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macéuticas a base de uroquinasa, susceptibles de ser utili-

1

Hnjr nGm.

La invencidn se refiere a nuevas composiciones far-

zadas en condiciones que pueden ser més favorables que las

que se recomiendan corrientemente, habida cuenta de la na-

turaleza de la uroquinasa contenida en estas nuevas compo-

siciones, y a un procedimiento de obtencién de uma tal uro-
quinasa.

Es ya sabido que las uroquinasas que se encuentran
en el comercio estdn constituidas a menudo por mezclas, par
ticularmente de dos tipos de uroquinasa, las cuales se dis-
tinguen esencialmente por sus pesos moleculares, del orden
de 33,000 para wno de entre ellos, y del orden de 54.000 pa-|
ra el otro. Estos dos tipos, que se designarén en lo que si
gue por las designaciones "urcquinasa I y “uroquinasa II,
respectivamente, no han sido, sin embargo, apenas objeto,
hasta este dfa, de estudios que hayan desembocado en 1la com
probacién de que los mismos podrian presentar propiedades
diferentes. Igualmente, faltaba hasta hoy un procedimiento
que permitiera efectuar su separacién en gran escala y, al
mismo tiempo, con una sencillez y una selectividad suficien
tes. En efecto, un procedimiento basado en la vmica dife-
rencia de sus pesos moleculares; diferencia que es demasia-
do pequefia, no podfa responder a tales exigencias.

La invencién es consecuencia del descubrimiento
de que esta separacidén podia hacerse de hecho en condicio-
nes satisfactorias y con buenos rend:i_mien'bos; por ung téc-
nica que utiliza wm gel que tiene propiedades que permiten
el intercambio de iones.

La invencién deriva del descubrimiento de que la

actividad enzimética de 1a uroquinasa II con respecto al
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plasminégeno nativo, tal como existe en la sangre humana,
—es netamente méds importante que la de la uroquinasa I; que
ocurre también lo mismo con la cinética de la accién de la
uroquinasa II, mé4s importanite que la de la uroquinasa I, en
lo que concierne a la lisis de log codgulos formados sobre
diferentes substratos de sangre humasna (sangre total, plas-
ma rico en plaguetas y plasma desprovisto de plaquetas).

La uroquinasa II, sensiblemente exenta de uroqui-~
nasa I, puede por tanto encontrarse en la base de la elabo-
racién de esquemas terapéuticos nuevos que ponen en juego
dosis de uroquinasa més reducidas que los esquemas terapéu-—
ticos clésicos. Estos esquemas nuevos, tan eficaces como
los esquemas clésicos, pueden conducir ademis a una mejor
tolerancia de los pacientes con respecto a una terapéutica
éue ha realizado ciertamente sus pruebas, pero cuya aplica-
cién al nivel clinico sigue siendo ain muy delicada en to-
dos los casos.

En particular, la invencidén permite por una parte
la elevacién del margen de seguridad disponible entre las
dosis de uroquinasa para las cuales ésta llega a ser ple-
namente eficaz y aquéllas més alld de las cuales los ries-
gos hemorrigicos resulbtantes de su accidn tienden a ser im-
portentes. De ello se deduce también la disminucidén de los
riesgos de intervencidén de la uroquinasa sobre otros facto-
res de coagulacién.

La presente invencibn concierme por tanto a compo-
siciones utilizables en terapéutica y administrables parti-
cularmente por inyeccidén, perfusién o medios anélogos, a
base de uroquinasa II, que contiene menos de 1% en peso, ¥y

por tanto estéd sensiblemente exenta de otro tipo de uroqui-
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— La invencidn concierne igualmente a un procedimien
to de separacién de estas dos uroquinasas que se caracteri-
za por el hecho de gue el mismo comprende las etapas que cony
sisten en poner en contacto con un gel que tiene, desde el
punto de vista idnico, los caracteres de una resina cambia-
dora de iones, sobre la cual las uroquinasas son suscepti-
bles de fijarse, la mezcla de uroquinasas a separar en el
seno de una solucién tamponada a base de una sal mineral del
tipo de las que, a una concentracién dada, permiten la re-
tencidn o la fijacibn de los dos tipos de uroquinasa sobre
el gel; cuando éste estd en equilibrio con una tal solucidn
Tamponada, lavar a continuacién dicho gel, particularmente
con la misma solucidn tampbén hasta que el efluente ya no
contenga nada de proteinas, hacer pasar sobre el gel, en el
que estén fijadas las uroquinasas, una solucién tampdn seme
Jante excepto que se hace variar progresivamente su concen-
tracién en sal mineral a partir del valor iniecial tal como
se define arriba hasta el valor para el que ya no puede que-—
dar retenido sobre el gel dingln tipo de uroquinasas; en
condiciones de revelado adecuadas para permitir las elucio-
nes sucesivas, pero separadas de los dos tipos de uroquina-
Sa.

