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Procedimiento pare la produccidn de calicreins alta-

mente purs,

.iZQ&ﬁhnégBA!ER AKTIENGESELLSCHAFT, entidad alemana, residente

3.

en Leverkusen~Bayerwerk, Repiblics Federal Alemena.

La presente invencifin se refiere az wn procedi-
miento pars la purificacidn ¥ cristalizacidn de cali-
creina que estd constituldg por uns mezcla consisten—
te en los componentes calicreina A y calicreina B, y

2 la preparacidn de los componentes calicreina A y cg
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licreina B eventualmente cristelinas, as{ como a la aplice-
cidn de calivreina cristalina, respectivamente de sus cOonp o=
nentes, como medicamentos.

En la accidn sobre cinindgeno propio del cuerpo, ls cg
licreins libera las cininas eficaces para ls circulaoion san-
guinea. Los preparados de calioreina, por ésto, son uwtiliza-
dos para la terapdutica de diversos trastornos de hiperemis
(E.K.Frey, H.Krent, E.Werle, Das Kallikrein-Kinin-System und
seine Inhibitoren, P.Enke-Verlag, Stuttgart, pagina 150 f).

Para ello, hasta shors ss emplearon preparados parcial
mente purificados de la calicreins obtenida de péncreas, glén
dule submaxilar u orina.

Ye se ha dado a conocer que pueden obtenerse preparadoé
de la calicreina a partir del pdncreas, de los ginglios subme-
xilares y de la orina. Para la obtencidn de calicreina par-
cialmente purificeda, se dieron s conocer diversos procedimiex
tos, por ejemplo segin la Patente No. 890.857 de la Repdblics
Federal Alemans, gldndulas conteniendo caliereina pueden ser
termolizadas en suspensién acuosa a temperaturas entre 38 y
65°C Y les fases acuosas conteniendo calicreina pueden ser se
pParadas de componentes insolubles. Para ls obtencidn de ca-
licreina parcislmente purificada, de acuerdo con la Patente
Fo. 910,580 de 1a Repiblica Federal Alemans, pueden precipi-
tarse orina, as{ como autolissdos de pancreas o gdinglios sub-
maxilares con soluciones acucsas de sales de plomo o da cine,
separarse los precipitados, disolverse estos en soluciones
anortiguadorss de fosfato, partioculermente en soluciones de
fosfato de diamonio e hidrégeno, dializarse la solucidn, con-

centrarse los dializados ¥ precipitarse la sustancia active

de los concentrados con disolventes orgénicos, por ejemplo con
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etanol o acetona.
" Los preparados todavia impuros de calioreins pueden
ser purificadds’ulteriormente, POr ejemplo segin la Patente
No. 1.102.973 de 14 Repiblica Federgl Alemana, de tg] maners,
que la caliecreins es adsorbidg g valores pH de 3 g 10, prin-
cipalmente g1 PH de 6,0 g 7,5, sobre celulosas.bésicaﬁente

mente sustituidas cop Soluciones de electrdlito al 1-5 %. Se
obtienen prepabados con eproximeadamente 50 a 100 u.c./mg gde
proteina /Tu,c. = unideg de calicreina: determinacién de 1a
U.c. por medicidn de lg hipotensidn en perros (E, Frey. H.
Kraut, E.Werle, Das Kallikrein-KininFSystem und seine Inhipi-
toren, F.Enke-Verlag Stutteart 1968, péging 11)_7. Ios Prepg
rados todavig muy impuros de éalicreina de acuerdo con la Po-
tente No. 1.124.187 de la Repiblicg Pederal Alemana, parg sy

purificacidn ulterior, pueden sep sometidos g ung electrodid-
lisis con el empleo de nembrangg intercambiadoras. As{ se oh

tienen preparados con U.c./mg.
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a2 tres veces sobre hidroxilapatitc-celulosa, siendo, sin embar

‘le concentracidn éptima del amortiguador de eluoion Para cads
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vés de capas filtrantes clerificadoras y esterilizadoras, en -

J"‘
it

viste de que la misma calicreina es adsorbids & un grado ele-
vado por estos materiales.

