para unirse a la plasmina
activa y eliminar el plasminégeno recombinante sin reaccionar y la plasmina autolisada. La actividad de la plasmina
se recuper6 con un rendimiento de aproximadamente el 95% durante esta etapa.

Ejemplo 13
Ultrafiltracion/diafiltracion

La plasmina presente en el eluato de la columna de benzamidina-Sepharose se concentré aproximadamente 5
veces (hasta 5 mg/ml) y se diafiltré frente a citrato sédico 5,0 mM (pH 3,3) utilizando una membrana Millipore
Pellicon 5 kDa XL de 5 kDa (0,005 m2). Después de la diafiltracion, esta solucion acida de plasmina se almacené a
-80°C.

Ejemplo 14
Concentracion, actividad y pureza de la plasmina

Se cuantifico la proteina total en los intermedios de purificacion de aguas arriba mediante el procedimiento con rojo
de pirogalol que utiliza un patrén de plasminégeno que habia sido calibrado en base a su absorbancia a 280 nm. Se
calculé que el coeficiente de extincion para la plasmina recombinante pura era de 1,66 mg'llml en base a la
composicion de aminoacidos; la absorbancia a 280 nm se utilizé para cuantificar la proteina de plasmina en los
intermedios de purificacion de aguas abajo. La actividad del plasmindgeno se analizé utilizando el kit de
plasminégeno COAMATIC® (DiaPharma Group, Inc.). Este tltimo kit también se utilizé para analizar la actividad de
plasmina pero sin adicion de SK a las mezclas de ensayo; estos ensayos se calibraron y validaron para medir la
concentracion de zimoégeno cataliticamente activo. Se realiz6 una SDS-PAGE convencional en condiciones
reductoras. Se realiz6 una HPLC de exclusién por tamafio con una columna TSK-GEL G2000SWx,. de 7,8 mm x 30
cm (Tosoh Bioscience) con acido acético 10 mM, NaCl 100 mM, pH 3,4, como fase movil. Las proteinas de las
células huésped de E. coli BL21 se analizaron con el kit ELISA de Cygnus Technologies. Se estim6 la SK con una
transferencia Western semicuantitativa utilizando el antisuero de SK de conejo purificado por afinidad preparado de
forma habitual.

El criterio principal para la pureza del plasminégeno y la plasmina es la actividad especifica de los preparados,
representando una actividad especifica de 1,0 la proteina pura al 100%. Tal como se muestra en las tablas 3y 4, las
actividades especificas del intermedio de plasmindgeno y el producto final de plasmina estaban ambas préximas a
1,0.
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Tabla 4: Purificacion de plasmina a partir de plasminégeno purificado

Columna Columna Columna Columna Columna Columna
Columna 5
1 2 3 4 6 7
Etapa de (no/mg
rificaciéon ivi
petescln | oy | @9 | ot | oot | ] e | bemecs
proteina)
Plasmina activada | 247 | a5, 19 | 489447 |82,0+36 |0,77+0,03 DND? 42+15
por estreptogquinasa 0,01
Flujo pasante de | 1,00 + e
membrana Q 008 574 + 46 425 + 30 91,1+0,3 0,74 £0,01 DND <QL
Plasmina de eluato 109 +
de benzamidina 0’08 T | 472 £43 409 + 37 96,1+4,1 |0,87 0,03 <12 < QL
Sepharose '
Plasmina 6,19 + 101,7 +
ultrafiltrada/diafiltrada | 0.28 459229 | 41421l g 090£005 1 <09 <QL

En la tabla 4: columna 1: concentracion de proteinas; columna 2: proteina total; columna 3: actividad total; columna
4: actividad recuperada en la etapa del proceso; columna 5: actividad especifica; columna 6: proteina de la célula
huésped; columna 7: concentracion de SK.

% Valores no corregidos para el volumen de la muestra extraida para ensayos bioanaliticos.

® Los valores representan la media + la desviacion estandar de la media de tres series de purificacion diferentes. ©
Actividad especifica, mg de plasmina recombinante activa por mg de proteina total.

? No se realiz6 analisis en estas muestras.

° Por debajo del nivel de cuantificacién (0,15 pg/ml).

