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PATENTE DE INACION

Ref: Case 5269/1MA.

. *

"Procedimiento para la  obtención de ana nueva 
proteica*.

CIBA SOCIETE ANONYME, entidad suiza, residente en Ba-
eilea Suiza#

El objeto de la  invencidn en la  obtención de 
una nueva proteina, con efecto represor de tumores# 
en forma pura, de material de plantas de la  familia 
Viscum, especialmente de Viscum álbum L.seasu. la tió ­

se re o de las clases Loranthus, especialmente Loranthus

Mod



vedad bajo la  expresión muérdago.
El muérdago se emplea en la  medicina ya desde ha­

ce muchos siglos* Especialmente su efecto en la  epilép- 
5. sia y en los mareos ha sido observado por Plinius en el

segundo sig lo  de nuestra era* Modernamente se emplean 
los preparados de muérdagos además para la  alta presión 
en las enfermedades de los vasos y la  arterieesclerosis, 
se trata en estos casos de extractos en bruto* Indicado 

10. nes de Rudolí Steiner sobre e l efecto potencial anti-nao
plástico de determinados preparados de muérdago fueron 
recogidas en Ies años veinte ds este sig lo  y condujeron 
asimismo a la  preparación de extractos en bruto a lo s  
que se adjudicó un determinado efecto en las enfermada^ 

15. des del cáncer. Por lo  tanto no es de extrañar que se ha
ya intentado obtener principios activos del material de 
las plantas Viscum álbum* Además de la  colina,, acetilco- 
lina, ursona y ciertos alcoholes de resinas se aisló an­
te todo la  viecotaRna (K. Winterfeld y M. Leiner, Cien- 

20  ̂ cías Naturales 42, 487 (1955). Se trata en este último
caso de un polipepturo que se destaca por su efecto car 
diacó y además posee propiedades fuertemente excitantes 
y necrotizantes. A estas propiedades necrotizantes de 
la  viecotoxina se adjudicó también e l atrofiamiento de 

25. tumores de inyección en los ratones, observado en la
aplicación, intratumoral de extractos completos de muér­
dago.

Las propiedades extraordinariamente tóxicas de 
la  viecotoxina dificultan sin embargo la  aplicación in - 

30. travenosa de esta substancia o de los extractos campie-



tos y e l efecto de un tgt^S#1g&  sh^émico así sobre 
e l crecimiento de tumores, contrario al tratamiento 
iatratumoral prácticamente ain importancia, es por lo  
menos problemático^

Ultimamente se ha dirigido el interés especial­
mente a los componentes prote inicos del jugo de muér­
dago prensado.

Asi han realizado Selawry, Vester, Mai y Sohwartz 
Z*Hoppe-Seylers Zschr, physiol. Chem. 324. 262 -  281 
(l961)-7 ensayos sobre e l efecto de distintos métodos 
de separación sobre el jugo del muérdago. Asi resultó 
que del jugo claro, mediante precipitación con acetona, 
ante todo sin embargo con sulfato amónico hasta una mo- 
lecularidad de 1,9 y siguientes d iá lis is  y secado en va 
ció del rétentato, se puede obtener un producto protei- 
noso que, en comparación con e l material de partida, 
tiene un mayor efecto antitumoral, pero sin embargo adn 
considerable toxicidad.

También Winterfeld et al Arneimittelforschung 
13. 29 (1963)_7 d irig ió  su atención al componente pro- 
teínico. Trabajaron con precipitación ácido clorhídri­
co de un extracto de muérdago acuoso. Leus fracciones 
desnaturalizadas, asi obtenidas, seguramente debido al 
tratamiento con ácido clorhídrico, muestran, en compe  ̂
ración con al material de partida, también un efecto 
mayor. También aquí su toxicidad es considerable.

