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DESCRIPCION
Adsorbentes de afinidad para plasminégeno.
Campo de lainvencién
Esta invencion se refiere a compuestos y su uso como ligandos de afinidad.
Antecedentes de lainvencion

Un plasminégeno (como alternativa, conocido como microplasmina, PLG o angiostatina) es un zimdgeno de
glucoproteina de 91 kDa de cadena sencilla, y es el precursor de la plasmina de enzima fibrinolitica. La forma nativa
del plasmin6geno se compone de 791 aminoacidos con &cido glutamico situados en la porcién N-terminal (Glu-
plasminégeno). El plasmindgeno tiene cinco regiones homologas conocidas como kringles. Estas regiones son
especificas para los kringles complementarios situados en tPA, uPA y protrombina. Estos kringles tienen un sitio de
unién a lisina de alta afinidad y cuatro de baja afinidad que median las interacciones de plasminégeno con fibrina y
alfa-2-antiplasmina.

El plasminégeno se convierte en plasmina a través de una cascada de diversas reacciones que dan como resultado
la hidrélisis del enlace peptidico Arg560-Val561 del plasminégeno, dando como resultado dos cadenas que
permanecen asociadas covalentemente por un enlace disulfuro. La funcion principal de la proteasa plasmina tipo
tripsina es la disolucion de coagulos.

Las deficiencias del plasmindgeno resultantes de mutaciones homo o heterocigotas en el ADN codificante se
manifiestan en varias patologias, incluyendo conjuntivitis lefiosas y trombosis.

El plasmindgeno esti presente en el plasma humano a una concentracion de ~100 pg/ml. Es posible purificar el
plasmindgeno del plasma usando lisina inmovilizada sobre un soporte sélido, en un proceso de cromatografia de
afinidad que esta bien caracterizado. La cromatografia con lisina inmovilizada también se usa para la captura
primaria de recoleccion de cultivo celular de proteinas, tal como el activador tisular del plasmindgeno (tPA), usado
comunmente como un anticoagulante. Las capacidades de unidn de las resinas disponibles en el mercado para el
plasmin6geno estan tipicamente en el intervalo de 0,6-1,0 mg de proteina/ml de adsorbente. La pureza del
plasmindgeno eluido de estos materiales es excelente, con una pureza habitual de >95 % desde la captura principal.
Resultara util tener un material que conserve estas caracteristicas de excelente pureza de elucion, pero que muestre
una capacidad de unién en exceso de los disponibles actualmente.

El documento W097/10887 desvela compuestos basados en triazina, Utiles como adsorbentes de afinidad, de
férmula |

/R4

Ry — (CHa), =Y. \rz— (CH—C—
Re

X

N & X

\l/ I
A

donde R; es H, alquilo, hidroxialquilo, ciclohexilo, NH;, fenilo, naftilo, 1-fenilpirazol, indazol, benztiazol, benzoxazol o

bencimidazol, cualquiera de cuyos grupos aromaticos puede estar sustitiuido con uno o mas de alquilo, alcoxi,

aciloxi, acilamino, amino, NH;, OH, COH, sulfonilo, carbamoilo, sulfamoilo, alquilsulfonilo y halégeno;

un X es Ny elotro es N, C-Cl o C-CN;

Y es O, SoNRy;

Zes O, SoNRg;

cada uno de R, y Rz es H, alquilo, hidroxialquilo, bencilo o B-feniletilo;

Q es benceno, naftaleno, benztiazol, benzoxazol, 1-fenilpirazol, indazol o bencimidazol;

cada uno de R4, Rs y Rg es H, OH, alquilo, alcoxi, amino, NH», aciloxi, acilamino, CO2H, éacido sulfénico,
carbamoilo, sulfamoilo, alquilsulfonilo o halégeno;
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nesdeOaé6;
pesde0a20;y
A es una matriz de soporte, unida opcionalmente al anillo triazina por un espaciador.

Los compuestos de formula | se desvelan como poseedores de afinidad para proteinas tales como
inmunoglobulinas, insulina, Factor VII u hormona de crecimiento humano.