Estas estimaciones de pureza se corroboran mediante los resultados de SDS-PAGE presentados en la figura 4, que
ilustran la purificacion progresiva del plasminégeno, la conversion de plasminégeno de una sola cadena en plasmina
de dos cadenas por SK, y la purificacion de la plasmina. Se observé un pequefio porcentaje de productos de
autolisis en el plasmina ultrafiltrado/diafiltrado al final del proceso de purificacién (figura 4, carril 9). Los analisis de
HPLC y por exclusion de tamafio de las tres muestras del producto final se superponen en la figura 5; este analisis
demostré que el 98% de la proteina se eluy6 en el pico correspondiente a plasmina monomeérica. La proteina de la
célula huésped se redujo a menos de 0,8 ng/mg de plasmina purificada. La SK se redujo por debajo del nivel de
cuantificacion (menos de 0,02 pg/mg de plasmina).

La proteina de plasminégeno recombinante presente en los cuerpos de inclusién solubilizados se replego en la
proteina activa con un rendimiento de aproximadamente el 48%. La recuperacion global de la actividad después de
la cromatografia de ECH-lisina Sepharose, en base al zimégeno replegado activo, fue del 70%. El rendimiento de la
actividad de la plasmina, en base a la actividad del zimégeno de partida, fue del 65%. De este modo, el rendimiento
global calculado de la plasmina, en base al zimoégeno replegado activo, fue del 46% para las tres series de
purificacién presentadas en las tablas 3 y 4.

Ejemplo 15
Cromatografia de intercambio aniénico de plasmina p reparada a partir de plasminégeno recombinante

Se implement6é una cromatografia con membrana Q inmediatamente después de la activacion del plasminégeno
recombinante a plasmina utilizando SK. Se ajusto el pH de la mezcla de activacion de SK de aproximadamente 7 a
aproximadamente 8, se carg6 en la membrana Q equilibrada en tamp6n Tris de pH 8, y se recogio el flujo pasante
que contenia plasmina. Se realizaron estudios a escala de laboratorio y se identificaron las condiciones de carga de
la membrana que conducian a la uniéon a SK y la recuperacién de plasmina. Las muestras de los experimentos a
escala de laboratorio se analizaron para el contenido de SK'y se confirmd la pureza de la muestra.

Ejemplo 16
Cromatografia de intercambio aniénico de plasmina p reparada a partir de plasmindgeno derivado del plas  ma

Los plasminégenos derivados de la sangre y/o las plasminas preparadas a partir de los mismos se dan a conocer,
por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos No. 6.355.243, 6.964.764, 6.969.515 y 7.544.500 y las
publicaciones de patentes de Estados Unidos No. 2002/0192794 y 2003/0012778; y Deutsch y otros, Science, 170:
1095-6 (1970). Por consiguiente, el plasmindgeno se prepara a partir de sangre (por ejemplo, plasma, suero) a
efectos de proporcionar una composicion que comprende la plasmina.

Por ejemplo, el plasminégeno se prepara a partir de la pasta de la Fraccién Il + 11l de Cohn mediante cromatografia

de afinidad en Lys-SEPHAROSE, tal como se ha descrito por Deutsch y otros, supra. Por ejemplo, se resuspenden
200 g de pasta de la Fraccion Il + Ill de Cohn en 2 litros de tamp6n de citrato sodico 0,15 M, pH 7,8. La suspensién

28




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2552337713

se incuba durante una noche a 37°C, se centrifuga a 14.000 rpm, se filtra a través de fibra de vidrio y se mezcla con
500 ml de Lys-SEPHAROSE 4B (Pharmacia). La unién del plasminégeno se realiza a temperatura ambiente durante
2 horas. A continuacion, la Lys-SEPHAROSE se transfiere sobre un filtro de vidrio de 2 litros, y se lava varias veces
con citrato sodico 0,15 M que contiene NaCl 0,3 M hasta que la absorbancia a 280 nm desciende por debajo de
0,05. El plasminégeno unido se eluye con tres partes de 200 ml de acido e-aminocaproico 0,2 M. El plasminégeno
eluido se precipita con 0,4 g de sulfato de amonio sélido/ml de solucion de plasmindgeno. El precipitado de
plasmindgeno crudo (80-85% puro) se puede almacenar a 4°C.