Se ha descubierto ahora que del material de las 
plantas Viscum álbum L. y las clases Loranthue, espe­
cialmente del muérdago de los  árboles de fo lla je , ta­
les como e l muérdago de encinas, manzanos o álamos, se
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puede alelar una nueva proteica nativa en forma pura. 
Esta proteina ha recibido la  característica Exl. Beta 
se puede dividir adn en distintas fracciones, cuyas 
denominaciones se explicarán más abajo con más deta­
l le .  Esta proteína, 6 sus distintas fracciones o mez­
clas de las mismas, poseen en comparación con e l jugo 
un efecto antitumoral aumentado en aprox. 100 veces y 
son comparativamente poco tóxicas. El efecto antitu­
moral se investigó por é j .  en Rumores aacites, tales 
como sarcoma 180 en ratones, además en cultivos de cé­
lulas (por e j .  HeLa- o sarcoma 180,' así como hígado ' 
Chang). *

La proteina Nxl se caracteriza además también - 
por la  fa lta  de un efecto sobre la  presión sanguínea 
y otros efectos indeseables de los extractos comple­
tos del muérdago u otros productos proteinosos cono­
cidos, menos purificados o ya desnaturalizados.

La nueva proteina se puede emplear por lo  tan­
to como medicamento para combatir tumores y otras en­
fermedades cancerosas. *

En la  h idrólisis ácida de la  proteina eegdn la  
presente invención se obtienen los siguientes ácidos 
amínicos (entre paréntesis el contenido en %): Oye (2,9) 
Met (1 ,6 ), His (1 ,3 , Tyr (3 ,8 ), Phe (3 ,8 ), Lys (5,7 , 
Ileu (6 ,7 ), Pro (5 ,4 ), Thr (5 ,8 ), Ser (6 ,0 ), Leu (8,1) 
Glu (9 ,2 ), Ala (6 ,0 ), Asp (11,2), Gly ( 6, 6) ,  Arg.(13,5) 
así como amoniaco (aproxi. 7,2) llamando especialmente 
la  atención el elevado contenido en arginina.

La nueva proteina o sus componentes se obtienen 
separando e l jugo de prensado del material de la  planta
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del muérdago, preferentemente de las clases arriba men­
cionada, y ante todo e l jugo de prensado de ta llos y 
hojas, de las impurezas en forma de lodos, convenien­
temente mediante centrifugación, y el jugo claro asi 
obtenido, o un extracto acuoso equivalente.
a) se pone con una solución acuosa de sulfato amóni­

co a una molecularidad de aprox. 1, 0 con otra so­
lución de sal a una molecularidad correspondiente 
al efecto de separación de una solución de sulfato 
amónico aprox. de 1 mol  ̂ y a continuación la  solu­
ción separada de la  parte precipitada se pone me­
diante u lterior, en caso dado sucesiva, adieión
de solución de sulfato amónico ar una molecularidad 
de aprox. 1,9 ó con otra solución de sal a una mo­
lecularidad correspondiente, y

b) las partes separadas por medio de sal en la  segun­
da operación de separación en precipitación con 
sal se dializan y se aísla la  parte insoluble en 
agua del retentáto y a continuación, si se desea,

c) la  proteina asi obtenida se separa por tratamiento 
con sal mediante tratamiento con solución de sulfato

amónico hasta una molecularidad de máximo 0,4 o con 
otra solución de sal hasta una molecularidad corres-? 
pondiente, y si se desea,

d) la  solución obtenida se limpia en un polidextrángel, 
convenientemente con propiedades intercambiadoras 
de iones, o en un medio de absorción equivalente y, 
s i se desea, se separa en las distintas fracciones.

Esquemáticamente se puede representar este proce­
dimiento como sigue, habiéndose agregado la  denominación30



de las fracciones: 
Jugo de prensado

X M  ^  c ^ :

Separación de las impurezas en forma de lodos 
Jugo clarificado (.o extracto de agua equivalente)

Separación por medio de sal hasta una molecularidad 
2*304-7 de aprox. tyO.

