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DESCRIPCION
Adsorbentes de afinidad para el fibrindgeno
Campo de la invencion
Esta invencion se refiere a compuestos y a su uso como ligandos de afinidad.
Antecedentes de la invencion

El fibrinbgeno es una proteina dimérica, cada una de cuyas mitades estd compuesta de cadenas polipeptidicas
unidas por disulfuro designadas Aa, BR y y. En el higado, los genes para las cadenas Aa y BB codifican productos
individuales de 610 y 461 restos de aminoacidos, respectivamente. En contraste, el procesamiento alternativo de los
transcritos del gen de la cadena y da variantes de cadena y de longitudes ligeramente diferentes (411 y 427 restos),
el mas corto de ellos que constituye el ~90 % del producto final. La forma predominante del fibrindgeno se secreta a
la circulacion con una masa molecular de ~340 kDa. Después de su secrecion desde el higado, la proteina se
encuentra no solo en el plasma, sino también en la linfa y en el liquido intersticial. En individuos sanos, la
concentracion de fibrinégeno en plasma es de entre 4 y 10 ym. Es importante destacar que la concentracion puede
aumentar hasta en un 400 % durante momentos de estrés fisiologico.

El fibrindgeno se convierte en fibrina por la trombina, una proteinasa de serina de tipo tripsina. La trombina hidroliza
al menos dos enlaces Arg-Gly especificos dentro del fibrindgeno. Este proceso conduce inicialmente a la formacion
de protofibrillas de fibrina que se pueden asociar lateralmente, formando fibras mas gruesas que, a su vez, se
pueden asociar para formar haces de fibrina incluso mas gruesos y ramificados. Los haces de este tipo se
estabilizan adicionalmente por enlaces cruzados formados entre restos de Lys y GIn situados dentro de las cadenas
alfa de moléculas de fibrina vecinas, para formar una malla tridimensional capaz de prevenir o limitar el flujo de
sangre. Este proceso de reticulacion esta catalizado por la enzima Factor Xllla.

Existen dos tipos de anomalias congénitas del fibrindgeno, la afibrinogenemia y la disfibrinogenemia. La
afibrinogenemia es una deficiencia cuantitativa que da lugar a diatesis hemorragica. El término hipofibrinogenemia
se refiere a una deficiencia menos severa del fibrindgeno. La disfibrinogemia se caracteriza por anomalias
funcionales del fibrindgeno que pueden resultar en hemorragia o trombosis. Los pacientes pueden ser tratados con
concentrado o crioprecipitado de fibrinégeno. El fibrindbgeno también se usa habitualmente durante cirugia como
complemento de la hemostasia en forma de selladores de fibrina. Normalmente estos son sistemas de dos
componentes que comprenden fibrinégeno (por ejemplo, en forma de concentrado de fibrinégeno) y trombina en
composiciones farmacéuticas apropiadas.

Una preocupacion en la administracion de estas formas parcialmente purificadas de fibrindgeno es la presencia de
proteinas contaminantes. Por tanto seria util un método de purificacion basado en la afinidad para el aislamiento de
fibrindgeno. Dicho método de purificacion seria especialmente Util si fuese capaz de aislar el fibrindgeno a partir de
plasma no empobrecido, de un modo especifico, dejando todos los demas componentes de la proteina intactos para
su posterior manipulacion.

El documento WO97/10887 desvela compuestos a base de triazina, Utiles como adsorbentes de afinidad, de férmula
I
R4

/
Ri —(CHz) —YT X\r Z— (CHz)r.—Qq;e Rs

DAl
A

en la que Ry es H, alquilo, hidroxialquilo, ciclohexilo, NH;, fenilo, naftilo, 1-fenilpirazol, indazol, benzotiazol,
benzoxazol o bencimidazol, cualquiera de dichos grupos aromaticos que pueden estar sustituidos con uno o mas de
alquilo, alcoxi, aciloxi, acilamino, amino, NH», OH, CO-H, sulfonilo, carbamoilo, sulfamoilo, alquilsulfonilo y halégeno;
un X es Ny el otro es N, C-Cl o C-CN;
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Y es O, So NRy.

Zes O,SoNRs.