El precipitado de sulfato de amonio del plasmindégeno impuro se centrifuga a 14.000 rpm y se resuspende en un
volumen minimo utilizando Tris 40 mM, que contiene lisina 10 mM, NaCl 80 mM a pH 9,0, para conseguir una
concentracion final de proteina de 10-15 mg/ml. La solucién de plasminégeno se dializa durante una noche frente al
mismo tampon para eliminar el sulfato de amonio. La solucién de plasmindgeno dializada (10-20 ml) se diluye con un
volumen igual de glicerol al 100% y se combina con una cantidad apropiada de un activador de plasmindgeno,
preferentemente, estreptoquinasa. La utilizacion de glicerol al 50% puede reducir la autodegradacion de la plasmina
formada durante la activacion por el activador.

La activacion del plasmindgeno por el activador (por ejemplo, estreptoquinasa) es a temperatura ambiente durante
aproximadamente 2 horas a aproximadamente 24 horas o mas. La SDS-PAGE se realiza en condiciones reductoras
para controlar el progreso de la activacion del plasminégeno. Después de completar la activacion, la solucién de
activacion que comprende plasmina se filtra con un filtro de vidrio, si se desea, y se aplica a un adsorbente de
afinidad, tal como benzamidina-SEPHAROSE. Dado que la plasmina es una serina proteasa con especificidad del
tipo tripsina, la benzamidina-Sepharose es un absorbente de afinidad que puede permitir la captura de la plasmina
activa. Por ejemplo, se aplica una solucion al 50% de glicerol a la columna de benzamidina-Sepharose de 50 ml
equilibrada con Tris 0,05 M, pH 8,0, que contiene NaCl 0,5 M con un caudal de 3 ml/min. La columna se desarrolla a
3 ml/min a 3-7°C. La parte delantera del pico no unido contiene impurezas de alto peso molecular. El resto del pico
no unido esta representado por plasminégeno no activado residual y por productos de autodegradacién inactivos de
la plasmina.

Para proteger la plasmina de la inactivacion en condiciones de pH neutro, se seleccionan condiciones de elucion
acidas. La plasmina unida a benzamidina-Sepharose se eluye, por ejemplo, con tampén de glicina 0,2 M, pH 3,0,
que contiene NaCl 0,5 M.

Se ajusto el pH del eluato recogido de una columna de benzamidina-Sepharose hasta pH de aproximadamente 6,5 a
7,0 y se diluyé 4 veces con agua para inyeccion (WFI). Se equilibré la membrana Q (membrana Sartorius Sartobind
MA 5 Q) con tampo6n de equilibrado (ECAC 62,5 mM, NaCl 37,5 mM, pH 6,5 a 7,0) y el eluato de benzamidina
diluido se cargé en la membrana Q. Se recogieron el flujo pasante y aclarado, y el pH se ajusté inmediatamente
hasta pH 3,4 con HCI 1 N. Este flujo pasante con pH ajustado se concentré posteriormente y se diafiltré6 mediante
UF/DF.

El analisis de SDS-PAGE confirmé que muy poca ([1L0% o menos) de la plasmina se unié a la membrana Q, siendo
el resto capturado en las fracciones del flujo pasante y el aclarado (figura 9). Y, el andlisis de transferencia Western
confirm6 que los fragmentos de SK presentes en la carga Q no estaban presentes en el flujo pasante y el aclarado,
pero estaban presentes en la fraccién de la tira cuando la membrana Q se traté con EACA 62,5 mM, NaCl 500 mM,
pH 6,5 . La transferencia Western se analiz6 densitométricamente y los resultados se muestran en la tabla 5.

Tabla 5: Andlisis densitométrico de carriles de transferencia Western.