Se desvelan compuestos de estructura relacionada en los documentos WOO00/67900 y WO0OO03/097112. Tienen
afinidad para endotoxinas.

Resumen de lainvencién

Sorprendentemente, se ha descubierto que ciertos compuestos, muchos de los cuales son novedosos, son Utiles
para el aislamiento basado en afinidad del plasminégeno. Estos compuestos se definen en las reivindicaciones 1, 3y
4.

Descripcion de lainvencién

Los documentos WQ97/10887, WO00/67900 y WO003/097112 desvelan como pueden construirse bibliotecas
combinatorias de ligandos sobre soporte sélido. Durante la exploracion de un conjunto de estas bibliotecas
combinatorias con plasma humano agrupado como materia prima, se identificaron varios ligandos como capaces de
unir selectivamente y eluir plasminégeno humano.

Los compuestos de formula Ill, IV y V, para su uso en la invencién, pueden prepararse mediante procedimientos
conocidos por los expertos en la técnica. Dichos procedimientos se describen en las 3 publicaciones PCT que se
han identificado anteriormente; pueden adaptarse facilmente a la preparacion de nuevos compuestos.

El documento WQO97/10887 da ejemplos de A, que incluye espaciadores o enlazadores L a través de los cuales el
anillo de triazina puede unirse a un soporte sélido M. Como se describe en el documento W097/10887, dichos
soportes incluyen agarosa, silice, celulosa, dextrano, almidén, alginato, carragenano, polimeros sintéticos, vidrio y
Oxidos de metal. Dichos materiales pueden activarse antes de la reaccién para formar un adsorbente de esta
invencion.

L puede ser, por ejemplo, -T-(-V'-V?) -, donde

Tes O, So-NR'-;

mes0o01;

V! es un radical hidrocarburo opcionalmente sustituido de 2 a 20 atomos de C; y

V% es 0, S, -COO-, -CONH-, -NHCO-, -PO3H-, -NH-arileno-SO2-CH2-CH>- 0 -NRg-; y

cada uno de R’ y R®es independientemente H o alquilo C.s.

El adsorbente de unién al plasmindgeno se representa por la estructura lll

H H
H.N No _N_ _N
2 \"/ X " 0H i
No N
HO” Yo \f
T
Y]

El adsorbente de union al plasmindgeno para su uso en la invencién también se representa por la estructura IV
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H v
N

El adsorbente de union al plasmindgeno se representa por la estructura V

H

H
H,N N. _N_ _N
2\/\/I I\_ \O/\OH
N
HO Yo \fN Y}
0
M

Los ligandos y adsorbentes de unién al plasminégeno descritos en el presente documento son Utiles para el
aislamiento y purificacion por afinidad del plasminogeno de diversos fluidos y mezclas complejas, incluyendo, pero
sin limitacion, plasma humano, plasma humano empobrecido de una o mas proteinas diferentes y sobrenadantes de
fermentacién recombinantes. Esta utilidad se demuestra a continuacion en el Ejemplo 4, por experimentos de
cromatografia usando plasma humano agrupado.

El término "plasminégeno” se usa en el presente documento para describir el propio plasminogeno y también
analogos que tienen las caracteristicas funcionales del plasmindgeno, por ejemplo en cuanto a afinidad a un
compuesto dado descrito en el presente documento. Por lo tanto, el analito puede ser una proteina que es un
fragmento funcional de plasminégeno, o un analogo estructural que tiene uno, mas de cada uno de los mismos sitios
de unién, o una proteina de fusion.

Los siguientes Ejemplos ilustran la invencion.
Ejemplo 1 - Sintesis del Adsorbente Ill

Se suspendié gel de agarosa Purabead reticulado al 6 % (1000 g sedimentado en agua de osmosis inversa (RO))
con agua RO (670 ml), hidroxido sédico 10 M (NaOH) (90 ml) y epiclorhidrina (127 ml). La suspension se agitd
durante 2 horas. Después de tomar una muestra para su analisis, la suspension se filtr6, después se lavé con agua
RO (12 x 1 1). Al analisis para grupos epoxi mostré que el gel se derivé con 17,3 umol de grupos epoxi por g de gel
sedimentado.