R2 y R3 son cada uno H, alquilo, hidroxialquilo, bencilo o B-feniletilo;

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

R4, Rs y Rg son cada uno H, OH, alquilo, alcoxi, amino, NHy, aciloxi, acilamino, CO2H, acido sulfénico, carbamoilo,
sulfamoilo, alquilsulfonilo o halégeno;

nesde0a6;

pesde0a20;y

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

Los compuestos de férmula | se describen como que tienen afinidad por proteinas tales como las inmunoglobulinas,
la insulina, el factor VIl o la hormona del crecimiento humano.

Se describen compuestos de estructura relacionada en los documentos WO00/67900 y WO03/097112. Tienen
afinidad por las endotoxinas.

Sumario de la invenciéon

Sorprendentemente, se ha descubierto que ciertos compuestos, muchos de los cuales son nuevos, son Utiles para el
aislamiento del fibrinégeno basado en afinidad. Estos compuestos se definen en las reivindicaciones 1y 3a 7.

Descripcion de la invencion

Los documentos WQ097/10887, WO00/67900 y WO03/097112 desvelan como se pueden construir bibliotecas
combinatorias de ligandos sobre un soporte sdélido. Durante el cribado de un grupo de estas bibliotecas
combinatorias con plasma humano como materia prima, se identificaron una serie de ligandos que eran capaces de
unirse y eluir selectivamente el fibrinbgeno humano.

Los compuestos de férmula lll, 1V, V, VI, y VII, para su uso en la invencion, se pueden preparar por procedimientos
conocidos por los expertos en la materia. Dichos procedimientos se describen en las 3 publicaciones PCT
identificadas anteriormente; se pueden adaptar faciimente a la preparacién de nuevos compuestos.

El documento WO97/10887 da ejemplos de A, incluyendo espaciadores o enlazadores L a través de los cuales el
anillo de triazina puede estar ligado a un soporte so6lido M. Como se describe en el documento WO97/10887, dichos
soportes incluyen agarosa, silice, celulosa, dextrano, almidon, alginato, carragenano, polimeros sintéticos, vidrio y
6xidos metalicos. Los materiales de este tipo se pueden activar antes de la reaccién para formar un adsorbente de
esta invencion.

L puede ser, por ejemplo, -T-(-V1-V2)m-, en la que

TesO,So -NR7-;

mes0o1;

V' es un radical hidrocarbonado opcionalmente sustituido de 2 a 20 atomos de C; y

V2 es 0, S, -COO0-, -CONH-, -NHCO-, -PO3H-, -NH-arileno-SO2-CH2-CHz- 0 -NRs-; y

R’ y R® son cada uno independientemente H o alquilo C1..

El ligando o adsorbente de union a fibrindgeno tiene la féormula 11l (que se protona a pH fisioldgico)

H
H,N H H
2 N n

N—(CH,);—N_ _N
N\|¢N k/O
A
El ligando o adsorbente de unién a fibrinbgeno también tiene la formula IV

3
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H H
N N
HAT N Y v
N. 2N

Ho” o Y O

A o)

El ligando o adsorbente de union a fibrinbgeno también esta representado por la estructura V
5

NH \

X 1N
Y
HNT S0 Nl\fN \O\O

El ligando o adsorbente de union a fibrinbgeno también esta representado por la estructura VI

st :
HN NITN \@\O

NH
10 2

El ligando o adsorbente de union a fibrinbgeno también esta representado por la estructura VII

NH
H
HzNJJ\ /\/\/N\"/N\

T 70

H
N
Vil

(o)

15
Los ligandos y adsorbentes de unidn a fibrinégeno descritos en este documento son utiles para la purificacion de
fibrinbgeno a partir de mezclas complejas, incluyendo, pero no limitado a, plasma humano y sobrenadantes de
fermentacion recombinantes. Esta utilidad se demuestra a continuacion en el Ejemplo 7, por medio de experimentos
de cromatografia usando plasma humano reunido.