Ademds, se ha dado & conocer que pueden obtenerse menp
res cantidades de callcreina altamente purificada segin diver~
808 procedimientos:. Segin H.Fritz et al [/ Hoppe Seiler's z.
Physiol Chem. 348, 1120-1132 (1967)_7, se obtiene un preparado
con une actividad espec{fica de 1516 u.eo. /mg de proteina, de
tal maneras que, un producto prepurificedo segin la Patente No.

910.580 de la Repiblica Federal Alemana, se cromatografis una
€0, necesario volver a determiner en ensayos previos cads vez

prueba de calicreing Yy cada cargs nueve de la hidroxilapatito-
;oelulosa. Por ello, ese método no es realizsble desde el pun
to de vista de un procedimiento industrial.

De acuerdo con otrs proposicidn [ H.Moriya et al, Bio-
chem, Pharmacol, 18, 549-552 (1968)_7, se obtiene calicreins
electroforétiocamente purs con un rendimiento al 6-9 %, partién
dose de una pasta de pdnecress autolisado por sucesivs aplice-
cidn de DEAE~celulosa, por precipitacidn con lactato de 2-eto~-
xi~6,9~diamino-acridinio, por extraccidén del precipitado con
uné solucidn de sulfeto de amonio, por precipitacidn con aceto
ng, por cromatograf{e sobre hidroxilapatito y por cromatogra-
fis sobre Sephadex G 100. También ese procedimiento es tdcni-
camente inutilizeble debido gl bajo rendimiento y a la Plurali
dad de etapas.

la callcreins obtenids segin ese procedimiento & ung es

cala de laboratorio, es una mezcla de dos isoenzimas. Por

electroforesis o por cromatografis sobre intercambiadores de
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328, 15-23; F.Fiedler y E.Werle ibid. 348, 1097-1089 (1967)_7
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aniones puede disgregarse la calicreins en dos componentes, =
seber el componente de calicreina A y el componente de cali~

creina B /E. Habermann, Hoppe - Seiler's Z, Physiol. Chemie

Aln no se ssbe si la requefia diferencia de estructurs estd en
la sucesidn del aminodcido o en el componente de hidrato de
carbono de la glicoproteins calicreina. No puede distinguir-
8¢ entre los dos componentes en su eficacia bioldgica.

Calicreing cristalina, as{ como componentes cristali-
nos de calicreina A y calicreina B atn no fueron preparados.
La presente invénoién Be refiere ahora & un Procedimiento sen
cillo para la obtencidn de 1s calicreina pura, eventualmente
cristelina, as{ como a la disgregacién de 1a calicreina para
la obtenoion de los componentes de calicreins A Yy B puros,
eventualmente ceristalinos,

Se ha encontrado que puede obtenerse la calicreing Pu~
ra de tal manera que un eluldo obtenido segdn la Patente de
la Repiblica Pederal Alemana No. 910.580, del precipitado for
mado por la precipitacidn con una sal de plomo o de cinc se
libera de sal, se cramatografie la solucidn desalada sobre un
intercembiador de aniones macroporoso'apropiado, por ejemplo
DEAE-celulosa o DEAE-Sephadex (merocs registrada de la Pherma-
cla AG. Uppsala, se trats la solucidn de 1la cal{creina par-~
clalmente purificada as{ obtenida con un intercambisdor de
cationes macroporoso apropiado, tal como por ejemplo CM-Sephg
dex o SE-Sephadex y eventualmente se cristaliza la calicreins.
La calicreins cristalina as{ obtenlda supera, em la actividad
especi{fica, a todos los preparsdos hasta ahora conocidos y es|
exenta de proteinssextraflas que actdsn como antigenos, y de

pirdgenos.
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mas, se encontrd que componentes puros de calicreing
A ¥y calicreina B pueden ser obtenidos de tal maneras que un |
eluido obtenido, segén le citeda Patente alemans HNo. 910.580,
del precipitado formado por precipitacidn con una ssl de plo-
mo o de cinc, se libers de sal, se cromatografis 1s solueidn
desalads sobre un intercambiador de aniones macroporcso apro-
piado, por ejemplo DEAE~celulosa o DEAE-Sephadex, se trats
la soluoidn de la calicreina parcislmente rurificada con un
intercambiador de cationes macroporoso apropiado, por ejemplo
CM~-Sephadex o SE~-Sephadex, se disgrega la calicreins, segin
Procedimientos conocidos, en los componentes A y B y se cris-
talizan éstos por adicidn de sulfato de amonio. Ios componen
tes de calicreina as{ cristalizsdos superan en la actividad
especifice a todos los preparados hasta shora conocidos y con
seguridad son exentos de proteinas extraﬁas qQue actian como
antfgenos, y de pirdgenocs.