Carril Identificacion de muestra (muestras analizad  as en limpio) Concentracion 15 kD ug/ml
1 Patrén 15 kD 1,0 pg/ml 1,000
2 Patrén 15 kD 0,5 pg/ml 0,500
3 Patrén 15 kD 0,15 pg/ml 0,150
4 Carga de benzamidina PBC 050 221 >1,0
5 Flujo pasante de benzamidina PBC 060 221 >1,0
6 Eluato de benzamidina PBC 070 221 <0,15
7 Carga de benzamidina AJC 007 0,25

8 Carga de membrana Q AJC 008, pH 6,5 <0,15
9 Flujo pasante de membrana Q AJC 009, pH 6,5 <0,15
10 Lavado de membrana Q AJC 010, pH 6,5 <0,15
11 Eluato de membrana Q AJC 011, pH 6,5 0,46
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<120> COMPOSICIONES, METODOS Y KITS PARA LA PREPARACION DE PLASMINOGENO; Y PLASMINA
PREPARADA DE LOS MISMOS

<130> T126 2070PCT

<150> 61/156,990
<151> 2009-03-03

<160> 7

<170> Patentin versién 3.5

<210> 1

<211> 344

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Arg Asp Val Val Leu Phe Glu Lys Lys Val Tyr Leu Ser Glu Cys
1 5 10 15

Lys Thr Gly Asn Gly Lys Asn Tyr Arg Gly Thr Met Ser Lys Thr Lys
20 25 30

Asn Gly lle Thr Cys GIn Lys Trp Ser Ser Thr Ser Pro His Arg Pro
35 40 45

Arg Phe Ser Pro Ala Thr His Pro Ser Glu Gly Leu Glu Glu Asn Tyr
50 55 60

Cys Arg Asn Pro Asp Asn Asp Pro Gin Gly Pro Trp Cys Tyr Thr Thr
65 70 75 80

Asp Pro Glu Lys Arg Tyr Asp Tyr Cys Asp Val Pro GIn Cys Ala Ala
85 90 95

Pro Ser Phe Asp Cys Gly Lys Pro GIn Val Glu Pro Lys Lys Cys Pro
100 105 110

Gly Arg Val Val Gly Gly Cys Val Ala His Pro His Ser Trp Pro Trp
115 120 125

GIn Val Ser Leu Arg Thr Arg Phe Gly Met His Phe Cys Gly Gly Thr
130 135 140
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Leu lle Ser Pro Glu Trp Val Leu Thr Ala Ala His Cys Leu Glu Lys
145 150 155 160

Ser Pro Arg Pro Ser Ser Tyr Lys Val lle Leu Gly Ala His GiIn Glu
165 170 175

Val Asn Leu Glu Pro His Val GIn Glu lle Glu Val Ser Arg Leu Phe
180 185 190

Leu Glu Pro Thr Arg Lys Asp lle Ala Leu Leu Lys Leu Ser Ser Pro
195 200 205

Ala Val lle Thr Asp Lys Val lle Pro Ala Cys Leu Pro Ser Pro Asn
210 215 220

Tyr Val Val Ala Asp Arg Thr Glu Cys Phe lle Thr Gly Trp Gly Glu
225 230 235 240

Thr GIn Gly Thr Phe Gly Ala Gly Leu Leu Lys Glu Ala GIn Leu Pro
245 250 255

Val lle Glu Asn Lys Val Cys Asn Arg Tyr Glu Phe Leu Asn Gly Arg
260 265 270

Val GIn Ser Thr Glu Leu Cys Ala Gly His Leu Ala Gly Gly Thr Asp
275 280 285

Ser Cys GIn Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Phe Glu Lys Asp
290 295 300

Lys Tyr lle Leu GIn Gly Val Thr Ser Trp Gly Leu Gly Cys Ala Arg
305 310 315 320

Pro Asn Lys Pro Gly Val Tyr Val Arg Val Ser Arg Phe Val Thr Trp
325 330 335

lle Glu Gly Val Met Arg Asn Asn
340

<210> 2

<211> 810

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Met Glu His Lys Glu Val Val Leu Leu Leu Leu Leu Phe Leu Lys Ser
1 5 10 15

Gly GIn Gly Glu Pro Leu Asp Asp Tyr Val Asn Thr GIn Gly Ala Ser
20 25 30
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Leu Phe Ser Val Thr Lys Lys GIn Leu Gly Ala Gly Ser lle Glu Glu
35 40 45