20
El término "fibrinbgeno" se utiliza en este documento para describir el fibrinégeno en si y también analogos que
tienen las caracteristicas funcionales del fibrindgeno, por ejemplo, en términos de afinidad por un compuesto dado
descrito en este documento. Por lo tanto, el analito puede ser una proteina que sea un fragmento funcional de
fibrindgeno, o un analogo estructural que tiene uno o mas de todos los mismos sitios de unién, o una proteina de

25 fusion.
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Los siguientes ejemplos ilustran la invencion.
Ejemplo 1 - Sintesis de 4-(4-morfolino)anilinildiclorotriazina

Se disolvié cloruro cianurico (16,1 g) en tetrahidrofurano (130 ml) y se enfrié a 0 °C en un bafio de hielo/sal. Se
afiadio 4-(4-morfolino) anilina (29,61 g) en THF (400 ml) a la solucién de cloruro cianurico a una velocidad tal que la
temperatura no excediera de 0 °C. Después de que la adicion se hubo completado, la mezcla se agit6é a 0 °C durante
30 minutos, antes de afiadir la soluciéon a una mezcla de hielo (700 g) y agua (1,5 I). El sélido resultante se separd
por filtracién, se lavé con agua (1 1), antes de secar en un horno de vacio a 45 °C hasta peso constante (28,54 g).

Ejemplo 2 - Sintesis de adsorbente Il

Se suspendi6 gel Purabead de agarosa reticulado al 6 % (1000 g sedimentados en agua de 6smosis inversa (Ol))
con agua de Ol (667 ml), hidroxido de sodio 10 M (NaOH) (90 ml) y epiclorhidrina (127 ml). La suspension se agité
durante 2 horas. Después se tomd una muestra para su analisis, la suspension se filtrd, y a continuacion se lavo con
agua de Ol (12 x 1 1). El andlisis para los grupos epoxi mostraba que el gel se habia derivado con 19,2 pmol de
grupos epoxi por g de gel sedimentado.

El gel se drena antes de afadir el agua de Ol (400 ml) y una soluciéon acuosa de amoniaco con un peso especifico
de 0,88 (100 ml). La mezcla se agitd y se calentd a 40 °C, y a continuacion se agité a esta temperatura durante 16
horas. Después se tomo una muestra para su analisis, la suspension se filtro, y a continuacion se lavo con agua de
Ol (12 x 500 ml). El analisis TNBS para grupos amina mostraba que el gel se habia derivado con 28,0 ymol de
grupos amina por g de gel sedimentado.

El gel aminado sedimentado (500 g) se suspendio en fosfato de potasio 1 M a pH 7,0 (500 ml), y a continuacion se
dejo drenar. A este gel se le afiadié a continuacion fosfato de potasio 1 M a pH 7,0 (125 ml) y agua de Ol (125 ml).
La suspension se agité vigorosamente mientras se afiadia acetona (250 ml). Después de enfriar en un bafio de
hielo/sal durante 30 minutos, se afiadié cloruro cianurico (12,5 g) en acetona fria (125 ml) en una porcién. La mezcla
se agitdé a 0 °C durante 1 hora, antes de lavar con acetona acuosa al 50 % (5 x 500 ml), agua de Ol (5 x 500 ml),
acetona acuosa al 50 % (5 x 500 ml), y agua de Ol (10 x 500 ml). El gel se dejo sedimentar por gravedad, antes de
tomar una muestra para su analisis. El analisis para la liberacién de cloruro indicaba que el gel se habia derivado
con 26,1 ymol de diclorotriazina sustituida por g de gel sedimentado.

El gel sedimentado de la etapa anterior (238 g) se suspendié con agua de Ol (138 ml) con enfriamiento en hielo/sal,
antes de afadir 2-(4-morfolino) etilamina (4,39 g) en agua de Ol fria (8 °C) (95 ml), de manera que la temperatura de
reaccion no excediese de 8 °C. A continuacion la mezcla se agité a 8 °C durante 1 hora. Después se tomé una
muestra para su analisis, la suspension se filtro, y a continuacion se lavé con agua de Ol (10 x 250 ml). El analisis
para la liberacion de cloruro indicaba que el gel se habia derivado con 23,8 pmol de monoclorotriazina sustituida por
g de gel sedimentado.

