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que" ge acomyana a la sgolicitud de registro de una Patente de
Inveﬁgiéﬁ, por veinte afios, en Espafis, por "Método para la
purificacidén de streptokinaso", a favor de "MERCK & CO., INC.",
entidad de nacionalidad norteamericana, domiciliada en Rahway,
Wew Jersey (U.8.4.).

Esta invencidn concierne cén la preparacidn de
gtreptococo hemolitico. Desde hace tiempo se ha establecido
que juega un papel en la disolucidén de codgulos de sangre y
particularmente de exudados que son ricos en componentes fi-
brin. Dependiendo de. la naturalezs y tamafio de estos codgulos,
el streptokinaso o streptokinaso en presencia de plamindgeno
humano efectia la disolucibn de tales codgulos. Hasta shora,
el uso de streptokinaso (y plemina preparada de plasmindgeno
y streptokinasso) se ha limitado debido al hecho de gue el
streptokinago ha sido contaminado con residuos de proteina
streptocbccica que ha dado lugar s reacciones tdéxicas en el
hombre. Estas reacciones se manifiestan por si mismas por el
aumento en la temperatura del cuerpo, caida de la presién
sanguinea, sacudimiento, resfrio, anoxia, cisnosis y simila-
res.

Una caracteristica de la presente invencidn es que
ahora es posible eliminar las proteinas contaminantes de la
preparacidén streptokinaso y obtener un streptokinaso altamen
te purificado. Nuestra invencidn se refiere principalmente a

métodos que implicen esta purificacibdn. La asequibilidad con
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secuente del streptokinaso altemente purificado hace pogible
tratar los pacientes indiscriminadamente con streptokinaso o
con streptokinaso plasﬁinégeno activado. Este tratamiento ha
resultado ger de importancis Unica en el tratamiento de una
variedad de enfermedades tales como tromboflebitis, flebo-
trombosis, embolismo pulmonar, troﬁbosis coronaria, trombo-
sie cerebral y similares.

El streptokinaso crudo que es purificado de acuer—
do con nuestra invencidn puede obtemerse por procedimientos
conocidos. En general, esto se logra usando streptococos he-
moliticos como inoculacidn en un medio de desarrollo y dejan—
do que el desarrollo bactericida continlde por espacio de 8 a
10 horas. Al terminar este tiempo, la fermentacibn es deteni-
da pasando el caldo a través de espirales de enfriamiento y
las celdillas bactericidas son removides por centrifugacién o
por filtracidn. El streptokinaso puede ser aislado del caldo
por cualquier método conocido. Generalmente, el material ais—
lado de esta manera es de 15 a 60% puro i se juzga por méto-
dog figicos de homogeneidad, Ls presente invencidm concierne .
con la pﬁrificaoién final de este producto parcialmente puri-
ficado. Fsta purificacidn es lograde por cromatografia de co-
lumna u hornads en resinas celuldsicas de intercambio de io-
nes de la clase descrita por Peterson y Sober (JACS 78:751,
1956). En nuestra invencidn, empleamos un gradiente fosfato
calmante para la elucidn del streptokinaso. Generalmente ha-
blando el streptokinaso en un fosfato calmante de baja poten—
cla es absorbido en la resina y después es eluido aumentando
la potencia idnica del calmante. Muchas de las impurezas son
absorbidas en la potencia idnica baja y son firmemente limi-

tados a la resina de tal manera cue la solucibn eluada de
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de streptokinaso resultasnte quede libre de estas substancias.
Ctros contaminantes no son absorbidos en ningin grado y son
encontrados en el efluente.

Seleccionando correstamente las concentraciones
de fosfato calmente y la fraccidn apropiada, es posible obte
ner en excelente rendimiento y de maners simple, un strepto-
kinaso altamente purificado que tiene eficacia altamente te-
rapéutica y estd libre de contaminantes que producen reaccio
nes laterales. Cualquier fosfato calmante conmunmente usado
puede emplearse, pero es preferible usar fosgfato de godio o
potasio. Para hacer que el streptokinaso sea sbsorbido en
le resina celuldsica deberd ser en un fosfato calmante te-
niendo una concentracidén molar entre 0.C05 y 0.015 preferi-
blemente alrededor de 0.010. Para remover las impurezas de la
resina, un fosfato calmente deberd ser usado, el cual esté
dentro de la concentracidn molar de 0.02 a 0.06, Para eluar
el streptokinaso cebersd ser usado un fosfato calmante con u-
na concentracién molar que esté dentro del promedio de 0.06
a 0.15. Se encontraréd que las franciones con una concentra~
cidn molar de 0.06 a 0.08 tienen las cantidades més grandes
de gtreptokinaso.