La determinacién de la amctividag enzimétion de la ca-
licreina procede por medicidn de 1e hidrolisis de éster et{li
co de N-benzoil-t-argining L E. Werle y B. Kaufmanm-Bretsch,
Naturwissenschaften 46, 559 (1959)_7 en la forma de realiza—
cidn estandarizada por la P.I.P. (Pederation Internationale
Pharmaceutique) como ensayo en forma de titulecidn (Publica-
cidn 1972 en J. mond. Pharm. ). Para la conversidn de las uni
dades enzimdtioas en unidades de calicreina bioldgicas (u.c.)
determinads por medicidn de la hipotensidn en perros (E. Frey,
H, Kraut, E. Werle, Das Kallikrein—Kinin—System und seine In-
hibitoren, F. Enke, Stuttgart, 1968, pdgina 11) se usa el fag
tor 1 u.c. = 6,37 unidades de F.I.P. El contenido en protei-

na de soluciones de 1a calicreina pura se determina de la ex-

tincidén a 280 mm, basdndose en un coeficiente de extincidn de
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| ferida del procedimiento segin la invencidn, la calicreina es

;85 = 19,3 (= extineidn de ung, solucion el 1 % de calicreins

al pH de 7,0).

Se ha encontrado que la desalacidn del eluido obtenido
segin la Patente No. 910.580 de la R.P. Alemana, pusde ser
éfgctﬁada por didlisis o por filtracién por un gel. Para 1sa
subsiguiente cromatografis sobre intercambiadores nacroporosos
de anlones, se emplean segin la invencidn particularmente ce~
lulosas bdsicamente sustitufdas o geleé Bésicamente sustitul-
dos de suficiente tamafic de poros. De preferencia, se realiza
esta etapa de purificacidén sobre columnss de DEAE-Sephadex. La
adgoreidn procede a un valor pH de 4,0 g 8,0, preferiblemente
de 4,5 a 5,0. ILa elucidn procede por autmento de la concentra-|
cién de sal al valor PH constante o por bajada del valor PH a
la concentracidén constante de sal o por une combinacidn de m-
bos procedimientos. E1 cambio del velor pH ¥y de la concentra-
éién salina puede hacerse en forms continuada como elucidn de
gradiente o en etapas, Pueden emplearse todas las sales amor-
tiguadoras conocidas, son preferidas sales amortiguadoras vola
tiles, por ejemplo formiato de amonio, acetato de amonio, pro-
Pionato de amonio o las correspondientes sales de alquilamonio)

Por ejemplo formiato de trietilamonio. En una realizacidn pre|

adsorbida de acetato de amonio 0,2-molar, pH = 5 0, éobre DEAE
~Sephadex en forma de una columna, la proteins inmctiva es el
minpda por lavado con acetato de amonio 0,25-molar, pH = 5,07
subsiguientemente calicreina enriquecida es eluida ocon acetato
de amonio 0y 3~moler, pH = 4,5.

Le cromatograf{a sobre intercambiadores mACroporosos de

aniones representa un mejoramiento esencial del procedimiento

de la Patente No. 1.102.973 de 1la R.F.Alemana, el cual es supg
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zacidén a uns escala técnica.

_doe previamente en forma conocida. Para la filtracidn, son

%U@ﬁ 28 -e-

rado decisivamente en rendimiento y en sencillez de la reall

Le calicreina as{ enriquecida es purificada ultsrior-
ments, de ascuerdo don el invento, por tratamiento con inter-
‘cambiadores macroporosos de cationes. Con ésto se obtienen_'
preparados de una pureza sl 90 % aproximedamente. Como inter
cambiedores macroporosos de cationes pueden emplearse partiocy
lérmente celulosas dcidemente sustituidas o geles doidamente
sustituidos, por ejemplo poliacrilamides o dextranas transver
salmente reticuladas, con suficisnte tamafic de poros. El tra-
tamliento de la.solucién de la calicreins enriquecidas con el
intercambiador de'oationes puede ser efectuasdo de tal manera
que 3e eitrae por agitacidn la solucidn con el intercambiador
¥ que se filtra la solucidn. a tr;vés de capss del intercambig)
dor. Si se emplean columnas, es conveniente concentrar la 80|
lucién de la calicreins enriquecida de la etaps precedénfe y
libererla de sal. Durante la extraccidn por agitacidn, o du
rente la filtracidn, los geles retienen sustancias acompafian—
tes, mientras que la calicreina pasa libremente por le capa
de gel.