Ventajosamente, el gel utilizado es a base de wna
agarosa cuyas cadenas estén reticuladas entre si; con pre~
ferencia un gel de este tipo que contiene grupos carboxi-
metilo. Se obtienen resultados particularmente ventajosos
cuando se recurre al gel constituido por la carboximetil—
—-agarosa retliculada en perlas, comercializada bajo la desig-

nacién “carboxime‘bil—-SEPHAROSER ", Todas las operaciones se
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~te a 49C aproximadamente.

{ se mantiene a un pH comprendido entre aproximadamente 4 y

l1armente del orden de 0,04 I. La disolucidén de una mezcla

Hoja nam. 4

realizan con preferencia a baja temperatura, ventajosamen-

In un modo de utilizacién preferido del procedi-

miento de acuerdo con la invencidén, la solucién tamponada

aproximademente 7, con preferencia del orden de 6, y la sal
mineral de la que se hace variar la concentracién estd cons
tituida por el sulfato de amonio. La concentracién inicisl

de sulfato de amonio de la solucién tamponada estéd compren-

dida ventajosamente entre 0,01 M y 0,06 M, siendo particu-

de uroquinasas de los tipos I y II en una tal solucién tam—
ponada y su puesta en contacto con un gel cambiador de iones)
particulamente del tipo "carboximetil-SEPHAROSE", previa-
mente equilibrado con una solucidén tamponada semejante, per
mite la fijacién de la totalidad de la uroquinasa inicial-
mente contenida en la mezcla, cuando la cantidad de gel uti
lizada es suficiente. Ventajosamente, la operacién de fija~
cién se realiza por medio de una téenica cromatogréfica, es-
tendo contenido entonces el gel .en el interior de una colum-
na. Los dos tipos de uroquinasa de la mezcla inicial pueden
separarse entonces uno del otro por revelado, particularmen-
te segun un gradiente lineal, por paso a través de la colum~
na de une solucidén tamponada de pH semejanbe cuya concentra-
cién en sulfato de amonio se hace crecer progresivamente
hasta un valor que puede estar comprendido particularmente
entre 0,1 y 0,5 I, siendo con preferencia del orden de 0,25
M. Los productos de elucidén obtenidos pueden fraccionarse

de manera clésica per se, y someterse a andlisis en lo que

respecta especialmente a sus contenidos respectivos en pro-




10

15

20

25

30
250478

5

Hoja nim.

teinas yv sus actividades en uroquinasa, antes de ser reco-
~gidos segin la naturaleza de su contenido., En particular, se
recogeréin los grupos de fracciones que corresponden a cada
uno de los dos picos netos de actividad de uroquinasa que
pueden ser puestos asi en evidencia, cuando se regulan en
condiciones clésicas per se los diferentes parémetros de elu
cién.

El procedimiento se aplica de manera ventajosa a
toda uroquinasa que tenga una actividad especifica de 2l
menos 5000 uCTA/mg de proteinas, con preferencia igual o
superior a .8000 uCTA/mg de protelnas.

Se indicarén a continuvacién, a titulo ilustrativo,

bien entendido no limitante, las condiciones particularmen-—

I'be apropiadas para la separacién de las dos fracciones ne-

tas arriba citadas, las cuales corresponden respechivamente
a los dos tipos de uroquinasa buscados.
Se prepara una columna de carboximetil-SEIPHAROSER

de tal manera que tenga 1 ml de gel para 0,1 g 1 milldn de

| uCTA de uroquinasa, con preferencia 1 ml para 0,4 millones

de uCTA.

Esta columna estd equilibrada por tampdén de sulfa-
to de amonio 0,01 M a 0,06 i, con preferencia 0,04 M, de pH
comprendido entre 4,0 y 7,0, con preferencia 6,0.

La mezcla de uroquingsa a separar se disuelve en
este tampén, a razdén de 200.000 uCTA/ml y se dializa duran-
te 8 horas, contra 100 a 200 voldmenes de este mismo tampén.
Ia solucién obtenida, después de una eventual centrifuga-
cién para eliminar las materias insolubles que hayan podido
aparecer en el curso de la didlisis, se carga en la columna

a uwn caudal de 0,1 a 1 volumen de columna por hora, con pre-
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ferencia 0,5 voltmenes/hora. La colwma se enjuaga luego por
el tampdén de equilibramiento, hasta ausencia de proteinas
en el efluente de la columna.

Se revela luego la columna por un gradiente lineal,
obtenido por ejemplo de manera clésica por dos depdsitos que
contienen un volumen idéntico de los tampones siguientes:

- depésito 1: 10 a 30 volumenes de columna, con
preferencia 20 volimenes, de tampén de equilibra-
miento;

- depbsito 2: el mismo volumen de tampén de sulfa-
to de amonio, 0,1 a 0,5 M, con preferencia 0,25
14, de pH 4,0 a 7,0, con preferencia 6,0.