Un procedimiento més conveniente para llevar a ca
bo el tratamiento anterior de la resina con calmantes fosfa
to de potencia aumentada, es hacer fluir a través de la co-
lumna un calmente fosfiato que tenga una concentracidn molar
inicial de 0.0l,al cual es gradualmente safiadido y mezclado
un calmsnte fosfato con una concentracidén molar de 0.15 o
més alta. De este modo lo concentrascibn molar del celmante
eluante es continusmente sumentada. La porcidn que pasa &

travéds de la columna hasta una concentracidn molar de 0.06
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es deshechada y la porcidn con una concentracién molar sobre
0.06 y hasta 0.15 es recolectada. En lugar de usar tal con-
centracidn molar continusmente aumentando, es posible lavar
sucesivamente la resina con cglmantes se parados de potencia
molar auwmentada. Por ejemplo, un primer lavado puede ser con
uns solucidn 0.02 M, despies con una 0.04 M, y despuds con
un calﬁante 0.06 M., todos los cuales serén descartados. Las
siguientes concentraciones altemente molares, 0.07 M., 0.09,
0.15 serén recolectadss ya que contienen lag cantidades més
altas de streptokinaso.

Algln streptokinago serd encontrado en el primer
calmante eluante de 0.06 M., y consecusntemente un segundo
lavado en la misma concentracidn molar puede ser llevado &
cebo y recolectado,ya gue tendrd una cantidad apreciable de
streptokinaso en lo misma. Es posible remover las impurezas
con un simple calmante de 0.D6 M. en concentracibén y recolec
tar el streptokinaso con una simple concéntracidn calmante
de, digamos 0.08 M., aunque el rendimiento de streptokinaso
serd relativamente menor.

En los siguientes ejemplos la celulosa DEAE es em-
pleada pero la invencibn puede ser practicada con otras re-
sinas celulbsicas equivalentes, tales coﬁo celulosa TEAE, EC
TEOLA, etc., descritas en el articulo periodistico anterior.
Una amplia variedad de calmantes fosfato pueden ser usados,
ya que son bien conocidos en el arte y pueden ser seleccionag
dos de tierra 4lkali y alkalina, mono, di o tri fosfato.

Le invencibn serd aclarade por los siguientes ejem
plos:

Ejemplo I.
Este ejemplo ilustra la purificacidn de streptoki-
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nase crudo por cromatografia en resina celulbsics DEAE prepa

reda de ucuerdo con el articulo periodistico citado.

Bg preferible acondicionar la resina antes de usar
la, como sigue. Cuatrocientos gremog de DEAE son suspendidos
en 8 litros de H,0 y el pH es ajustado & 2 con N HCl y NaCl
es entonces afiadido para llevar la concentracidén a 5%. La
nezcls es filtrada en estopella y lavada con 8 litros de so-
lucidn NaCl al 5%. El materisl es suspendido en agua y el pH
ajustado a 10.5 con N NaOH y la concentracién NaCl llevada hag
ta el $%, filtrada y lavada con 8 litpos de NaCl al 5%. ILa
DEAE es otra vez suspendida y el pH ajustado a 3 con N HCl.
De nuevo la concentracibén es llevada &l 5% y la resina lava-
da con 8 litros de NaCl al 5%. Siguiendo &sto la DBAE es lava
da con 20 litros de agua libre de pirdgeno y filtrada.

La DEAE es suspendida en el calmante fosfato 0.,01M
v agitada y se deja asentar verias veces para remover las
particulas. BEs esencial que las particulas sean removidas con
el objeto de preparar las columnas con un promedio fluido con
veniente. La columna descrita anteriormente tiene un fluido
de aproximadamente 500 ml./hora. Es deseable agitar le colum
na inmediatamente antes de usarls con el objeto de prevenir
la separacidn del sé1lido de la superficie de vidrio.