Los intercambisdores macroporosos de cationes empleg-

dos para la filtrsoidn y extracoidén por agitacidén, son trata-

smesados con soluciones amortiguadoras diluidas ¥ suspendi-
das por ejemplo en columnss. La proporcidén de longitud a aig
metro de la columne es de importancis secundaria para la fil-
tracidn. De preferencia, se emplean columnas de gran didme-
tro. Para la preparacidn de las soluciones amortiguadoras,

se emplean las sales amortiguadoras conocidas, principalmen—

te sales amortiguadoras colétiles, por ejemplo formiato de
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‘ser elegido entre 4,5 y 8,5, principalmente entre 5,0 y 7,0.

PR
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amonio, acetato de amonio, propionato de amonio o las corres— .

pondientes sales de alquilamonio, por ejemplo formiato de- trie}

tilamonio. El valor pH de las soluciones amortiguadoras puede

Para la obtencién de le calioreina cristalins, se crig-
teliza la calicreina altamente purificada por adicién de sul-
fato de amonio en forma sdlida o como solucidn concentrads a
un velor pH de 4,0 a 8,0. A una concentrascién del sulfato de
amonio al 45 % aproximademente, la cristalizacidn comienza den
tro de unos pocos dfas, preferiblemente a una temperature de
15 a 25°C. Los cristales tlenen la forma de agujas delgadas
que ge réunen en haces. Los cristales pueden ser sislados de
la lejia madre por centrifugacién o filtracidn, lavados con
une solucidén saturada al 50 % de sulfato de emonio y disueltos
en golucioﬁes diluides de deido clorhidrico o en agua.

Los cristales constan de calicreina pura, La actividad| -
especifica de aproximadamente 1600 u.c./mg de proteina no pue-~
de ser aumentada ulteriqrmente ni por repetidas recristaliza-
ciones,

Para la obtencién de los componentes de calicreina even
tualmente cristalinos, le calicreins purificada es disgregads,
en los componentes A y B segin procedimientos conocidos por
cromatografis sobre DEAE-celulosa o DEAE-Sephadex. También
puede realizarse la disgregacidn en los componentes segin este
procedimiento Ye en una etapa anterior de la vis de purifica~
cién y purificarse ulteriormente los componenteg disgregados
por separado.

Los componentes altamente purificados de celicreina, se

&in la invencidn son disgregados en forma sdlida por adicidn

de sulfato de emonio o cristalizados como solucidn concentrada
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amonio al 45 % aproximadsmente, la cristalizacidn comienza den
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& wn valor pH de 4,0 a 8,0. A une saturacidn de sulfato_de'

tro de unos pocos dias, preferiblemente a uns temperatura de
15 a 25°C. Los cristales tienen la forma de egujas delgadas
que ‘8e reunen en haces. Los cristales pueden ser aislados de
le lejfa madre por centrifugacidn o filtraéién, lavados con
una solucidn saturada al 50 % de sulfato de amonio Yy disueltos
en soluciones diluidas de dcido clorhidrico o en agus,.

Los cristales constan de calioreina A, respectivamente
de calicreina B, electrofordticamente uniforme. ILa figura 1
muestra el resultadc de un ensgyo de electroforesis, Se trabg
J6 con un emortiguador ds barbital sédico (pH = 8,6). Ia fuer-
za idnica era de 0,075; la tensidn de 100 voltios; la duracién
de la corrida de 20 minutos. En el tiempo O, se aplicd & 1la
altura.de la lfnea interrumpide. Se aplicd en 1 la caliorei-
ha, en 2 el componente de calicreins A Y en 3 el componente de
calicreina B. La actividad especifica de aproxiﬁadamente 1600
u.c./mg de proteina no puede ser aumentadg ulteriormente ni pop
repetidas recristalizaocionss.