............—...-....Precipitación de proteínas Na (ligeramente activa)

Solución
Separación por medio de sal hasta una molecularidad 
/*(NH^)gS04_J7 de aproxi*

------** t í .^  Precipitación fracción de proteina Nb'

.^ Precipitación fracción de proteina Nc

.^ Precipitación fracción de proteina Nd

-1x3-^. Precipitación fracción de proteina Ne

NK (acthê

Solución (ligeramente activa)
D iálisis individual a en conjunto

f * TSolución
Retentato

Precipitación
(Indice 2) 
(Indice 1)

Proteina Nx2 
(resp. Nb2, Nc2 etc) 
ligeramente activa

Proteina Hkl (resp* NML, Ncl, etc)*  
activa

Separación por medio de sal hasta una molecularidad 
de 0,4 (= índice y) (NĤ )gSÔ

- — ^ Proteina NXlly insoluble 
(Indice 1)

Proteina Nxl2y soluble (resp# Nbl2y# Nd2y* 
(Indice 2)
Limpieza sobre polidextrangel 

Fracciones Nx.12y Iy II# etc*



Corno las fraccionas de proteínas activas se des­
naturalizan muy fácilmente, todas las operaciones se han 
de efectuar en fr ió , convenientemente a aprox. OS. El 
jugo de prensado y e l jugo clarificado se han elaborar 

5+. en estado lo  más fresco posible o se han de congelar*
Las operaciones de separación mediante sal ée 

efectúan ventajosamente en una solución de sulfato amó­
nico 2-4 molecular, se trabaja agitando y se deja repo­
sar durante-varias horas, convenientemente por e j .  24 

10+ horas. La separación de la  precipitación se efectúa ca­
da vez mediante una fuerte centrifugadó&n lugar de sul­
fato amónico se puede emplear cualquier otra sal usual 
en la  química de las proteínas para la  separación median 
te sa l.

1$. La d iá lis is  de las fracciones Nb -  Ne ó de mez­
clas de las mismas (por e j.  Nb-d, Nc-e, ó Nb-e * %t) se 
efectúa por e j .  mediante mangas de celofán contra agua 
destilada, cambiándose ventajosamente varias veces el 
recipiente. La parte precipitada en e l retentato (deno- 

20. minada con el índice 1, por e j. Nbl, Nb-el *- Nxl, e tc .)
se separa, convenientemente mediante un fuerte centri­
fugado. Esta ya posee una actividad considerable y se 
puede lavar por e j .  con agua y l io l i f i c a r  para su empleo. 

La separación mediante sal, a efectuar en caso 
25. dado (solución en una solución de sal acuosa), se efectúa

ventajosamente mediante adición en porciones de una so­
lución de sal acuosa, por e j. solución acuosa de sulfa­
to amónico 0,35 molecular u otras soluciones de sal co­
rrespondiente y cada vez con centrifugación y agitación 
de nuevo. Ventajosamente se separa mediante sal sin en-30
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bargo solo con solución de sulfato amónico 0,1 molecu­
lar con lo  que se disuelven menos materiales acompa­
ñantes inactivos.

Al final se puede emplear aún algo de agua 
destilada.

Las partes insolubles (denominadas con otro 1, 
pudiendo agregares la  molecularidad de la  solución de 
precipitación mediante sal (y ) , por e j .  Nb 11^^ ó Nb 
11̂  son de actividad débil, mientras que las par­
tea solubles (denominadas con e l  índice 2, por e j ,  Nb 
12(^1 ó Nb 12̂ 35) son de actividad fuerte, Las frac­
ciones inaolubles se pueden emplear por e j .  después de 
lavar con agua y l io f i l iz a r .

Ventajosamente se emplean sin embargo las frac­
ciones solubles (Nxl2§ _ o ^ , e t c .,  especialmente Nxl2(^i 
4 .. Sorprendentemente ee pueden trenefoimar . .
soluciones acuosas altamente concentradas. Bato se pue­
de efectuar separando mediante sal, por e j .  cono arriba 
indicado, convenientemente en con una solución de sul­
fato amónico acuoso 3 molecular, se centrifuga, ee fro­
ta e l material sólido con poca agua y esto ee. repite 
varias veces hasta que e l material separado por centri­
fugación, ya con poca agua, se pueda "licueficar" a una 
solución altamente concentrada, Batas fracciones se 
pueden separar también en la  forma usual mediante diá­
l is is  de las sales inorgánicas, centrifugar e l reténta­
te , después de labar con agua y secar por congelación 
la  precipitación para su uso.