Esta operacibén se efectia con preferencia a un cau-

ldal idéntico al caudal de carga y de lavado de la columna.
El efluente de la columna se recoge en un colector

de fracciones, y el contenido en proteinas de este efluente

‘| ge analiza de modo continuo por medio de un espectrofotdme-

tro registrador.

El diagrama obtenido cuando se representa el conte-
nido en proteinas y en actividad de uroquinasa del efluente,
en funcidn del volumen de elucién, es del tipo representado
en la fig. 1. '

Las proteinas y la actividad de uroguinasa se sepa-
ran en dos picos netos. Las medidas de‘pesos moleculares
efectuadas sobre la uroguinasa contenida en el primer pico
hacen ver que ésta comprende como constituyente principal
la uroquinasa I que tiene un peso molecular del orden de
33,000 + 3.300. El de la uroquinasa recogida en el segundo
pico es del orden de 54.000 + 5.400., Asi, es posible separar

completamente los dos tipos de uroquinasa, hastatel punto
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] que comprende su disolucidn en una solucidn de sulfato de

i tehido en sulfato de amonio de 0,25 ¥, permite s6lo sensi-

l Bien entendido, la composicidén a base de la sola
-lnacién" por la uroquinasa I, puede ser objeto, si es preci-

el médximo de protefnas extrafias e incrementar su actividad

Hoja nﬁm.?

de que se pueden obtener asi composiciones que contienen
mds particularmente la uroquinasa II, con un grado de pure-
Za que puede expresarse por el hecho de que la aplicacidén a

esta composicién a base de uroquinasa de un procedimiento

amonio 0,04 i, de pH 6, la puesta en contacto de esta solu-
cién en una columna de cromatografia con un gel del tipo
carboximetil~-SEPAHROSE puesto en cantidad suficiente y el
revelado de la columna segin un gradiente lineal hasta la

obtencién de un producto de elucidn de pH 6 que tiene un con

blemente el aislamiento de un tinico pico de actividad de uroe:

quinasa.
uroquinasa II que no contiene pricticamente ya "contami-
80, de una purificacidén suplementaria con vistas a eliminar

especifica en uroquinasa, y esto particularmente hasta la
obtencidn de una composicidn a base de uroquinasa II que
tenga una pureza suficiente para permitir su utilizacidn en
terapéutica. Ejemplos de tales purificaéiones se indicarin
en los ejemplos que siguen.

Como se ha indicado ya anteriormente, las dos frac-
ciones de uroquinasa separadas por el procedimierto de acuer
do con la invencién, presentan variaciones al nivel de sus
actividades enziméticas frente a diferentes substratos, tan-
to si se trata de substratos sintéticos como si éstos son
naturales, o frente a diferentes formas de plasminégeno, par

ticularmente los metionil- § lisil-plasminégenos, por una
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parte, y el glutamil-plasmindgeno, por otra parte. Estas
—diferencias han sido comprobadas por la utilizacidén de las
tres téenicas de dosificacidn que constituyen:
- la técnica de la placa de fibrina segin PIOUG y
KJELDJAARD /Ploug, J. Kjeldjaard, N.0., Biochim.
Biophys. Acta 24, 278-282 (1957)/;
- la téenica sobre codgulo de fibrina segin los
mismos autores /Ploug, J.Kjeldjaard, N,0., Bio-
chim, Biophys. Acta, 24, 278-282 (1957)7;
- la técnica sobre substrafo sintético AGLNME segin
WALTON [Walton, P,L., Biochim. Biophys. Acta 132,
104-114 (1967)/.

Todas estas dosificaciones se han efectuado con

referencia a un patrén CTA oficial del "Comité para los

———

agentes tromboliticos™, del Instituto Nacional del Corazén,
en los Estados Unidos (Committee on Thrombolybtic Agents,
National Heart Institute).

Se han utilizado dos tipos de plasmindgeno. EL pri
mero es del tipo del de los plasminbgenos que estéd presente
normalmente en el plasma circulante en el hombre, Este plas-
mindgeno estd constituido esencialmente por glutamil-plas-
minégeno, es decir por un compuesto del +tipo plasminégeno
activable en plasmina por la uroquinasa y cuyo &cido amina~
do terminal gue posee un grupo amino libre estd constituido
por el 4cido glutédmico.

El segundo tipo de plasmindgeno puede ser conside-
rado como derivado de un glutamil-plasminégeno que ha per-
dido un péptido que comprende el susodicho 4cido aminado
terminal constituido por el decido glutdmico. Los plasminé-

genos del segundo tipo, designados en lo que sigue, para co-
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modidad de la exposicidn, -por la expresidén "plasmindgenos
Modificados® tienen en comin con el glubtamil-plasmindgeno

el ger activables en plasmina, bajo el efecto de un activador
tal como la uroquinasa, por desdoblamiento de un enlace de
arginil-valina en sus moléculas.