A 238 g (sedimentados) del gel se le afiadi6é sulfato de agmatina (15,42 g) disuelto en agua de Ol (200 ml - pH
ajustado a pH 10, y a continuacion, se completé hasta un volumen final de 238 ml con agua de Ol). La mezcla se
agitd a 60 °C durante toda la noche, mientras el pH se mantiene a 10. Después de tomar una muestra del
sobrenadante para su analisis, la suspension se filtrd, y a continuacion se lavé con agua de Ol (15 x 250 ml). El
analisis para la liberacion de cloruro indicaba que el gel se habia derivado con 17,0 ymol de agmatina por g de gel
sedimentado.

El gel se incubd en una concentracion final de NaOH 0,5 M/etanol acuoso al 25 % en v/v durante toda la noche a
40 °C, y a continuacion se lavoé con NaOH 0,5 M/etanol acuoso al 25 % en v/v (5 x 250 ml). Después del lavado final
se dejé drenar por gravedad, se afiadid NaOH 0,5 M/etanol acuoso al 25 % en v/v (250 ml) y la mezcla se incubd a
40 °C durante toda la noche. El gel se lavo con NaOH 0,5 M/etanol al 25 % (5 x 250 ml), y a continuacién con agua
de OI (10 x 250 ml). A continuacion, el gel se incubd en una concentracion final de NaOH 0,5 M durante toda la
noche a 40 °C, y a continuacion se lavo con NaOH 0,5 M (5 x 250 ml). Después del lavado final se dejo drenar por
gravedad, se afiadi6 NaOH 0,5 M (250 ml) y la mezcla se incubd a 40 °C durante toda la noche. El gel se lavd con
NaOH 0,5 M (5 x 250 ml), y a continuacién con agua de Ol (10 x 250 ml). Después de lavar con PBS 0,1 Ma pH 7,0
(3 x 250 ml), el gel se lavé una vez mas con agua de Ol (10 x 250 ml), antes de almacenar en una camara frigorifica
a 4 °C en etanol acuoso al 20 % en v/v.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2573467 T3

Ejemplo 3 - Sintesis de adsorbente IV

Se suspendié gel Purabead de agarosa reticulado al 6 % (650 g sedimentados en agua de Ol) con agua de Ol (438
ml), hidréxido de sodio 10 M (NaOH) (59 ml) y epiclorhidrina (83 ml). La suspension se agité durante 2 horas.
Después de tomar una muestra para su analisis, la suspension se filtré y se lavé con agua de Ol (12 x 1 1). El analisis
de los grupos epoxi mostraba que el gel se habia derivado con 16,5 umol de grupos epoxi por g de gel sedimentado.

El gel se dreno, antes de anadir agua de Ol (520 ml) y una solucién de amoniaco con un peso especifico de 0,88
(130 ml). La mezcla se agité y se calentd a 40 °C, y a continuacion se agitd a esta temperatura durante 16 horas.
Después de tomar una muestra para su analisis, la suspension se filtro, y a continuacion se lavé con agua de Ol (12
x 1 1). El analisis TNBS para grupos amina mostraba que el gel se habia derivado con 22,9 ymol de grupos amina
por g de gel sedimentado.

Una porcion de 500 g del gel aminado sedimentado se suspendié con DMF (500 ml), y a continuacion se deja
drenar. A continuacion, este gel se suspendié con DMF (250 ml), y diisopropiletilamina (DIPEA) (11,0 ml) con
agitacion. La mezcla se agité durante 10 minutos, y a continuacion se afnadié 4-(4-morfolino)anilinildiclorotriazina
(20,6 g) en DMF (250 ml) en una porcion. La mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 3 horas. Después de
tomar una muestra para su analisis, la suspension se filtrd, y a continuacion se lavé con DMF acuoso al 70 % en v/iv
(4 x 150 ml), DMF al 50 % (2 x 150 ml), y agua de Ol (10 x 150 ml). El analisis para la liberacion de cloruro indicaba
que el gel se habia derivado con 20,2 uymol de monoclorotriazina sustituida por g de gel sedimentado. La amina
residual era indetectable por el ensayo de TNBS después de la derivacion.

Se suspendidé una porcion de 150 g (sedimentado) del gel en tampdn de borato sédico 1 M (150 ml) y el pH se ajusto
a 10 con hidroxido de sodio 10 M. Se afiadio arginina (5,50 g) en una porcion. La mezcla se agité a 60 °C durante
toda la noche, mientras el pH se mantiene a 10. Después de tomar una muestra del sobrenadante para su analisis,
la suspension se filtré y se lavéd con agua de Ol (12 x 150 ml). El analisis para la liberacion de cloruro indicaba que el
gel se habia derivado con 22,4 ymol de arginina por g de gel sedimentado.