El gel se drend antes de afiadir agua RO (800 ml) y una solucién acuosa de amoniaco de 0,88 de gravedad
especifica (200 ml). La mezcla se agitd, se calenté a 40 °C y después se agito a esta temperatura durante 16 horas.
Después de tomar una muestra para su analisis, la suspension se filtrd y después se lavd con agua RO (12 x
1000 ml). El andlisis de TNBS para grupos amina mostré que el gel se derivé con 25,6 umol de grupos amina por g
de gel sedimentado.

El gel aminado y sedimentado (1000 g) se suspendi6 en fosfato potésico 1 M a pH 7,0 (11) y después se dejo
drenar. Después, a este gel se le afiadieron fosfato potasico 1M a pH 7,0 (250 ml) y agua RO (250 ml). La
suspension se agitd vigorosamente mientras se afiadia acetona (500 ml). Después de enfriar en un bafio de hielo/sal
durante 30 minutos, se afiadid en una porcion cloruro cianurico (25 g) en acetona fria (250 ml). La mezcla se agit6 a
0 °C durante 1 hora, antes de lavarse con acetona acuosa al 50 % (5 x 1 1), agua RO (5 x 11), acetona acuosa al
50 % (5 x 1 1) y agua RO agua (10 x 1 1). Se dejé sedimentar el gel por gravedad, antes de tomar una muestra para
su analisis. El andlisis para la liberacién de cloruro indic6 que el gel se derivd con 16,8 umol de diclorotriazina
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sustituida por g de gel sedimentado.

El gel sedimentado de la fase previa (1000 g) se suspendié con tampén fosfato potasico 1 M (1 1) que contenia
clorhidrato de lisina (45 g), pH 8,5, a temperatura ambiente durante 16 horas. La suspensién se filtré y después se
lavé con agua RO (15 x 11). A 950 g (sedimentados) del gel suspendido en agua RO (950 ml) se le afiadié
etanolamina (14,82 g). La mezcla se agit6 a 60°C durante una noche. Después de tomar una muestra del
sobrenadante para su analisis, la suspension se filtr6 y después se lavé con agua RO (12 x 11). El analisis de
liberacién de cloruro indic6 que el gel se habia derivado con 22,7 umol de etanolamina por g de gel sedimentado.

El gel se incubd a una concentracion final de NaOH 0,5 M durante una noche a 40 °C y después se lavo con NaOH
0,5M (5 x 11). Después del lavado final se dejo drenar por gravedad, se afiadi6 NaOH 0,5M (1) y la mezcla se
incub6 a 40 °C durante una noche. Después, el gel se lavé con NaOH 0,5 M (5 x 1 1) y después agua RO (10 x 1 I).
Después del lavado con PBS 0,1 M a pH 7,0 (3 x 11), el gel se lavd durante mas tiempo con agua RO (10 x 1 1),
antes de almacenarse en la cAmara a 4 °C en etanol acuoso al 20 % vi/v.

Ejemplo 2 - Sintesis del Adsorbente IV

Se prepar6 agarosa activada por diclorotriazina de acuerdo con el método que se ha descrito en el Ejemplo 1. El gel
sedimentado (41,5 g, 22 umol DCT/g sedimentados) se hizo reaccionar durante una noche a 60 °C con una solucién
acuosa de clorhidrato de lisina (1,67 g, 10 equivalentes molares) en agua (40 ml) mientras se mantenia el pH a 9,0
con NaOH 10 M. En este momento, el gel se lavd con dimetilformamida acuosa al 50 % (5 x 80 ml), agua RO (5 x
80 ml), HCI 0,21 M (5 x 80 ml), isopropanol al 30 %/NaOH 0,2M (5 x 80 ml) y agua RO (5 x 80 ml), antes de
almacenarse en la cAmara a 4 °C en etanol acuoso al 20 % vi/v.