Es ‘sabido gque se pueden obtener cantidades impor-
tantes de plasminégenos modificados, més particularmente
metionil- y lisil-plasminégenos —es decir plasminogénos cu-
yos 4cidos terminales que contienen una funcidén amina libre

estén constituidos por lz metionina y la lisina- a partir de

[ Placentas humsnas, por el procedimiento descrito, particu~
- larmente en el articulo de Jean-~Claude LORMEAU y colabora-

' dores, titulado "Purificacidn y propiedades de los plasmi-

"1 négenos extraldos de la placenta humana", publicado en los
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| *Annales Pharmaceutiques Frangaises", 1976, 34, n¢ 7-8,
i pdgs. 287~-296.

Como han comprobado igualmente los autores citados,

| el glutamil-plasminégeno no se fija apenas sobre codgulos de

fibrina. Por el contrario, los plasmindégenos modificados
pueden fijarse sobre codgulos de fibrina.

En lo que concierne més particularmente al compor-
taniento de las uroquinasas purificadas segin la presente
invencidén con respecto a estos diversos tipos de plasminé-
geno, se ha recurrido a la téenica de dosificaciones sobre
codgulo de fibrina de PLOUG /Ploug, J.KJELDJAARD, N.O., Bio-
chim, Biophys. Acta, 24, 278-282 (1957)/, habiéndose modifi-
cado sin embargo esta técnica como sigue: wma vez afiadido
el plasminégeno estudiado (lisil- 6 glutamil~plasminégeno)

al fibrinégeno, a razén de 4 mg de plasminégeno por 100 mg

de fibrinégeno, se ha medido la variacidn de los tiempos
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de lisis de wn codgulo formado por adicidn de trombina a 1
-ml de este fibrinfgeno, en presencia de cantidades crecien-
tes de las uroquinasas ensayadas.

Las diferentes téecnicas de dosificacidn que se han
utilizado, han permitido asi demostrar que la uroquinasa II
tiene actividades del mismo orden de magnitud sobre codgu-
lo de fibrina y sobre el substrato AGIME, en tanto que la
fraccién que contiene la uroquinasa I ftiene una actividad
sobre codgulo de fibrina aproximadamente tres veces més ba-

ja que sus actividades sobre placa de fibrina y sobre el

Con respecto a los compuestos de tipo plasminégeno,
se ha constatado que si la uroquinasa I y la uroquinasa Il
tienen la misma actividad con respecto al lisil-plasmindge-
.no, la uroquinasa II presenta netamente ventaja en lo que
se refiere al glubtamil-plasmindégeno. En efecto:

1¢) la uroquinasa II es 2,5 veces mds activa que
la uroquinasa I con respecto al glutamil-plasminégeno;

22) la uroquinasa II es tan activa con respecto al
glutamil-plasmindgeno como en lo que se refiere al lisil-pla;
mindgeno.

Por lo demés, se ha constatado ‘que la uroquinasa II
corta de manera especifica las cadenas del plasminégeno al
nivel del enlace arginil-valina arriba mencionado, La frac-
cién obtenida por el procedimiento de acuerdo con la inven-
cibn, que contiene la uroquinasa I, es menos especifica y
produce cortes en otros puntos de la molécula. Estas compro-
baciones se han hecho, particularmente por puesta en contac-
to de las uroquinasas a estudiar con el plasmindgeno duragte

periodos de tiempo variables (de 15 minutos a 24 horas) y

(373
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por andlisis de los productos obtenidos por electroforesis
sobre gel de poliacrilamida,
Finalmente, se ha constatado que 60,000 uCTA de

uroquinasa II tienen una actividad litica equivalente a la

de 100.000 uCTA de uroquinasa I, con respecto a coidgulos
previamente formados a partir de diferentes subsiratos hu-
manos (sangre total, plasma rico en plagquetas, o desprovis-
to de ellas). Estos resultados se han obtenido en ensayos
orientados a la determinacién por trombo-elastografia de

la dosis de cada una de dichas uroquinasas, que es capaz de

‘1 inducir la lisis completa de tales codgulos, preformados en

- | condiciones experimentales idénticas, en un tiempo compren-
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dido entre 10 y 15 minutos.

De estas comprobaciones se deducen consecuencias
importantes al nivel de la gplicacién de la uroquinasa II
en terapéutica, particulamente para tratamientos trombo-
1iticos.