Cys Ala Ala Lys Cys Glu Glu Asp Glu Glu Phe Thr Cys Arg Ala Phe
50 55 60

GIn Tyr His Ser Lys Glu GIn GIn Cys Val lle Met Ala Glu Asn Arg
65 70 75 80

Lys Ser Ser lle lle lle Arg Met Arg Asp Val Val Leu Phe Glu Lys
85 90 95

Lys Val Tyr Leu Ser Glu Cys Lys Thr Gly Asn Gly Lys Asn Tyr Arg
100 105 110

Gly Thr Met Ser Lys Thr Lys Asn Gly lle Thr Cys GIn Lys Trp Ser
115 120 125

Ser Thr Ser Pro His Arg Pro Arg Phe Ser Pro Ala Thr His Pro Ser
130 135 140

Glu Gly Leu Glu Glu Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Asp Pro GIn
145 150 155 160

Gly Pro Trp Cys Tyr Thr Thr Asp Pro Glu Lys Arg Tyr Asp Tyr Cys
165 170 175

Asp lle Leu Glu Cys Glu Glu Glu Cys Met His Cys Ser Gly Glu Asn
180 185 190

Tyr Asp Gly Lys lle Ser Lys Thr Met Ser Gly Leu Glu Cys GIn Ala
195 200 205

Trp Asp Ser GIn Ser Pro His Ala His Gly Tyr lle Pro Ser Lys Phe
210 215 220

Pro Asn Lys Asn Leu Lys Lys Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Arg Glu
225 230 235 240

Leu Arg Pro Trp Cys Phe Thr Thr Asp Pro Asn Lys Arg Trp Glu Leu
245 250 255

Cys Asp lle Pro Arg Cys Thr Thr Pro Pro Pro Ser Ser Gly Pro Thr
260 265 270

Tyr GIn Cys Leu Lys Gly Thr Gly Glu Asn Tyr Arg Gly Asn Val Ala
275 280 285

Val Thr Val Ser Gly His Thr Cys GIn His Trp Ser Ala GIn Thr Pro
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290 295 300

His Thr His Asn Arg Thr Pro Glu Asn Phe Pro Cys Lys Asn Leu Asp
305 310 315 320

Glu Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Gly Lys Arg Ala Pro Trp Cys His
325 330 335

Thr Thr Asn Ser GIn Val Arg Trp Glu Tyr Cys Lys lle Pro Ser Cys
340 345 350

Asp Ser Ser Pro Val Ser Thr Glu GIn Leu Ala Pro Thr Ala Pro Pro
355 360 365

Glu Leu Thr Pro Val Val GIn Asp Cys Tyr His Gly Asp Gly GIn Ser
370 375 380

Tyr Arg Gly Thr Ser Ser Thr Thr Thr Thr Gly Lys Lys Cys GIn Ser
385 390 395 400

Trp Ser Ser Met Thr Pro His Arg His GIn Lys Thr Pro Glu Asn Tyr
405 410 415

Pro Asn Ala Gly Leu Thr Met Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Ala Asp
420 425 430

Lys Gly Pro Trp Cys Phe Thr Thr Asp Pro Ser Val Arg Trp Glu Tyr
435 440 445

Cys Asn Leu Lys Lys Cys Ser Gly Thr Glu Ala Ser Val Val Ala Pro
450 455 460

Pro Pro Val Val Leu Leu Pro Asp Val Glu Thr Pro Ser Glu Glu Asp
465 470 475 480

Cys Met Phe Gly Asn Gly Lys Gly Tyr Arg Gly Lys Arg Ala Thr Thr
485 490 495

Val Thr Gly Thr Pro Cys GIn Asp Trp Ala Ala GIn Glu Pro His Arg
500 505 510

His Ser lle Phe Thr Pro Glu Thr Asn Pro Arg Ala Gly Leu Glu Lys
515 520 525

Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Gly Asp Val Gly Gly Pro Trp Cys Tyr
530 535 540

Thr Thr Asn Pro Arg Lys Leu Tyr Asp Tyr Cys Asp Val Pro GIn Cys
545 550 555 560
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Ala Ala Pro Ser Phe Asp Cys Gly Lys Pro GIn Val Glu Pro Lys Lys
565 570 575