Convenientemente se limpia sin embargo más aún 
la  solución obtenida por la  separación con sal, en caso
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dado en la  forma altamente concentrada, obtenida por 
separación mediante sal y u lterior "licueficación" 
arriba descrita^ Para e llo  se emplea ventajosamente 
un polidextrangel, convenientemente con propiedades 
intercambiadoras de iones, ante todo con grupos bá­
sicos, por e j .  DEAE-Sephadex, o un medio equivalente 
y, si se desea, se descompone en fracciones. En*el medio 
de absorción se retienen impurezas teñidas. La eluación 
se puede efectuar por e j .  en un amortiguador de ace­
tato sódico (0,1 molecular y ascendente),

Ventajosamente se efectúa aquí primeramente una 
limpieza previa en un bloque de medio de absorción, tal 
como DEAE-Sephadex, a travás del cual se f i l t r a  la  frac­
ción a limpiar. A continuación se realiza una cromato­
grafía de columna, propiamente dicho, en el mismo ma­
teria l. Convenientemente se transforma para e llo  la  
fracción filtrada por separación mediante sal y ulte­
r ior  "licueficación" como arriba-indicado, en una so­
lución altamente concentrada, con lo  que se puede man­
tener más pequeña la  dimensión.de la  cromatografía. En 
la  eluación que por ej.. se efectúa con un amortiguador 
de acetato sódico (0,1 molecular y ascendente), se pue­
de reconocer, por e j .  con ayuda del espectro ultravio­
leta , a base de la  máxima de extinción una clara sepa­
ración en varias fracciones, s i las cuales la  primera 
(I) absorbente en aprox. 270 ju, posee la  máxima activi­
dad.

Las fracciones se pueden l io f i l iz a r  o para re­
tira r  las sales someterse a una precipitación con ace­
tona o con otro disolvente orgánico miscible con agua
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o dializarse, y l io f i la r  la  parte insoluble del reteñí 
tato. Pero tambidn cómo arriba indicado ae pueden trans­
formar por separación mediante sal y "licueficación" de 
los precipitados en soluciÓnes acuosas altamente concen­
tradas.

Otra u lterior separación fina se puede lograr 
mediante electrofóresis de gel de almidón, mientras que 
las substancias en la  electrofóresis de papel se desna* 
turalizan per la  absorción irreversible en el papel.

Según una forma de ejecución especialmente pre­
ferente ee procede preparando las fracciones Nc-e 12^py^. 
0,1  ̂ 0,35 se destacan por una actividad estraordi-
nari amente elevada y una toxicidad comparativamente re­
ducida.

Una modificación del procedimiento para la  ob­
tención, de la  nueva proteina consiste en que en lugar 
de la  operación de separación por sal a) se efectúa 
una precipitación de proteina con un disolvente orgáni­
co miscible con agua, preferentemente acetona, o tam­
bién con un alcanol, tal como metanol ó etanol y a con­
tinuación se elabora la  proteina precipitada según las 
etapas b) y en caso dado e) y d ).

La precipitación se efectúa tambián a temperatu^ 
ra baja, por e j .  -5^ hasta - 10S.

Otra modificación del.procedimiento consiste en 
que el jugo clarificado o un extracto de agua corres­
pondiente o la  substancia seca correspondiente, se di ec­
lis a  y el retentato entonces se elabora según a), b) y 
en oaso dado o) y d) o convenientemente mediante preci-r 
pitación con e l disolvente orgánico miscible con agua,



separación mediante sal según c) y en caso, dado ulte­
r ior elaboración según d).

La proteina Nxl o sus fracciones se pueden em­
plear como medicamentos en las enfermedades del cáncer.

5. Para e llo  se pueden presentar por e j.  en forma de pre­
parados farmacéuticos que los contengan junto con mate­
riales vehículo farmacéutico, orgánicos o inorgánicos, 
que sean adecuados para la  administración parental.
Los preparados farmacéuticos se pueden presentar por 

10. e j. como ampollas secas. En caso dado estarán esteri­
lizadas y /o  contendrán materiales auxiliares, tales co­
mo medios de conservación, estabilización, reticula­
ción o emulsión, sales para variar la  presión osmótica 
y amortiguadores. Asimismo pueden contener otros mate— 