Una columna de 30 cm.de largo con un didmetro in-
terno de 52 mm.es cargeda con DEAE suspendida en 0.01 de fog
fato calmante., Suficiente DEAE es afiadide para que después
de ssentarse se forme una columna de 6~7 cn.

Le solucidn crude de streptokinaso es indicada con
tra un fosfato calmante con la siguiente compogicidn (.005~.
015M, preferiblemente .O1M):

Fosfato de Sodio Monobidsico, NeH PO, . Hy0 -

27.6 gr./litro Sol. A

it
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Fogfato de Sodio Dibdsico, Na HPO, - 28.4
gr./litro ) agh? 4

Sol.B

16 ml. de Ag ,
diluidos en 200 ml. de agua destilade para

84 ml. de B) obtener un fosfato calmsnte de 0.1M, pH 7.5

Esto se diluye entonces a fosfato 0.01lM.

Desbués de que se ha establecido el equilibrio, el
material streptokinaso estéd listo para su purificacibn. E1
establecimiento del equilibrio puede juzgarse midiendo la re
sistencia eléctrica de la solucidn.

El streptokinaso que ve a ser sbsorbldo en la resi
na puede ser obtenido comercialmente. El streptokinaso, en
una concentracién de 10° unidades/ml. o un total de 100 x 106
unidades disuelto en 100 ml. de agua es indicado en 16-18 ho
ras a 3°C contra dos litros de fosfato celmante 0.01N, pH 7.5,
Con la molaridsd del efluente de .06 y .07 la porcidn mayor de
streptokinaso de alta pureza es eluids y aparece en el efluen-
te. Lag fracciones son ensayadas para contenido streptokinaso
y para proteins y la pureza de las fracciones individuales |
gon determinadas calculando la actividad especifica, las uni~-
dades de streptokinaso/gamma del nitrbgenoc. Las fracciones ri
cas en streptokinaso pueden ger liofilizadss o pueden ser em—~
pleadas para la conversién de plasminégeno en plasmina.

Ejemplo II

Una columna DEAE es preparade como en el Ejemplo I
v la resina equilibrada con fosfato calmante 0.08-0.12M, pre-
feriblemente .1M. E1l gtreptokineso crudo es dializado contrs
el fosfato calmente 0.08-0.12M preferiblemente O.1M. Despuds
de que el equilibrio ha sido establecido, el streptokinaso
es introducido en la columna. La mayoria de las impurezas son
retenidas en la columna mientras que la solucidn streptokina-

g0 aparece en el efluente. La columna es lavads con fosfato

e
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calmente 0.08-0.12M, preferiblemente .1M. La columna es otra

vez lavada con este calmente y la porcién mayor del strepto-
kinaso es recuperada en el efluente. Puede entonces usarse
como ge describe en el Ejemplo I.

Ejemplo ITI.

Preparacién de columna.-Una lechada fud preparada
de 1.5 gramos de DEAE en 30 ml. 4e.005 M de fosfato calmante
de potasio a un pH de 7.0. La lechada fudé vaciada en una
columns cromatografica (30 cm. de alto, 1 cm.de didmetro in-
terno) equipada con un disco sellado y un sifédn capilario.

La resina fué dejada asentarse por gravedad y después emp&aca,
da a ca 15 cm. de a2lto por la aplicacibén de presibn de aire
(el aire filtrado ligeramente arriba de la presibn atmésféri-
ca). Una capa delgads de algbdén fué colocada sobre la resins
en la columng para protegerla de disturbios mecdnicos. El em-
pague de la columna aligera la galida del fluido a trawés de
ls columne a 10-20 ml/hora.

Colocacidén de muestra en la columna.-Streptokinaso

crudo, aproximadsmente 250 mg. de proteina fué disuelto en

alrededor de 15 ml. de agua y &sto fué indicado en frio (2-590)

contra el fosfato calmante .005; después afiadido a la columna.

Le solucidn streptokinaso crudo fué dejada percolarse (bajo la

migma presidén ligera usada en el empague) a través de la co-
lumns antes de la adicidén del calmante y aumentando la poten-—
cia idnica.