Cys Pro Gly Arg Val Val Gly Gly Cys Val Ala His Pro His Ser Trp
580 585 590

Pro Trp GIn Val Ser Leu Arg Thr Arg Phe Gly Met His Phe Cys Gly
595 600 605

Gly Thr Leu lle Ser Pro Glu Trp Val Leu Thr Ala Ala His Cys Leu
610 615 620

Glu Lys Ser Pro Arg Pro Ser Ser Tyr Lys Val lle Leu Gly Ala His
625 630 635 640

GIn Glu Val Asn Leu Glu Pro His Val GiIn Glu lle Glu Val Ser Arg
645 650 655

Leu Phe Leu Glu Pro Thr Arg Lys Asp lle Ala Leu Leu Lys Leu Ser
660 665 670

Ser Pro Ala Val lle Thr Asp Lys Val lle Pro Ala Cys Leu Pro Ser
675 680 685

Pro Asn Tyr Val Val Ala Asp Arg Thr Glu Cys Phe lle Thr Gly Trp
690 695 700

Gly Glu Thr GIn Gly Thr Phe Gly Ala Gly Leu Leu Lys Glu Ala GIn
705 710 715 720

Leu Pro Val lle Glu Asn Lys Val Cys Asn Arg Tyr Glu Phe Leu Asn
725 730 735

Gly Arg Val GIn Ser Thr Glu Leu Cys Ala Gly His Leu Ala Gly Gly
740 745 750

Thr Asp Ser Cys GIn Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Phe Glu
755 760 765

Lys Asp Lys Tyr lle Leu GIn Gly Val Thr Ser Trp Gly Leu Gly Cys
770 775 780

Ala Arg Pro Asn Lys Pro Gly Val Tyr Val Arg Val Ser Arg Phe Val
785 790 795 800

Thr Trp lle Glu Gly Val Met Arg Asn Asn
805 810

<210> 3
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<211> 79
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 3

Cys Lys Thr Gly Asn Gly Lys Asn Tyr Arg Gly Thr Met Ser Lys Thr
1 5 10 15

Lys Asn Gly lle Thr Cys GIn Lys Trp Ser Ser Thr Ser Pro His Arg
20 25 30

Pro Arg Phe Ser Pro Ala Thr His Pro Ser Glu Gly Leu Glu Glu Asn
35 40 45

Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Asp Pro Gin Gly Pro Trp Cys Tyr Thr
50 55 60

Thr Asp Pro Glu Lys Arg Tyr Asp Tyr Cys Asp lle Leu Glu Cys
65 70 75

<210> 4

<211> 78

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4
Cys Met His Cys Ser Gly Glu Asn Tyr Asp Gly Lys lle Ser Lys Thr
1 5 10 15

Met Ser Gly Leu Glu Cys GIn Ala Trp Asp Ser GIn Ser Pro His Ala
20 25 30

His Gly Tyr lle Pro Ser Lys Phe Pro Asn Lys Asn Leu Lys Lys Asn
35 40 45

Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Arg Glu Leu Arg Pro Trp Cys Phe Thr Thr
50 55 60

Asp Pro Asn Lys Arg Trp Glu Leu Cys Asp lle Pro Arg Cys
65 70 75

<210> 5

<211> 78

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5
Cys Leu Lys Gly Thr Gly Glu Asn Tyr Arg Gly Asn Val Ala Val Thr
1 5 10 15

Val Ser Gly His Thr Cys GIn His Trp Ser Ala GIn Thr Pro His Thr
20 25 30
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His Asn Arg Thr Pro Glu Asn Phe Pro Cys Lys Asn Leu Asp Glu Asn
35 40 45

Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Gly Lys Arg Ala Pro Trp Cys His Thr Thr
50 55 60

Asn Ser GIn Val Arg Trp Glu Tyr Cys Lys lle Pro Ser Cys
65 70 75

<210> 6

<211> 78

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6
Cys Tyr His Gly Asp Gly GIn Ser Tyr Arg Gly Thr Ser Ser Thr Thr
1 5 10 15