15. ríales terapéuticamente valiosos*
La invención se describe con más detalle en los 

ejemplos siguientes. Las temperaturas se indican en gra­
dos Celsio.
T? TCMTDT/\ 4 íw  AMiiriév 1

20. 1) 100 kg de Viscum álbum (m alí), recogidos en
Febrero, se liberan, pocas horas después de su recolec­
ción, de las bayas y de los ta llos más gruesos (% 8 mm) 
y se lavan a fondo en fr ío . Los restantes 88 kg se des­
menuzan en la  máquina de picar carne bajo enfriamiento 

25. (se pueden agregar pequeños trocitoa de h ie lo ). Median-
tqántenso enfriamiento de la  melaza a -203C se completa 
la  ruptura de la  célula y en el u lterior prensado se lo ­
gra un mayor rendimiento de jugo. Exprimiendo en una 
prensa de madera entre talas con aprox. 10 atm. de pre­
sión se obtienen 24 litro s  de jugo de prensado, después30
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de cambiar la  posición y volver a prensar otros 8 l i ­
tros. La torta de prensado se desecha. El jugo turbio 
de prensado marrón-verdoso (32 1) se libera centrifu­
gando durante 10 minutos, a 4000 r.p.m. a unos OSO, 
del lodo verde que es inactivo. El jugo de prensado 
claro (31 1) se congela hasta su u lterior elaboración a 
-209C y de esta manera se obtienen las proteínas nati­
vas en estado preservado.

2a) Eí jugo claro, descongelado, se mezcla a 09 
lentamente y agitando con solución de sulfate amónico 
3, 8-moleoular (357 mi por l it r o  de jugo) y todo e llo  
(ahora en total 42 litros ) se deja reposar durante 24. 
horas a 09. La proteina precipitada mediante sal (Na 
1200 g) se centrifuga fuertemente durante 5 minutos a 
20.000 g en fr ió . Posee reducido, efecto tumoral y es 
fuertemente tóxico.

2b) Para obtener la  cantidad principal de las 
proteínas en bruto activas se mezcla e l jugo superpues­
to , igual que arriba, con solución de sulfato amónico 
3,8 molecular hasta e l doble de la  cantidad in ic ia l 
(62 l )  es decir, hasta que la  molecularidad sea 1,9 y 
nuevamente se deja reposar durante 24 horas a 09. La 
precipitación obtenida (Nx* 900 g) se centrifuga fuer­
temente como arriba y se lava dos veces con e l mismo 
volumen de una solución de sulfato amónico 2,5. molecu­
lar y se centrifuga y hasta la  ulterior elaboración se
congela a -2090. Da.solución residual contiene aún gran 
des cantidades de proteínas que se precipitan mediante 
sal con ulteriores adiciones de sulfato amónico. Estas, 
son sin embargo canceroestáticamente inactivas* La pro-



considerable efecto cánceroestático.
3) La proteina en bruto se suspende con 2 - 3  

veces su volumen de agua, ascendiente el volumen total 
5. a unos 7 litro s , y a 0* se desliza a través de mangas

de celofán "Visking-seemless" tipo "Thin-wall" diámetro 
de poros 24 R, 3\eces, cada una durante TO horas contra 
unos 100 litro s  de agua desionizada y, a continuación, 
otra vez. durante 10 horas contra 100 l it r o s  de agua des- 

10+ tilada . Antes de cada cambio de recipiente se arremoli­
na bien el contenido de la  manga. Bián la  manga o e l 
agua en e l recipiente se mantiene en movimiento durante 
el proceso de dialización.

Ha parte precipitada en e l retentato exento de 
15+ sal (Nxl, 100 g) se centrifuga durante 20 minutos a

20.000 g en fr ío  de la parte soluble inactiva (Nx2t 200 
g ) , se lava una vez con la  doble cantidad de agua desti­
lada, se centrifuga cono arriba y se separa mediante sal 
con sulfato amónico como sigue:

20+ 4) La Nx 1 insoluble en agua destilada se mezcla
con e l mismo volumen de solución de sulfato amónico 0,35 
molecular y, por e j .  en un homogenizador de cr ista l, se 
homogeniza brevemente enfriando. Después se centrifuga 

fuertemente ( 20.000 g) durante 5 minutos y e l procedi- 
25. miento se repite tantas veces hasta que la  parte supe­

rior de la  separación tenga solo un color de te marrón 
claro (aprox. después de unas 6-8 separaciones mediante 
sa l). Después se repite el mismo procedimiento otras 
tres veces con agua destilada, con lo  que la  moleculari- 