In efecto, la utilizacidn en tratamientos trombo-

1 1iticos de la uroquinasa II, estd indicada particularmente

en razén de su capacidad de activacidn tan elevada frente
al glutamil-plasminbégeno, es decir el plasminégeno natural
circulante, como frente alos plasminégenos modificados. De
ello resulta como consecuencia una posibilidad de aumento
notable de la actividad trombolftica, que autoriza una dis-
minucién de las dosis que se utilizan en los tratamientos
actuales con mezclas de uroquinasas I y II, y més particu-
larmente con aquéllas en las que predomina la uroquinasa I.
La disminucién de las dosis de uroquinasa necesa-
rias no se traduce s6lo en una ventaja econémica, sino mis

nés todavia y sobre todo en una reduccidn de los efectos se-

3
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Jpreviemente a la de la uroquinasa II. Naturalmente, esta ad-

{ministracién previa de plasminégeno modificado se justifica
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cundarios bien conocidos que pueden entrafiar los tratamien-
~ios con uroquinasa.

El més amplio espectro de actividad y la mayor se-
lectividad de accibén con respecto a los plasmindégenos de la
urogquinasa II, y la menor actividad verosimil que resulta
de ello sobre los otros factores de coagulacidén, hacen de
aquéllzs un medicamento perfeccionado de valor particular-
mente importante, hasta tal punto que su utilizacidn puede
mentenerse incluso en los pacientes sometidos a uma inter-
vencidn quifﬁrgica, gin aumento de los riesgos hemorrigicos.

Conviene observar que en el caso de ciertos trata-
mientos con la uroquinass II, puede ser deseable también

prever wna administracién de un plasmindégeno modificado,

en tales casos, no por una mayor rapidez de accidén de la
uroquinasa, sino por las mayores cantidades de plasmindgeno
activable in situ en los trombos.

llerece observarse, por ultimo, que el procedimien-
Yo de acuerdo con la invencién permite obbtener urogquinasas
purificadas de factor muy alto, particularmente composicio-
nes a base de uroquinasa II que contienen al menos 100,000
uCts/mg de proteina, cualquiera que sea el substrato utiliza
do para la dosificacién. La invencidn se refiere igualmente
a los medicamentos formados con tales uroquinasas.

Caracteristicas suplementarias de la invencién apa-

de aplicacién del procedimiento de acuerdo con la invencidn.
La mezcla inicigl de las uroquinasas I y II es la

que se obtiene a partir de ofinas humanas y por el procedi-

recerén ain en el curso de la descripcibén que sigue de ejempl

08
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1 GO0, en el seno de fampones de sulfabo de amonio 0,25 1M, de
-l pH 5., Las determinaciones de los pesos moleculares de los

| tipos de uroquinasa se hacen utilizando, como substancias

"{ bina (PM 17.800).

| sa se hacen segln las técnicas cuyas referencias se han in-

Hoja nam.

niento descrito en la patente n® Tl 34435 del 24 de sep-
“tiembre de 1971, Dicha mezcla representa 20 millones de uni-
dades CTA de uroquinasa, teniendo una actividad especifica
de 40.000 uCT4/mg de protefnas.

En los ejemplos que siguen, la dosificacién de las
proteinas se efectia por la técnica de LOWRY (J. Biol. Chem.
1951, 193. pig. 265), recurriendo a una mezcla de albimina
¥ de gammaglobulina como patrén.

Los pesos moleculares se determinan por valoracidn

sobre el gel conocido bajo la designacién comercial SEPHADEX

de referencia, la albimina (PM 67.000), la ovoalbimina
(PM 45.000), el cromotripsindgeno (FM 25.000) y la mioglo-

Las determinaciones de las actividades de uroquina-

dicado ya anteriormente en esta memoria.

Todas las operaciones de separacién que se descri-
birén se efectdan a +42C,

Las figs. 1 y 2 contienen las curvas representati-
vas de los contenidos, en los dos ejemplos que se indican
més adelante, de las diferentes fracciones en proteinas, ex
presados por las densidades Spticas medidas a 280 manometros
(D.0. 280 nm, en el eje de ordenadas) vy las actividades de
uroquinasa de estas mismas fracciones, dosificadas sobre
placa de fibrina y expresadas en superficies de lisis, en

2

milimetros cuadrados (AUk, mm“, en el eje de ordenadas), en

funeidén del ndmero (N) de las fracciones eluidas sucegsiva-

13 ¢

4
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1 mente.
EJENMPLO I

Una columna de 2,6 cm de difmetro por 10 cm de al-
tura, que contiene 50 ml de CM-SEPHAROSE se pone en equili-
5 brio con tampén de sulfato de amonio 0,04 M, de pH 6,0 (vo-
lumen de tampén utilizado, 400 ml).

La mezcla de uroquinasas arriba indicada se disuel-
ve en 100 m1 de tampén de equilibrio, y la solucidén se dia-
liza 8 horas contra 15 litros de este mismo tampdn.

10 Los 180 ml de dializado obtenidos se centrifugen

. .110 minutos a 10.000 g, con el fin de eliminar la pequefia
cantidad de producto insoluble formada en el curso de la
didlisis.