Thr Thr Gly Lys Lys Cys GIn Ser Trp Ser Ser Met Thr Pro His Arg
20 25 30

His GIn Lys Thr Pro Glu Asn Tyr Pro Asn Ala Gly Leu Thr Met Asn
35 40 45

Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Ala Asp Lys Gly Pro Trp Cys Phe Thr Thr
50 55 60

Asp Pro Ser Val Arg Trp Glu Tyr Cys Asn Leu Lys Lys Cys
65 70 75

<210> 7

<211> 80

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7
Cys Met Phe Gly Asn Gly Lys Gly Tyr Arg Gly Lys Arg Ala Thr Thr
1 5 10 15

Val Thr Gly Thr Pro Cys GIn Asp Trp Ala Ala GIn Glu Pro His Arg
20 25 30

His Ser lle Phe Thr Pro Glu Thr Asn Pro Arg Ala Gly Leu Glu Lys
35 40 45

Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Gly Asp Val Gly Gly Pro Trp Cys Tyr
50 55 60

Thr Thr Asn Pro Arg Lys Leu Tyr Asp Tyr Cys Asp Val Pro GIn Cys
65 70 75 80
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparacion de plasminégeno, comprendiendo el procedimiento:
(a) expresar un plasminégeno recombinante utilizando un sistema de expresién recombinante en condiciones de
expresion suficientes para producir un cuerpo de inclusion de plasmindégeno recombinante;
(b) poner en contacto el cuerpo de inclusiéon de plasminégeno recombinante con un tampoén de solubilizacion en
condiciones de solubilizacidn suficientes para obtener un cuerpo de inclusion de plasminégeno recombinante
solubilizado;
(c) poner en contacto el cuerpo de inclusion de plasminégeno recombinante solubilizado con una solucion de
replegamiento en condiciones de replegamiento para obtener una composicion que comprende el plasminégeno
recombinante, en el que se afiade PEG o sulfato de amonio a la solucién de replegamiento en condiciones de
precipitacion, en el que la solucién de replegamiento comprende el plasminégeno y polipéptidos agregados, en el
gue el plasmindgeno es plasmindgeno replegado, en el que las condiciones de precipitacion son suficientes para
precipitar todas o una parte sustancial de las proteinas agregadas;
(d) diafiltrar la composicion después de la etapa (c);
(e) poner en contacto la composicion con un medio de intercambio catidnico en condiciones de intercambio
i6nico que son suficientes para que el medio de intercambio catiénico se una al plasminégeno recombinante;
(f) eluir el plasminégeno recombinante capturado por el medio de intercambio catiénico para obtener un eluato
del medio de intercambio catiénico que comprende el plasminégeno recombinante;
(g) poner en contacto el eluato del medio de intercambio catidnico con un primer medio de afinidad en una
primera condicion de afinidad que es suficiente para que el primer medio de afinidad se una al plasminégeno
recombinante; y
(h) eluir el plasmindégeno recombinante al que se unié por el primer medio de afinidad para obtener una solucion
de plasmindgeno que comprende el plasmindégeno recombinante.

2. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que el medio de intercambio cationico comprende un ligando
acoplado a un soporte, en el que el ligando es sulfopropilo, en el que el soporte es agarosa.

3. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que el primer medio de afinidad comprende un ligando acoplado a
un soporte, en el que el ligando presenta afinidad por el plasmindgeno.

4. Procedimiento, segun la reivindicacion 3, en el que el ligando es lisina, en el que el soporte es una agarosa.

5. Procedimiento para la preparacion de plasmina, comprendiendo el procedimiento:
(a) poner en contacto una composicion que comprende un plasminégeno recombinante con un medio de
intercambio cationico en condiciones de intercambio catidénico que son suficientes para que el medio de
intercambio catidnico se una al plasminégeno recombinante;
(b) poner en contacto el plasminégeno recombinante con un activador de plasminégeno en una solucion de
activacion en condiciones de activacion suficientes para convertir el plasminégeno recombinante en plasmina; y
(c) poner en contacto la plasmina con un medio de intercambio aniénico en condiciones de intercambio aniénico,
de manera que el medio de intercambio aniénico se una, preferentemente, al activador de plasminégeno con
respecto a la plasmina.