30, dad baja escalonadamente y se disuelven ulteriores can-
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res se reúnen y ahora o bién se siguen limpiando o se 
emplean directamente. Para e llo  se libera por d iá lisis  
directa de nuevo del sulfato amónico, e l retentato ae 
centrifuga, la  precipitación se lava con poca agua 
destilada y se seca por congelación (Nx 45 g ).
En esta forma se conserva e l  preparado también sin en­
friamiento a baja temperatura y se puede recib ir  en so­
lución de sal para la  aplicación. Posee un elevado eiec 
to canceroestático.

5) Si la  proteina Nx 12Q,J5 se ha de seguir lim­
piando, se vierte la  solución marrón oscuro (1 litro ) 
que contiene aprox. 45 g de Nx l 2p ^ ,  directamente des­
pués dé la  separación mediante sal sobre 1 kg. de p o li-  
dextrangel con grupos básicos (DEAE-Sephafex A 50 de la  
firma. Pharmacia, Uppsala) . '

El absorbedor se suspendió primeramente en aguay 
se decantaron las partículas finas, se lavó con ácido 
clorhídrico 0,5-n, agua, sosa caústica 0,5-n, agua, áci­
do acético 0,5-n  y finalmente con amortiguador de ace­
tato sódico 0,1 molecular del pH 5,5 y se introdujo en­
una columna de unos 10 cm. de diámetro. El componente de 
color marrón de la  solución alimentada se sujeta en la  
parte superior-de la  columna durante la  elución con amor 
tiguador de acetatp6ódico 0,1 molecular. Ba fracción de 
proteina que aparece primero, absorbente a 270 nyi, se 
separa mediante sal por adición de sulfato amónico só­
lid o  hasta la  molecularidad de 3,  se deja.reposar durante 
24 horas, se centrifuga durante 5 minutos a 20.000 g 
(10 — 20 cm3) se suspende con e l trip le  volumen de agua
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y después se dializa durante 30 horas^ cada vez contra 
5 l it r o s  de agua destilada como arriba. La parte del 
retentato obtenida (Nx 12  ̂ ^  1* 5 -  tO g) se centri­
fuga fuertemente, durante 5 minutos, se lava una vez 
con el trip le  volumen de agua y se lio f i liz a *  Posee 
una elevada actividad canceroestática.
EJEMPLO 2

En lugar de Viscum álbum malí, recolectado en 
febrero, se emplea Viscum álbum populi, recolectado en 
verano hasta octubre. Mientras que el muérdago de man­
zano en una recolecta en octubre da con e l mismo ren¿* 
dimiento de jugo solo aproximadamente una décima parte 
de la  proteina activa, al igual que en una recolecta eá 
febrero, en el muérdago de álamo en octubre esté fuerte­
mente reducida principalmente la  parte en Na, mientras 
que en proteina en bruto Nx aún se obtienen 400 g, es 
decir la  mitad de lo  que se logra de una recolecta en 
febrero de muérdago de manzano* Da estos 400 g se pue­
den separar después de la  d iá lis is  38 g de Nx 1, que 
entonces da cantidades correspondientes de Me 12 y Nx 
12 I* Por lo  demás se procede con métodos adaptados a 
las correspondientes cantidades modificadas, igual como 
en e l ejemplo 1.
EJEMPLO 1

En lugar de la  separación mediante sal con sul­
fato amónico en e l apartado y) del ejemplo 1, se puede 
precipitar también mediante adición en porciones de 
acetona a -5*. Tan pronto como no haya ninguna precipi­
tación más se termina la  adición de acetona y la  solu­
ción se deja reposar durante 24 horas a - 10*. Después



de separar por centrifugación la  proteina en bruto se 
dializa como en e l apartado 3 (ejemplo 1) y se procede 
en forma correspondiente* También aquí se obtiene la  
proteina Nx 12 y finalmente Nk 12 I ,  pero en un rendi- 