Ejemplo 3 - Sintesis del Adsorbente V

Se prepar6 agarosa activada con diclorotriazina de acuerdo con el método que se ha descrito en el Ejemplo 1. El gel
sedimentado (43 g, 21,1 umol DCT/g sedimentados) se hizo reaccionar durante 30 minutos a 5 °C con una solucién
de 2-(hidroximetil)anilina (0,56 g, 5 equivalentes molares) en DMF al 50 %/agua (40 ml). En este momento, el gel se
lavé con dimetilformamida acuosa al 50 % (5 x 80 ml) y agua RO (5 x 80 ml). Después, el gel se hizo reaccionar
durante una noche a 60 °C con una solucion acuosa de clorhidrato de lisina (1,71 g, 10 equivalentes molares) en
agua (40 ml) mientras se mantenia el pH a 9,0 con NaOH 10 M. En este momento, el gel se lavé con
dimetilformamida acuosa al 50 % (5 x 80 ml), agua RO (5 x 80 ml), HCI 0,1 M (5 x 80 ml), isopropanol al 30 %/NaOH
0,2 M (5 x 80 ml) y agua RO (5 x 80 ml), antes de almacenarse en la cAmara a 4 °C en etanol acuoso al 20 % v/v.

Ejemplo 4 - Cromatografia con los Adsorbentes Ill, IVy V usando plasma humano

Se realizaron experimentos de cromatografia usando una columna cromatografica de 1,6 cm de diametro interno y
10 cm de altura de lecho usando un sistema de cromatografia Akta Explorer. La columna se equilibré con cloruro
sédico 140 mM/citrato sédico 20 mM/Tris 20 mM pH 7,5 a 100 cm/h. Después, se cargd plasma humano (ajustado a
Tris 20 mM/pH 7,5 filtrado a través de filtros de 3, 0,8, 0,45, y 0,2 um, 1,3 1) a 50 cm/h. El lavado posterior a la carga
fue con cloruro sodico 140 mM/citrato sodico 20 mM/Tris 20 mM pH 7,5 a 50 cm/h con respecto a la absorbancia
inicial. Después, la columna se eluyé con cloruro sédico 140 mM/citrato sédico 20 mM/Tris 20 mM/&cido e-
aminocaproico 500 mM, pH 7,5 a 100 cm/h, y se regeneré con hidréxido sédico 0,5 M. Las fracciones de carga, no
unidas y de elucidon se analizaron por nefelometria para determinar las capacidades de union. Se realizé6 SDS PAGE
para determinar la pureza.

La pureza de las fracciones de elucién de todos los adsorbentes fue >85 %. Las capacidades de unién dindmica (a
una ruptura del 10 %) se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1
Adsorbente | Capacidad de Union Dinamica (mg/ml)
11 4,75
[\ 4,0
V 17,0
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REIVINDICACIONES
1. Uso de un adsorbente de afinidad para la separacién, eliminacién, aislamiento, purificacion,

caracterizacion, identificacion o cuantificacion de un plasminégeno o una proteina que es un analogo del
5 plasminégeno, donde el adsorbente de afinidad es un compuesto de formula lll, IV o V:

/
HO 0
A
1]
H,N N N N NH,
N._ 2N
HO O \l/ o) OH

A

v
N N
H,N NN
A or
N._ 2N
HO™ ~O \|/

A

\"
10 donde A es una matriz de soporte, unida opcionalmente al anillo triazina por un espaciador.
2. Uso segun la reivindicacion 1, donde el plasminégeno esta en una muestra de plasma.
3. Un compuesto de formula 11l
15

\ H\/\OH

HO 0\|"/'
A ]

donde A es una matriz de soporte, unida opcionalmente al anillo triazina por un espaciador.
donde A es una matriz de soporte, unida opcionalmente al anillo triazina por un espaciador.
20

4, Un compuesto de formula V
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ZT

\"/N\ N OH

HO™ Y0 NYN
A

H,N

donde A es una matriz de soporte, unida opcionalmente al anillo triazina por un espaciador.

5
5. Un compuesto que es un precursor de un compuesto segun la reivindicacion 3 o 4, donde A se
reemplaza por un grupo funcional, unido directa o indirectamente al anillo triazina, que permite la inmovilizacion del
precursor sobre un soporte sélido.
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