El gel se incubd en una concentracion final de NaOH 0,5 M/etanol acuoso al 25 % en v/v durante toda la noche a
40 °C, y a continuacion se lavo con NaOH 0,5 M/etanol acuoso al 25 % en v/v (5 x 150 ml). Después del lavado final
se dejé drenar por gravedad, se afiadid NaOH 0,5 M/etanol acuoso al 25 % en v/v (150 ml) y la mezcla se incub¢d a
40 °C durante toda la noche. El gel se lavé con NaOH 0,5 M/etanol al 25 % (5 x 150 ml), y a continuacién con agua
de OI (10 x 150 ml). A continuacion, el gel se incubd en una concentracion final de NaOH 0,5 M durante toda la
noche a 40 °C, y a continuacion se lavo con NaOH 0,5 M (5 x 150 ml). Después del lavado final se dejo drenar por
gravedad, se afiadi6 NaOH 0,5 M (150 ml) y la mezcla se incubé a 40 °C durante toda la noche. El gel se lavd con
NaOH 0,5 M (5 x 150 ml), y a continuacién con agua de Ol (10 x 150 ml). Después de lavar con PBS 0,1 M a pH 7,0
(3 x 150 ml), el gel se lavé una vez mas con agua de Ol (10 x 150 ml), antes de almacenar en una camara frigorifica
en etanol acuoso al 20 % en v/v.

Ejemplo 4 - Sintesis de adsorbente V

Se suspendié gel Purabead de agarosa reticulado al 6 % (650 g sedimentados en agua de Ol) con agua de Ol (438
ml), hidréxido de sodio 10 M (NaOH) (59 ml) y epiclorhidrina (83 ml). La suspension se agité durante 2 horas.
Después de tomar una muestra para su analisis, la suspension se filtrd, y a continuacion se lavé con agua de Ol (12
x 11). El analisis de los grupos epoxi mostraba que el gel se habia derivado con 16,5 pmol de grupos epoxi por g de
gel sedimentado.

El gel se dren6 antes de afiadir el agua de Ol (520 ml) y una soluciéon acuosa de amoniaco con un peso especifico
de 0,88 (130 ml). La mezcla se agitd y se calentd a 40 °C, y a continuacion se agité a esta temperatura durante 16
horas. Después de tomar una muestra para su analisis, la suspension se filtré y se lavd con agua de Ol (12 x 1 1). El
analisis TNBS para grupos amina mostraba que el gel se habia derivado con 22,9 uymol de grupos amina por g de
gel sedimentado.

Una porcion de 500 g del gel aminado sedimentado se suspendié con DMF (500 ml), y a continuacion se dejo
drenar. A continuacion, este gel se suspendié con DMF (250 ml) y DIPEA (11,0 ml) con agitacién. La mezcla se agité
durante 10 minutos, y a continuacion se afiadio 4-(4-morfolino)anilinildiclorotriazina (20,6 g) en DMF (250 ml) en una
porciéon. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 3 horas. Después de tomar una muestra para su
andlisis, la suspension se filtré y se lavo con DMF acuosa al 70 % en v/v (4 x 150 ml), DMF acuosa al 50 % en v/v (2
x 150 ml), y agua de Ol (10 x 150 ml). El analisis para la liberacién de cloruro indicaba que el gel se habia derivado

6
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con 20,2 ymol de monoclorotriazina sustituida por g de gel sedimentado. La amina residual era indetectable por el
ensayo de TNBS después de la derivacion.

Una porcién de 150 g (sedimentado) del gel se suspendié en tampoén de borato sédico 1 M (150 ml) y el pH se ajusto
a 10 con hidroxido de sodio 10 M. Se afadié diclorhidrato de argininamida (7,75 g) en una porcion. La mezcla se
agité a 60 °C durante toda la noche, mientras el pH se mantiene a 10. La suspension se filtrd, y a continuacién se
lavé con agua de Ol (15 x 150 ml). El analisis del gel lavado y sedimentado para el cloruro residual indicaba que el
gel se habia derivado hasta la finalizacion de la argininamida.