La solucidén clara obtenida se somete luego a per-
15 | colacién a través de la columa, a un caudal de 25 ml/hora.
La columna se lava a continuacién con tampén de equilibra-
miento, hastas ausencia de proteinas en el efluente (volumen
wl de tampén utilizado: 320 ml). Aquélla se revela seguidamente
| eon wn gradiente lineal producido por dos depésitos, el pri
20 mero de los cuales contiene 1 litro de tampdén de sulfato de
amonio 0,04 M, de pH 6,0, conteniendo el segundo 1 litro de
tampén de sulfato de amonio 0,25 M, de pH 6,0. El efluente
de la columna se recoge en los tubos de un colector de frac
ciones de 20 ml y su contenido de proteinas se analiza con-
25 tinuamente.

La curva A es representativa de las variaciones del
contenido en proteinas y la curva B de la variacién de la
actividad de uroquinasa de las fracciones sucesivas, en to-

tal 40 fracciones, que han sido eluidas (fig. 1).
30 Los nimeros sucesivos de las fracciones se indican

250478
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TABLA I
UK I UK II
.| Volumen 220 ml 280 ml
| Proteinas 160 mg 375 mg

15

20

25

30
250478

| fibrina 1,5 millones uCTA 19 millones uCTA

—

15

Hoja ntm.

sobre el ejerde las abscisas de la fig. 1.
- Los tubos n® 8 a 18 del colector de fracciones se
reagrupan ¥ constituyen la fraccidén UK I. Los tubos no 24 a
37 constituyen la fracecidén UK II. Los tubos n? 19 g 23 cons~|
tituyen la fraccidn UK III.

La.fraceién UK III, constituida por una mezela de
las fracciones UK I y UK II, se desecha; las fracciones UK I
¥ UK II tienen las caracterIsticas analfticas que se indi-

can en la tabla I a continuacidn.,

Actividad sobre AGIME 1,5 millones uCTA 16 millones uCTA

Actividad sobre placa de

Actividad sobre codgu~
1o de fibrina 0,5 millones uCTA 19 millones uCTA

Peso molecular de la
uroquinasa contenida
en lg fraccidn 33.000 54,000

uCTA (sobre AGIME) nece-

Sarias para producir en

1 hora la lisis de un

codgulo formado a par-

tir de 1 ml de plasma 200 uCTA 80 uCTA

EJENPLO IT

Una columna de carboximetil-SEPHAROSE (CM-SEPHARO-
SE CL 6 B) (26 mm x 100 mn) se pone en equilibrio por medio
de un fampén de sulfato de amonio 0,04 M de pH 6,0. La uro-
quinasa se carga en la columna a un caudal de 30 ml/hora,
Después de ello, la columna se enjuaga por medio de tampdn

0,04 M de pH 6,0 hasta ausencia de protefnas en el efluente,
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Aquélla se revela seguidgmente con un gradiente lineal pro-
—ducido por dos depdésitos, el primero de los cuales contiene
1 litro de tampén de sulfato de amonio 0,04 M, de pH 6,0,
conteniendo el segundo 1 litro de tampén de sulfato de amo-
nio 0,25 N de pH 6,0. El efluente de la columna se recoge
en fracciones de 18 mi.

Las curvas a y b son, como en el caso del ejemplo
anterior, respectivamente representativas de la concentra-
cién en proteinas (curva a) y de la actividad de uroquinasa
(curva b) de las diferentes fracciones separadas cuyos nime
ros se indican sobre el eje de abscisas.

La recta ¢ de la fig. 2 es en si misma represente-
tiva del gradiente de sulfabo de amonio expresado en “mola-
ridad de SO4(NH4)2".

Como en el ejemplo anterior, las curvas de la fig.
2 hacen ver gque la actividad de uroquinasa se separa en dos
fracciones netas.

Los tubos 13 y 22 se reagrupan (fraccién I), asi
como los tubos 30 a 48 (fraccién II). Los tubos 23 a 29,
que representan 20% de la actividad depositada sobre la co-
lumna, pero susceptibles de confener una mezcla de las frac
ciones I y II, se desechan,

Estas fracciones se concentran por precipitacién
con sulfato de amonio (500 g/litro) de pH 5, y redisolucidn
del precipitado en un minimo de agua destilada.

Las caracteristicas analfticas de las fracciones

I y II se indican en la tabla II a continuacidn.
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TABLA IT

r Caracterfsticas de las fracciones I y II

Fraccién I Fraceién IT
Volumen 198 ml 472 ml
Actividad sobre AGIME 9830 uCT4/ml 25400 uCTA/ml
Actividad sobre placa de
fibrina 11870 uCTA/ml 42500 uCTA/ml
Actividad sobre codgulo
de fibring 3050 uCTA/ml 31660 uCTA/ml
Proteinas 0,90 mg/ml 0,6 mg/ml

| depositada sobre la columa 11% 60%

't fracciones I y II, éstas son objeto de purificaciones suple

Hoja ntim. 17

Porcentaje de la actividad

Con el fin de permitir el estudio de los comporta-

nientos enziméticos de las uroquinasas obtenidas en las

mentarias en condiciones idénticas para cada una de estas
dos fracciones.