Sorprendentemente,con egte procedimiento de acuerdo con
la invencidn se logra separar la calicreins parcialmente puri-
ficada de sus sustancias acompafiantes y de enzimas extrafias en
forma extremamente sencills Y 8in aplicacidn de engorrosos mé-
todos de elucidén. No podfa preverse que por los intercambiado,
res maocroporosos de aniones son retenidas las sustancias acom-
peflantes y enzimaes extrafias, pero -no la calicreins ¥ que segln
el invento se obtiene la calicreina que queda disuelta, con
muy buenos rendimientos Yy de elevadm pureza. Por la cristali—.

zacidn de los dos componentes de calicreina A y B son separa-

das casi totalmente tambidn las sustancias pirdgenas dificiles
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de eliminar. Ia sencillez del procedimiento segin la inven-
cién permite su realizacién tambidn a una escala industrial.
Por consiguiente, el procedimiento segin la invencidn represen
ta un enriquecimiento de la tdcnica.

Ia solucién de los cristales de 1a oélicreina, as{ co-
mo de los componentes de calicreins se caracteriza por un es~
pectro UV a un valor pH de 7 con un méximo a 282 mm, un mini-
mo a 251, dos espaldas a 277 y 290 mm ¥ una proporcién de las
extinciones a 280 y 260 mm de 1,78 (Véase Figura 2, curva no
interrumpida).

En NaOH O, 1-normal, el espectro UV muestra dos maximos
8 280 y 289 mn (Véase, Figura 2, curva de 1inea interrumpida).

La calicreina cristalina obtenids segin el invento,
as{ como los componentes cristalinos de calicreins A y B pue-
den ser utilizados como componentes eficaces de medicamentos.
Graciag a su efecto vasodilatatotio, los medicementos conte-
niendo calicreina son aplicados, como ym es conooido, particu-~
larmente en el caso de trastornos de hiperemie, por ejemplo
Endengiitis obliterans, Arteriosclerosis obliterans, Morbus
Reynaud, en la curscidn trastornéda derheridas ¥ fracturas,
por ejemplo el sindrome de Sudeck, guemaduras Y trastornos de
ciroulacidn de la vejez, con buen resultado.

Le administracién pueds ser efectuada oralmente en for-|
nma de pastillas 0 grégeas que contienen lg calic£eina cerigtali
na 0 sug componentes en mezcla con sustancias de vehiculo inex
tes, atoxicas farmaceutioamente apropiadas, o parenteralmente
como inyeceldn intramusculsr o también intravenosa de uns soluy
¢idén acuosa de la calicreina cristaline o de gus componentes,

Particularmente para la administracidn parenteral, la calicrei

na oristelina ofrece, en comparacidn con preparados de menor
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- mente antes de la sdministracidn.
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pureza, la ventaja de un peligro ampliamente menor de efectos

_12_

secundarios indeseados y de reacciones alérgicas.

Por adicidn de coloides de elevado peso moleéular se
gin la Patente No. 941.685 de le R.F. Alemana, por ejemplo po ;
livinilpirrolidona o dextrana, o por formscidn del complejo
con el inhibidor de calicreina, conocido bajo la Marce "Trasi
lol", segin la Patente No. 1.000.566 de la calicreina crista-
1ina pueden producirse preparados inyectables de efecto retaq
dado. Calioreina pars fines de inyecoidn puede ser preparads
tanto como soluoidn isoténica lista para el uso, como tambidn
en forma sélida por liofilizacidn de una mezcle de calicreina
cristaline o de componentes cristalinos de calicfeina con sug|
tancias epropiadas de vehiculo, por ejemplo dektrana,manita,-
lactosa, gelatina, de la cual por disoiucién en un disolvente

aproplado se prepafa la solucidén lista paras el uso irmediste-

7 Ejemplos 7
a) 200 litros de un eluido de un precipitado con una sal

de plomo, obtenido de pancreas de cerdo segin ls Patente No.
910.580 de la R.F. Alemena y dializado, que contienen 10,8
ﬁio. unidades de calicreina, fusron concentrados en el evapo
rador de capa delgade hasta 15 litros y entonces fueron libe-
rados de sal por filtracidn por un &el sobre uns columna de
Sephadex G-25. Ia solucidn desalads fué ajustada con doido -
aocético al vaior PH de 5,0 y ung pequeﬁa cantidad de precipi-
tado formado fué separada por filtracidén. Entonces se agre—
g6 acetato de amoniaco sélido hasta la conductibilidad espe-
cifica de 12 mS. Esta solucidn se hizo Pasar sobre ung co-
lumna de 20 x 65 am (20 1) de DEAE-Sephadex A-50, equilibrado

con acgtato de amonio 0,2-moler, pH = 5,0, siendo adsorbids




5.