El gel se incubd en una concentracion final de NaOH 0,5 M/etanol acuoso al 25 % en v/v durante toda la noche a
40 °C, y a continuacion se lavé con NaOH 0,5 M/etanol acuoso al 25 % en v/v (5 x 150 ml). Después del lavado final
se dejé drenar por gravedad, se afiadid NaOH 0,5 M/etanol acuoso al 25 % en v/v (150 ml) y la mezcla se incub¢d a
40 °C durante toda la noche. El gel se lavéo con NaOH 0,5 M/etanol acuoso al 25 % en v/v (5 x 150 ml), y a
continuacion con agua de Ol (10 x 150 ml). A continuacion, el gel se incubd en una concentracion final de NaOH 0,5
M durante toda la noche a 40 °C, y a continuacion se lavé con NaOH 0,5 M (5 x 150 ml). Después del lavado final se
dejo drenar por gravedad, se afiadid NaOH 0,5 M (150 ml) y la mezcla se incub6 a 40 °C durante toda la noche. El
gel se lavo con NaOH 0,5 M (5 x 150 ml), y a continuacion con agua de Ol (10 x 150 ml). Después de lavar con PBS
0,1 Ma pH 7,0 (3 x 150 ml), el gel se lavd una vez mas con agua de Ol (10 x 150 ml), antes de almacenar en una
camara frigorifica en etanol acuoso al 20 % en v/v.

Ejemplo 5 - Sintesis de adsorbente VI

Se suspendié gel Purabead de agarosa reticulado al 6 % (650 g sedimentados en agua de Ol) con agua de Ol (438
ml), hidréxido de sodio 10 M (NaOH) (59 ml) y epiclorhidrina (83 ml). La suspension se agité durante 2 horas.
Después de tomar una muestra para su analisis, la suspension se filtré y se lavé con agua de Ol (12 x 1 1). El analisis
de los grupos epoxi mostraba que el gel se habia derivado con 16,5 pumol de grupos epoxi por g de gel sedimentado.

El gel se drend antes de afadir agua de Ol (520 ml) y una solucién de amoniaco con un peso especifico de 0,88
(130 ml). La mezcla se agité y se calentd a 40 °C, y a continuacion se agitd a esta temperatura durante 16 horas.
Después de tomar una muestra para su analisis, la suspension se filtré y se lavo con 12 x 1 | de agua de Ol (12 x 1
1). El analisis TNBS para grupos amina mostraba que el gel se habia derivado con 22,9 pymol de grupos amina por g
de gel sedimentado.

Se suspendié gel aminado sedimentado (70 g) en fosfato de potasio 1 M (70 ml) y se dejé sedimentar. A
continuacion se afnadié fosfato de potasio 1 M (20 ml), la mezcla se agité vigorosamente, y se afiadio acetona (10
ml). La mezcla se enfriéd a 0 °C en un bafio de hielo con sal, antes de afiadir cloruro cianurico (1,75 g) en acetona fria
(17,5 ml) en una porcién. La suspensién se agité durante 1 hora a 0-4 °C, antes de drenar, y a continuacion se lavo
con acetona acuosa al 50 % en v/v (5 x 70 ml), agua de Ol (5 x 70 ml), con acetona acuosa al 50 % en v/v (5 x 70
ml), y agua de Ol (10 x 70 ml). El analisis reveld la union de 18,0 pmol de grupos diclorotriazina por g de gel
sedimentado.

La diclorotriazinilagarosa (55 g) se lavé con DMF acuosa al 50 % en v/v, y a continuacién se suspendié en DMF
acuosa al 50 % en v/v (55 ml). Se disolvié 4-(4-morfolino) anilina (1,23 g) en DMF acuosa al 75 % en v/iv (15 ml) y se
enfrié en hielo, antes de la adicion a la diclorotriazinilagarosa. La mezcla se hizo reaccionar a 4 °C durante 60
minutos. Después de este tiempo se tomdé una muestra de sobrenadante, antes de lavar el gel con DMF al 50 % (5 x
100 ml) y agua de OI (10 x 100 ml). El analisis del ion cloruro liberado en la reaccion indicaba una carga de la amina
de 20,6 pmol por g de gel sedimentado.