6. Procedimiento, segun la reivindicacion 5, que comprende ademas: poner en contacto el flujo pasante del medio de
intercambio aniénico con un segundo medio de afinidad en una segunda condicién de afinidad suficiente para unirse
a la plasmina; o

poner en contacto un eluato del segundo medio de afinidad que comprende la plasmina con un medio de
cromatografia de interaccion hidr6foba en condiciones de interaccion hidréfoba suficientes, de manera que el medio
de cromatografia de interaccion hidréfoba se una, preferentemente, al activador de plasmindgeno con respecto a la
plasmina.

7. Utilizacion de polietilenglicol (PEG) o sulfato de amonio para precipitar de manera selectiva el plasminégeno
recombinante agregado a partir de una mezcla de replegamiento que comprende plasminégeno recombinante.

37



ES 2552337713

(1:0N ar Das) usyusybayiey
TeadrontoerrdagayrreasydbayresTreabayreariTead1ooagsATusyoad
bayerysipAronaqdrodagragayrealdrouronarerraisiArdsysdntooyg
sipTeaAnaToxdAToAToregdeyATouTosADaagdsyayLAToAToe TYNS TS THATD
eTysADnanroayrresurdresbaydtousynetaygnroadbaygusysA)reasiAy
usyn{oHdeTITeAcIgneIuTHeTYnTosATnene A Toe TYAT99YdAYLATOUTDIYL
nroirodariroayrerrsyasionroayrbaydsye ryreareszijusyoxgasgoxd
NasANeTYordoTI TeASATdSYIYLOTITRART YO I ADSIasnNa s A o naTe 1y
a1rdsysATbargryroxgnronaroygnabryregs TeAnNToa T INTOUTO TRAS THOId
nronaSquUsSYTeANTOUTOS tHeTYATONe e TITeASATaiaagaagoxgbayoagres
sAnTonasADSTHe YR TYIYLNSTTeAdIINTHOIJIDGDT INSTIYLATOATDSAD
aYds THISHATOSYgbIyayLbaynaasg TeAuTOd 1 0agdda 19SS THOIJS THRTY
TeASADATHATOTRATRADIVATHOIgSADSATSATOIgNTO TRAUTHOISATATDSAD
dsysydgaegsoageryerysipurnoxgreadsysipafydsygaibayshantooxgdsy
ayLIyrairsipdagorgitournoxgdsyusydsyoxgusybaysinzAusyntants
narriTonToHIagOIFS THIYLRTYOIgIasaygbayorgbarys THOIJABSAYLADS IS
da1sATurHsADIYLSTIATOUSYSATAYLLSATIOS} ONIYLATOBAYI AL usSYsSATATD
usyAroayrsiysionrorsgneqriyreasiisinroeygnagresTeadsybaylon

| VaNoId

IvE

T2t
T0€
8¢
19¢
ve
ce
102
81
191
51
121
101
8

19

184

12

38



ES 2552337713

FIGURA 2

-19 n b
MEHKEVVLLLLLFLXSGQGEPLDDYVNTQGASLFSVTKKQLGAGS TEECAAKCEEDEEFTCRAFQ

YHSKEQQCVIMAENRKSSIITRM

136 143 153 162

$ ILECERECMHACSGENYDG
. kringle 1
=
234
KISKTMSGLECQAWDSQSPHAHGY IPSKEFPNENLRENYCRNPDRELRPWCEFTTDFNERWELCDIF
kringle 2

RCTTPPPSSGPTYQCLKGTGENYRGNVAVTVSGHTCQHWSAQTPHTHNRT PENFPCKNLDENYCR
kringle 3

324
NEDORKRAFWCHTTINSQVRWEYCKIPSCDSSPVESTEQLAPTAPPELTPYVODCYHGDGOSYRGTES

426
TT P TGERCOSHSSMTPHREQKTPENY PHAGLTMNYCRNPDADKGPWCFTTDPSVEWEYCNLKKLS
kringle 4

GTEASVVAPPPVVLLPDVETPSEEDCMPGNGRGYRGKRATTVIGT PCODWARQEFHRHSIFTPET
kringle 5

532 542 561
NPRAGLEKNYCRNPDGDVGGPRWCYTTNPRRKLYDYC

791
N (SEQ ID NO: 2)
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