5. miento menos bueno*
EJEMPLO 4

Si después de la  separación Sephadex en e l  apar­
tado 5) ejemplo 1, la  fracción final Nx 12  ̂ -c I en 
fr ío  se precipita con acetona en lugar de separar me­

to* diante sa l, entonces la parte de la  sal anexa (de la
solución 0,1 molecular) no es tan grande y se puede 
l io f i l iz a r  directamente sin dializar anteriormente. 
EJEMPLO 5

En lugar de ceno en e l apartado 2, ejemplo 1,
15. se puede dializar el jugo claro también antes de la

separación mediante sal de las proteínas* De los aprox. 
160 g de subtancia en seco, que contiene 1 l it r o  de 
jugo claro, son 125 g dializables y 35 g no dializables* 
De la  parte no dializable se precipitan entonces las 

20. proteínas nativas convenientemente con acetona (vease
ejemplo 3) .

Una precipitación mediante separación por sal 
exige una u lterior dialización. La parte precipitada 
ccn acetona se lava en fr ió  varias veces con agua des- 

25* tilada, se centrifuga cada vez fuertemente y finalmen­
te se separa mediante sal como en e l apartado 4 (ejem­
plo 1) y se sigue elaborando como én e l apartado 5 
(ejemplo 1) ,
EJEMPLO 6

30. Se procede como descrito en e l ejemplo 1, párra-



fos 1 -  3 y se continua según el ejemplo 1, párrafo 4, 
pero sustituyendo la  solución de sulfato amónico 0,35 
molecular por una solución de sulfato amónico 0,1 mo­
lecular. Se obtiene la  fracción Nx 12  ̂ < de elevado

V ,  !

5. efecto canceroestático*
5a) la  solución proteinica asi obtenida se f i l ­

tra a través de un bloque "DEAE-Sephadex". Para este 
f in  se prepara en e l fi ltr o 'd e  vacio una capa de BRAB- 
Sephadex A-5P cuya altura corresponda aproximadamente 

10. al diámetro. Por una parte en peso de proteina se em­
plea 30 partes en volumen de Sephadex húmedo. Después 
de la  filtra c ión  de la  solución proteinica se lava ul­
teriormente con amortiguador de acetato sódico-ácido 
acético 0,1 molecular del pH 5 —6. La solución del 

15. filtrado se mezcla entonces a agitando con sulfato
amónico hasta una molecularidad de 3 y se guarda duran 
te 16-24 horas en la  nevera. Centrifugando brevemente 
se puede separar la  precipitación que contiena el mate­
ria l activo y después de frotar repetidas veces con 

20. muy poca agua y centrifugar, transformar en una solu­
ción acuosa altamente concentrada ("licu eficación ").

Esta solución se sigue diluyendo entonces con 
agua o un amortiguador de acetato sódico-ácido acético 
0,1 molecular del pH 5,5 hasta una concentración ade-- 

25. cuada para la  cromatografía.
5b) La cromatografía se efectúa en DEAE-Sephadex 

A-50 tratado previamente como en el ejemplo 1. Por 20 
mi de solución es suficiente un volumen de Sephadex de 
T40 -  200 mi con una proporción entre diámetro/altura 
de 1:20 hasta 1:40. Después se eluye con amortiguador30
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acetato sádico-ácido aoét%bo^&/! "molecular (pH 5,5)
Las fracciones de proteina absorbentes a 270 tyu se 
separan mediante sal, en recipientes aparte, median­
te adición de sulfato amónico hasta una molecularidad 
de 3,0 ae deja reposar durante 24 horas a 23C y se 
centrifuga. A continuación se disuelven las precipita­
ciones, bién mediante repetidos y cuidadosos frotes 
con poca agua y centrifugado, como arriba indicado o 
mediante d iá lis is  según e l ejemplo 1 se separan median 
te sal. En este último caso se l io f i l i z a  todo e l reten 
tato (precipitación y solución). La substancia Nx 12^^ 
obtenida da la  primera fracción de eluado absorbente a 
270 zyi posee una elevada actividad canceroestática.