Una porcion de 37 g (sedimentado) del gel se suspendié en tampdn de borato sédico 1 M (37 ml) y el pH se ajusto a
9 con hidréxido de sodio 10 M. Se afadioé diclorhidrato de 4-aminobenzamidina (1,93 g) en una porcion. La mezcla
se agitd a 60 °C durante toda la noche, mientras el pH se mantiene a 10. La suspension se filtird, y a continuacion se
lavé con agua de Ol (15 x 150 ml). El gel se lavé con agua de Ol (10 x 150 ml), antes de almacenar en una camara
frigorifica a 4 °C en etanol acuoso al 20 % en v/v.

Ejemplo 6 - Sintesis de adsorbente VII
Se suspendié gel Purabead de agarosa reticulado al 6 % (650 g sedimentados en agua de Ol) con agua de Ol (438

ml), hidréxido de sodio 10 M (NaOH) (59 ml) y epiclorhidrina (83 ml). La suspension se agité durante 2 horas.
Después de tomar una muestra para su analisis, la suspension se filtré y se lavé con agua de Ol (12 x 1 1). El analisis

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2573467 T3

de los grupos epoxi mostraba que el gel se habia derivado con 16,5 umol de grupos epoxi por g de gel sedimentado.

El gel se drend antes de afadir agua de Ol (520 ml) y una solucién de amoniaco con un peso especifico de 0,88
(130 ml). La mezcla se agité y se calentd a 40 °C, y a continuacion se agitd a esta temperatura durante 16 horas.
Después de tomar una muestra para su analisis, la suspension se filtré y se lavé con agua de Ol (12 x 1 1). El analisis
TNBS para grupos amina mostraba que el gel se habia derivado con 22,9 ymol de grupos amina por g de gel
sedimentado.

Una porcion de 150 g del gel aminado sedimentado se suspendié con DMF (150 ml), y a continuacion se deja
drenar. A continuacion, este gel se suspendié con DMF (75 ml) y DIPEA (1,38 ml) con agitacion. La mezcla se agité
durante 10 minutos, y a continuacién se afiadié 4-(4-morfolino) anilinildiclorotriazina (2,58 g) en DMF (75 ml) en una
porciéon. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 3 horas. Después de tomar una muestra para su
andlisis, la suspension se filtré y se lavo con DMF acuosa al 70 % en v/v (4 x 150 ml), DMF acuosa al 50 % en v/v (2
x 150 ml), y agua de Ol (12 x 150 ml). El analisis para la liberacién de cloruro indicaba que el gel se habia derivado
con 21,4 ymol de monoclorotriazina sustituida por g de gel sedimentado. El analisis de la amina residual indicaba
que se mantenian 0,8 pymol de grupos amina por g de gel sedimentado después de la derivacion.

Una porcion de 132 g (sedimentado) del gel se suspendié en tampdn de borato sédico 1 M (132 ml) y el pH se ajusto
a 10 con hidroxido de sodio 10 M. Se afiadié sulfato de agmatina (3,73 g) en una porcion. La mezcla se agitd a 60 °C
durante toda la noche, mientras el pH se mantiene a 10. Después de tomar una muestra del sobrenadante para su
analisis, la suspension se filtro, y a continuacion se lavo con agua de Ol (15 x 150 ml). El analisis para la liberacion
de cloruro indicaba que el gel se habia derivado con 19,9 ymol de agmatina por g de gel sedimentado.

El gel se incubd en una concentracion final de NaOH 0,5 M/etanol acuoso al 25 % en v/v durante toda la noche a
40 °C, y a continuacion se lavé con NaOH 0,5 M/etanol acuoso al 25 % en v/v (5 x 150 ml). Después del lavado final
se dejé drenar por gravedad, se afiadio NaOH 0,5 M/etanol acuoso al 25 % en v/v (150 ml) y la mezcla se incubd a
40 °C durante toda la noche. El gel se lavéo con NaOH 0,5 M/etanol acuoso al 25 % en v/v (5 x 150 ml), y a
continuacion con agua de Ol (10 x 150 ml). A continuacion, el gel se incubé en una concentracion final de NaOH 0,5
M durante toda la noche a 40 °C, y se lavd con NaOH 0,5 M (5 x 150 ml). Después del lavado final se dejo drenar
por gravedad, se afiadi6 NaOH 0,5 M (150 ml) y la mezcla se incubé a 40 °C durante toda la noche. El gel se lavo
con NaOH 0,5 M (5 x 150 ml), y a continuacién con agua de OI (10 x 150 ml). Después de lavar con PBS 0,1 M a pH
7,0 (3 x 150 ml), el gel se lavé una vez mas con agua de Ol (10 x 150 ml), antes de almacenar en una camara
frigorifica a 4 °C en etanol acuoso al 20 % en v/v.