10.

15.

20.

25.

30.

| 1a calicreina. Subsiguientemente se sometid la columns a le-

4,2 & 5,0: Valores pH,

L0841 58 -n-

elucidén primeremente con sproximademente 40 litros de acetato
de amonio 0,25-molar, pH = 5,0 y luego con acetato ds smonio
0,3-molar, pH = 4,5. Ia calicreins aparece en el eluldo a po
co tiempo después de que el valor pH hays bajédo haste aproxi-
madamente 4,5 (Figura 3). Ias fracciones activas contenfan
9,35 mio, unidades de ¢alicreina (86,5 %). Ia solucién fué
concentrade en vac{o y liberads de sal sobre uns colunng de
Sephadex G-25; una muestra liofilizeds tenis la actividad.es—
pec{fica de 414 u.c./mg de muestra a ensayer.
Explicaclones referentes o la Figura 3
Unidades de ordsnada: -
- 0 a 800: Unidades de callcreina (KE) por ml de solucidn,
100 2 20: Trensmisién UV en % (longitud de onda 280 mm),

Unidad de gbscisa: Nimero de fracciones.

Le curve no es interrumpids éntfe las fracciones 5 y 45
represents el desarrollo de la adsorcidn UV durante el proceso
de elueidn, la curve de linea interrumpida corresponds al des-
errollo del velor pH. ILa linea de conexidn de los.tfiéngulos
corresponde al desarro;léuae la actividad durante la elucidn,
indicacién en KE (uﬁiéﬁdes de celicreina)/ml,

b) = La solucién desalada con un volumen de 300 ml fud f£il-
trada sobre una columna de%ld a 130 cm (10 litroé) de CM-Sep-
hadex C-50, equilibrado con acetato de amonio 0,01~molar, pH =
5,0, En el eluido aparecié primeramente calicreins, seguida

por impurezes inasctivas (Figura 4). La fraccidn de celicrei-
na (930 ml) contenfa 5,5 mioc u.c. (59 %). Una muestra 1iofili
zada tenfa la actiﬁidad especifica de 1060 u.c./mg de muestrs

a ensayar, respectivamente 1220 u.c./mg de proteina. El efeg
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$0 pirdgeno ascendid segin DAB a 1,85 (£ (A )2 de 3 anime-
les).

Figura 4
Unidades de ordenadas: :
O-SCO: KE (unidades de calioreins) por ml de solucidn,
100~ 20: Trensmisién UV en % (longitud de onda 280 mm),
Unidad de abscisa: Nfmero de fratciones.

La 1fnea de conexién de los tridngulos corresponde al
desarrollo de actividad del eluido, indicads en KE (unidades
de calicreina)/ml. La otre curva représenta el desérrollo de
la absorecidn UV.

c) Obtencidn de calicreina pura:

7 Una parte de la solucidén conteniendo 115 000 uw.c. fud
concentrada hasta 5 ml y mezclada con una solucidn saturada de
sulfato de emonio hasta una saturacidn al 45 %. Al cabo de 6
dfas a 20-25°C comenzd la cristalizacién. Al cebo de 3 sema-—
nes, se aislaron los cristales por centrifugecidn, se los la-
varon una vez con 5 ml de una solucién saturada sl 50 % de sull
fato de amonio y se los disolvieron en un gmortiguador de fos-
fato 0,05-moler, pH = 7,0. La activided espec{fics de la ca-
iicreina en esta sblucién era de 1560 u.c./mg derproteina. El
rendimiento era de un 71 %, el efecto pirdgeno segin DAB era
de 0, 32.

a) Obtencidn del componente oristalino de calicreina B:

4,42 mio U.c. de uns solﬁcién de calicreina altamente
purificada obtenida segin b), fueron adsorbidos sobre uns co-
lumne de 5 x 100 cm de DEAE-Sephadex A-SO,.equilibrado con ace)
tato de emonio O,2-molar, pH = 6,7. Ia elucidn fué efectuads
con un gradiente convexo de acetato de amonio 0,2 a 0,55-mo~

ler, pH = 6,7, preparado con un recipiente mezclador de 2 1li-~
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| tros. En el eluido aparecieron dos dpices de sctividad lige~
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ramente solapantes de calicreina, de los cuales el primero fué

identificedo electrofordticamente éomo'componente de calicrei- .