Una primerw purificacidén consiste en una filtracidn
sobre el gel comocido bajo la designacién ULTROGEL ACA 4/4
de cada una de estas fracciones en el seno de wna solucidn
tamponada de sulfato de amonio 0,25 M, de pH 5,0. La filtra.
¢ibén se ha efectuado en una columna de 5 cm x 1 m, y el eflu
te se ha recogido en fracciones sucesivas de 7 ml. Como en
el caso anterior, se han reagrupado aquéllas de las fraccio-
nes eluidas que contienen la actividad de uroquinasa. Ias
fracciones reagrupadas se designan en la tabla III a conti-
nuaeidn bajo los encabezamientos "“fraccidn I A" ¥ "fraceidn

II At

1=
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TABLA IIT

= Caracteristicas de las fracciones IA y IIA
Fraeccidn IA Fraccidn IIA

Volumen 123 ml 100 ml
Activided sobre AGIME 6830 uCTA/ml 33570 uCTA/ml
Actividad sobre placa de
fibrina 6510 uCTA/ml 35100 ulTA/ml
Actividad sobre codgulo
de fibrina 1970 uCTA/ml 43950 uCTA/ml
Proteinas 0,06 mg/ml 035 mg/ml

Una purificacién todavia mis profunda se ha obte-
nido por cromatografis de afinidad en las condiciones indi-
cadas a continuacidn.

La matriz de afinidad utilizada estaba fomada por
un material macromolecular a base de agarosa, que contenia
grupos de un inhibidor de la uroquinasa, la para-aminoben-

zamidina, estando unida ésta al material molecular por en-

1 laces covalentes, por intermedio de cadenas lineales forma-

das por grupos lisil-succinilo.

La columna que contiene la matriz de afinidad (10
mm x 70 mm) se equilibra con tampén Tris-HC1l 0,05 M de pH
7,5 - 0,5 M NaCl. La uroquinasa a purificar se disuelve en
este tampbn y se carga luego en la columns. La columma se
enjuaga con este mismo tampdn, y luego con tampbén Tris-HCL
0,5 M;y 1M NeCl, hasta ausencia de proteinas en el efluente.
La uroquinasa se eluye con tampén glicocole~HCl 0,3 M, de
pH 3,5 ¥ se conserva como tal. Dicha uroquinasa puede ser
después liofilizada.

Las fracciones IB y IIB purificadas presentan las

caracteristicas analfticas que se indican en la tabla IV a
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continuacidn,
- TABLA IV

Caracteristicas de las fracciones I,y IIB

(sl

Fraccién Iz Praccidn IT
Actividad sobre AGIME
(ucT4/mg de protefnas) 165,000 104.000
Actividad sébre placa de
fibrina (uCT4s/mg de pro-
telnas) 170.000 128.000
Actividad sobre codgulo de
fibrina (uCTA/mg de protei-
nas) 54.000 126.000

B La tabla V céntiene los resultados de las medidas

de actividad de las uroquinasas de las fracciones IB ¥ IIB
con respecto a dos tipos de plasminégeno. Las medidas se
han efectuado recurriendo a la técnica de dosificacidn de

PLOUG modifiecada.,
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{ posiciones fammacéuticas a base de uroquinasa II, exentas

{ tran asociadas a vehficulos gue permiten su administracién.

| trombos cuya lisis se desee.

13
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Por el examen de esta tabla, se puede constatar que
[ la actividad de la uroquinasa II es sensiblemente la misma
con respecto al glutamil-plasminégeno que con respecto al
lisil-plasminfgeno. Se comprueba asimismo que, a dosis igua-
les, la uroquinasa I y la uroquinasa II tienen actividades
equivalentes respecto al lisil-plasminégeno. Por dltimo, se
puede ver gue 3 uCTA de. la uroquinasa II tienen frente al
glutamil—plasmindgeno wna actividad del mismo orden de mag-
nitud que la de 7,5 uCTA de uroquinasa I.

La invencidn concierne por tanto igualmente a com-

de uroquinasa I, en las cuales estas urogquinasas se encuen-

Con preferencia, aquéllas se presentan en la forma de solu-
ciones isoténicas estériles, susceptibles de ser administra
das por inyeccién, perfusién o por intermedio especialmen-

te de catéteres en proximidad inmediata del trombo o de los

A tftulo indicabivo, se sefiala que para el trata-
miento de las embolias pulmonares, se puede recurrir sea
a wa perfusién general lenta, sea a la administracién lo-
cal directa en el sistema arterial pulmonar con catéter,
particularmente catéter de angiopneumografia, de la canti-~
dad de uroguinasa o "bolo" requerida por el tratamiento trom
bolitico.