Elucién desde la columna.-Una concentracién conti-
nuamente en aumento de fosfato calmante de potasio pH 7,0.fué
afiadida a la columna. El gradiente de la concentracidén fué ob
tenido por el fluido de fosfato de potasio 0.2 M (pH 7.0) en
un depbsito de 250 ml. de calmante .005 en donde fué mezclada

e
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por agitacién magnética. E1 liguido del depdsito de mezclado
salib & traves de la columna - la velocidad de salida a tra-
vés de la columna gobernando la velgcided de salida del depd
gito de 0.2 M al deprdsito de mezelado de 250 ml. El calmante
hidrostédtico de fuerza principal a través de la columna po-
drd ser variada por la elevacién o disminucidén del depbsito
de calmante.

Cade 10 ml.de eluato subsiguientes fueron recolec-
tados en un tubo separsdo. El ensayo del contenido streptoki
nagso de los tubos recolectores indicé que bajo estas condicio
neg el volumen del streptokinaso puro era en el aluato de 100
a 150 ml. en donde la concentracidén fosfato varis de 07 a 0.12
M. A concentracidén mds baja, las impurezzs fosfato en el strep
tokinago crudo fueron eluidas.

Fjemplo IV.

El proceso del Ejemplo IV fué llevado a cabo usando
calmante de fosfato de sodio en lugar de fosfato de potasio.
Fl volumen del streptokinaso fino se encontrd ser en la pro-
porcién de 100 a 150 ml. de elusto, como en el Ejemplo III.

NOTA

Descrito el procedimiento que se presenta como obje
to de la patente solicitada, se declara que lo gue constituye
la esencialidad de esta patente, que se acoge & los derechos
de priorided de la patente de invencidn norteamericana nimero
843,062, de fecha 29 de geptiembre de 1.959, es lo que se con
creta en las siguientes reivindicaciones:

le,-Método para le purificacidén de streptokinaso,
coracterizado por poner en contacto con celuloss DEAE una so~
lucidn de streptokinaso en un fosfato calmante de concentra-

¢ibn molar de 0,005 g 0,015, lavando la celulosa con un fosfa
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to calmante de concentrscién molar entre 0,02 y 0.06 pars e-
liminar las impurezas, y separando el streptokinaso de la ce
lulosa con un fosfsto calmante de concentracién moler entre
0.06 y 0.15.

28 ,-Método para la purificacidn de streptokinaso,
segin la reivindicacibén anterior, caracterizado, ademds, por
poner en contacto con celulosa DEAE una solucidn de strepto-
kinaso en un fosfato calmante de concentrscién molar de 0.01,
lavando la celulosa con un fosfato calmante @e concentracidn
molar de aproximadamente 0.06 para eliminar las impurezas y
separando el streptokinaso de la celulosa con un fosfato cal-
mente de concentracidén molar de alrededor de 0.08.

38,-Método pars la purificacidén de streptokinaso,
seglin las reivindicaciones anteriores, caracterizado, ademis,
por poner en contacto con celulosa DEAE una solucibén de strep
tokinaso en un fosfato calmente de concentracién molar de
0.005 a 0,015, fluyendo a través de la celulosa un fosfato
calmante cuys concentracibn molar progresivemente sumenta de
0.02 a 0,15 y recogiendo la porcidén entre une concentrscibn
molar de 0.05 y 0.15. |

48 ,~Método pars la purificscidn de streptokinaso,
segin las reivindicaciones anteriores, caracterizado, ademis,
por poner en contacto celulosa DEAE con streptokinaso en un
fosfato calmante de concentracidén molar entre 0.005 y 0.15
eliminando las impurezas con fosfatos calmantes sucegivos
que aumentan en concentracidén molar dentro del promedio de
0.02 a 0.06, y removiendo el gtreptokinaso con fosfatos cal-
mentes sucesivos que aumentan en concentracidn molar dentro
del promedio de 0.06 a 0.15.

58,-Método para la purificacidn de streptokinaso}
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Todo segin ge describe y reivindica en la presen~
te Memoria que consta de diez hojas debidamente foliadas y
escritas a micuina por una sols de sus caras.
Vadrid, 10 de septiembre de 1.960.
ElL Agente:
P.P.
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