na B, el segundo como componente de calicreina A. Las fraccig -

nes oonteniendo calicreins pura 4, reépeotiVamente B, fueron
reunides. Se obtuvieron 2,1 mio U.c. del componente de cali-
creina B (47,5 %), 1,25 mio U.c. del componente de calicreins
A (28 %) y 0,32 mio u.c. de una mezcls de los. componentes de
calioreipa A y B de la zona de solapamiento derlos épices
(7,2 % ), en total 83 %.

Una, parte de la soluoidn conteniendo el componente de
calicreina B, fué concentrada hasts una concentracidn de apro
ximadamente 20 000 u.c./ml Y mezclada con una solucidn satura-
da de sulfato de emonio haste una saturacidn el 45 %. Al cabod
de 6 dfas a 20-25°C comenzé la cristalizaciém. Al cabo de 4.
gemanas, se alslaron los cristalés por centrifugacién, 3¢ 1los
lavaron con una solucién de sulfato de amonio satursda al 504
y se los disolvieron en un amortiguador de fosfato 0,05 molar,
PH = 7,0. Ia actividad espec{fica ere de 1650 u.c./mg de pro-
teins,

e) Obtencidén del componente cristalino de calicreins A:

De la misme manera que la descrita bajo d), se crista-

1iz8 tembidn 1d calicreina A, En el aspecto microscépico de

los oristales de calicreina A ¥ de calicreina B no hay ningu-

ng, diferencia.
~-NOTA ~
Descrite suficientemente la naturaleza del invento, asdl
como la meneras de reslizarlo en la préctica, debe hacerse cong

tar que las disposiciones anteriormente indicedas, son suscep-

tibles de modificaciones de detalle, en cuanto no elteren su

M
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principio fundamental. También se hace. constar que el inven

to, corresponde a dos Solicitudes de Patente, presentadas en
Alemania, con fechas y bajo los mimeros siguientes: 3 de no-
viembre de 1971, n2 P 21 54 556.2, y 3 de noviembre de 1971,
bajo el nimero P 21 54 557.3, acogiéndose por lo tanto a los
beneficios que conceden los Convenios Internscionsles en vi-
gor, slendo lo que constituye la esencia del referido inven—
t6 ¥ por lo que se solicita Patente de Invencidn por 20 afios
en Espafia, sobre: PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE CALI-
CREINA ALTAMENTE PURA; caracterizéndose por lo siguiente:

18,~ Procedimiento para la produceidn de calicreina
aeltamente pura, caracterizado porque comprende someter & uns
elucidn el precipitado obtenido de drganos, por precipitacién
con una sal metdlica; liberar el eluido de sal; cromatogra-
fiarlo sobre intercambiamdores de iones macroporosos basicamen
te sustituidos epropiados; tratarlo entonces con intercambia-
dores de iones deidemente sustitufdos epropiados; y eventusl-
mente cristalizar la calicreina pura de la solucidn as{ obte-
nida por adicidn de un agente precipitador apropiado.

28.~ Procedimiento segin la reivindicacién 18, carac-
terizado porque para la produccidn de un componente cristeli-
no de calicreina A § B, se somete a una elucidn un precipita-
do obtenido de Srganos, por precipitacidn con una sal metdli-
ca, se libera el eluido de sal, se lo cromatografia sobre in-
tercambiadorés de lones mgcroporosos bésicamentersustituidos
apropiados, entonces se lo trata con un intercambiador de io-
nes gcidamente sustituido apropiado, se separa la solucidn
as{ obtenida de la calicreina altamente pura en 1os componen-

tes A y B, y se cristalizan estos componentes separados de su

solucidén por adicidn de un agents precipitador apropiado.

N
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3#.- Procedimiento para la produccidn de calicreina
altamente pura, tel y como queds sustancialmente descrito en
la presente Memoria e ilustrado en los ad;]iz.ntos dibujos.

Esta Nemoria consta de 17 hojas, escritas a miquina
por una sola cara. ' 31 pet 297'2 '
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