Esquemas de posologia que pueden utilizarse son
los siguientes.

Las dosis de uroquinasa II a administrar se sitdan

particularmente dentro de los intervalos gue se indican a

continuacidén,
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Administracidén lenta por perfusién: de 75.000 a 120.000,

B por término medio del orden de 112,000 uCTA/hora
durante 24 horas;

Administracién por catéter in situ en contacto con el trom-
bo de un bolo, particularmente de 800.000 a 1.000.0
de uCT4, administrado en 10 minutos.

Como es evidente, y como resulta ya por otra parte
de 1o que antecede, la invencién no se limita de ningin modo
a aquéllos de sus modos de aplicacidén y de realizacidén que
se han examinado mis especialmente; aquélla abarca, por el

contrario, todas las variantes.

22
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u REIVINDICACIONES

Los puntos de invencién propia y nueva que se pre-
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencidén en Espaila, por VEINTE afios, son los que se reco-
gen en las reivindicaciones siguientes:

1l8,- Un procedimiento de separacidén de dos tipos
de uroquinasa, una uroquinasa de peso molecular del orden
de 54.000 (uroquinasa II) y una fraccién que contiene la
uroquinasa de peso molecular del orden de 33.000 (uroquinasg
I), caracterizado por el hecho de que el mismo comprende las
etapas que consisten en poner en contacto con una resina
cambiadora de iones, sobre la cual son susceptibles de fi-
jarse las uroguinasas, la mezcla de uroquinasas a separar
en el seno de una solucién tamponada a base de una sal mine-
ral del tipo de aquéllas que, a una concentracidén dada, per-
miten la retencidn o la fijacién de los dos tipos de uro-
quinasa sobre la resina, cuando ésta estid en equilibrio con
una tal solucidén tamponads, lavar a continuacidén dicha re-
sina, especialmente con la misma solucidén tampén hasta que
el efluente no contiene ya proteinas, hacer pasar sobre la
resina, en la cual estan fijadas las uroquinasas, una so-
lucién tampén andloga excepto que se hace variar progresi-

vamente su concentracidn en sal mineral a partir del wvalor

3

inicial ial como se define arriba hasta el valor para el

cual ya no puede quedar retenido ningin tipo de uroquinasa

sobre la resina , en condiciones de revelado apropiadas pa-
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ra permitir las eluciones sucesivas, pero separadas, de los
~dos tipos de uroquinasa.

228, ,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacibn 18, caracterizado por el hecho de que se recoge la
fraccibén que contiene la uroguinasa II.

38,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacién 12 6 28, caracterizado por el hecho de que la resi-
na utilizada es a base de una agarosa cuyas cadenas estén
reticuladas entre si, con preferencia una resina de este
tipo gque contiene grupos carboximetilo, tal como la conoci-
da bajo la designacidn "carboximetil—SEPHAROSER".

48,- Un procedimiento de acuerdo con una cualquie-
ra de las reivindicaciones 12 a 328, caracberizado por el
hecho de gue la mezcla de uroquinasas inicialmente emplea-
da tiene una actividad especifica en uroquinasa al menos
igual a 5000 ulTA/mg de proteinas, con preferencia igual
o superior a 8000 uCTA/mg de proteinas.,

58.~ Un procedimiento de acuerdo con una cualguie-
ra de las reivindicaciones 18 a 48, caracterizado por el
hecho de que la solucidén tamponada tiene un pH comprendido
entre aproximadamente 4 y aproximadamente 7, con preferen-
cia del orden de 6, ¥y la sal mineral cuya concentracién se
hace variar estd constituide por el sulfato de amonio, es-
tando comprendida la concentracién inicial en esta sal que
permite la fijacién de las uroquinasas sobre la resina entre
aproximadeamente 0,01 M y 0,06 M, particulammente del orden
/S; 0,04 M y 0,06 i, especialmente del orden de 0,04 M, ¥y es

tando comprendida la concentracién final en esta sal, al

término de la elucidn de las uroquinasas fijadas sobre la

resina, entre aproximasdamente 0,1 y 0,5 N, con preferencia
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del orden de 0,25 M,
u 62.- Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacién 58, caracterizado por el hecho de que se emplea un
volumen de resina o gel cambiador de iones, a razdén de 1
ml de resine o gel para 0,1 a 1.000.000 de uCTA de uroqui-
nasa.

T72.- Un procedimiento de separacién de dos tipos
de uro[luinasa.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede, representado en los dibujos que se acompafian y con
los fines que se han especificado.

Ista Memoria consta de VEINTICINCO hojas escritas
a miquina por una sola cara.

Madrid, (3.MHY¥1978
P.A.

Hoja ntm, 25 .
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