Ejemplo 7 - Cromatografia en plasma humano

Se llevaron a cabo experimentos de cromatografia con cada uno de los adsorbentes Ill, 1V, V, VI, y VII, utilizando
una columna Omnifit con un volumen de columna de 10 ml y 1 cm de diametro con un sistema de cromatografia
Biologic LP. La columna se equilibré con 5 voliumenes de columna de citrato de sodio 13 mM, cloruro de sodio 140
mM a pH 7,0 y 100 cm/h. A continuacién se cargd plasma humano (0,45 pym filtrado, 100 ml) a 50 cm/h. El lavado
posterior a la carga se realiz6 con citrato de sodio 13 mM, cloruro sédico 140 mM a pH 7,0, hasta un valor de
absorbancia basal. A continuacion, la columna se eluyé con glicina 0,3 M, cloruro de sodio 0,5 M y colato de sodio al
1 % en p/v a pH 9,0, y se desinfectd con clorhidrato de guanidina 2 M a pH 7,0. La fraccién de elucién se neutralizé
inmediatamente con HCI 0,4 M antes del andlisis. Las fracciones de carga, no unida, y de elucién se analizaron por
nefelometria para determinar las capacidades de unién y de elucion. Se llevé a cabo una SDS PAGE para
determinar su pureza.

La pureza de fibrindgeno en cada eluato era superior al 85 %. Las capacidades de union y de elucion se presentan
en la Tabla 1.

Tabla 1
Adsorbente | Capacidad de union (mg/ml) | Capacidad de elucion (mg/ml)
I 3,23 3,04
v 2,76 0,28
V 6,43 3,77
VI 8,36 3,99
Vil 17,97 15,04
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REIVINDICACIONES

1. El uso de un adsorbente de afinidad para la separacién, extraccion, aislamiento, purificacion,
caracterizacion, identificacion o cuantificacion de fibrindgeno o de una proteina que es un analogo del fibrindgeno,
5 en el que el adsorbente de afinidad es un compuesto de seleccionado entre:

H
N CHITN NS \/\N/\l 1
I \I/ K/

st el
HO o\f N/\|
A
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| Vi

N =N
\l/ N/'\I
A LS
en las que A es una matriz de soporte, opcionalmente unida al anillo de triazina por un espaciador.

5 2. Uso segun la reivindicacion 1, en el que el fibrinbgeno se encuentra en una muestra de plasma.

3. Un compuesto de férmula il

H
|-lzm’EN—(CH )—H N “
H P \“/ S \/\N/\l
(o

N 2N
\I/ i
A
10
en la que A es una matriz de soporte, opcionalmente unida al anillo de triazina por un espaciador.

4, Un compuesto de formula IV

15

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

5. Un compuesto de féormula V
20
NH
H H
JU N NN
HN™ °N X
" NN
HN" YO Y N/ﬁ
A k/o Vv

en la que A es una matriz de soporte, opcionalmente unida al anillo de triazina por un espaciador.
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6. Un compuesto de férmula VI
H H
N N

O

T "0

NH,

5
en la que A es una matriz de soporte, opcionalmente unida al anillo de triazina por un espaciador.

7. Un compuesto de formula VI

2
\I/ N/\
A k/o VI
10
en la que A es una matriz de soporte, opcionalmente unida al anillo de triazina por un espaciador.

8. Un compuesto que es un precursor de un compuesto de acuerdo con cualquiera de las
15 reivindicaciones 3 a 7, en el que A se sustituye por un grupo funcional, unido directa o indirectamente al anillo de
triazina, que permite la inmovilizacién del precursor sobre un soporte sélido.
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