N O T A
Descrita suficientemente la  naturaleza del in ­

vento, así como la  manera de realizarlo en la  práctica, 
debe hacerse constar que las disposiciones anterior^ 

mente indicadas, son susceptibles de modificaciones de 
detalle, en cuanto no alteren su principio fundamen­
ta l. También se hace constar que e l invento se refiere 
a unas Solicitudes de Patentes presentadas en Suiza, 
con fecha 4 de abril de 1963, nP 4332/63 y 13 de enero 
de 1964 cP 305/64, acogiéndose por lo  tanto a los be­
neficios que conceden los Convenios Internaciones en 
vigor, siendo lo  que constituye la  esencia del referi­
do invento, y por lo  que se so lic ita  Patente de Inven^ 
ción por 20 años en España, sobre: "PROCEDIMIENTO PARA 
LA OBTENCION DE UNA NUEVA PROTEINA"; caracterizándose 
por lo  siguiente:

13.- "Procedimiento para la  obtención de una
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5.
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15.

20.

25.

nueva proteina", en forma purificada* del jugo claro 
de muérdagos liberados de las impurezas en forma de 
lodos, o de un extracto de agua equivalente, caracte­
rizado, porque el jugo claro o el extracto de agua 
a) se pone con una solución acuosa de sulfato amónico 
ó con otra solución de sal a molecular!dad corres­
pondiente al efecto de separación mediante sal de una 
solución de sulfato amónico de aprox. 1-molecnlaridad 
y a continuación la  solución separada de la  parte pre­
cipitada se pone mediante ulterior, en caso dado su­
cesiva adición de solución de sulfato amónico, a una 
molecularidad de aprox. 1,9 o con otra solución de 
sal a una molecularidad correspondiente, y b) las par­
tes separadas por medio de sal en la segunda operación 
de separación mediante sal se dializan y se aísla la 
parte del retentato insoluble en agua y a continuación 
s i se desea, c) la  proteina asi obtenida se separa me­
diante tratamiento salino tratando con solución de aul 
fato amónico hasta una molecularidad máx. aprox. de 
0,4 o con otra solución de sal hasta una molecularidad 
correspondiente y, si se desea,, d) la solución obteni­
da se limpia en un polidextrangel, convenientemente con 
propiedades intercambiadoras de iones, o en un medio de 
absorción equivalente y, ai se desea, se separa en las 
distintas fracciones.

23.- Procedimiento según la reivindicación 1, 
caracterizado porque en lágar de la  operación de se­
paración mediante sal se eíectda una precipitación pro 
tefnica con un disolvente orgánico miscible con agua y 
& continuación la proteina precipitada se elabora30.
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según las etapas b) ^ e n  caso dado c) y d ).
3 3 Procedimiento según la  reivindicación 1, 

caracterizado porque.el jugo claro o e l correspondiente 
extracto de agua o la  correspondiente substancia seca 
se dializa y e l retentato entonces se elabora, o bián 
según a) , b) y en caso dado c) y d ), o bien mediante 
precipitación con el disolvente orgánico miscible con 
agua, separación mediante sal según c) y en caso dado 
u lterior elaboración según A).

43.— Procedimientos según las reivindicaciones 
1-3, caracterizados porque se parte de un jugo claro 
o extracto acuoso obtenido de los ta llos y hojas de 
las plantas de muérdago.

5e .-Procedimientos según las reivindicaciones 
1 —4$ caracterizados porque se parte dél jugo claro
0 extracto acuoso obtenido del material de las plantas 
del muérdago de los árboles de fo lla je .

66 .- Procedimientos según las reivindicaciones
1 — y, caracterizados porque se parte del jugo claro
0 extracto acuoso obtenido de los muérdagos de las en­
cinas, manzanos o álamos.

?a.-Procedimientos según las reivindicaciones
1 -  6, caracterizados porque se parte del jugo claro
0 extracto acuoso obtenido de los muérdagos del manza­
no recolectados en febrero.

8a.- Procedimientos según las reivindicaciones
1 — 6, caracterizados porque se parte del jugo claro 
o extracto acuoso obtenido de los  muérdagos de álamos 
recolectados en verano-octubre.

9b.— Procedimientos según las reivindicaciones



1 — 8, caracterizados porque laa operaciones ae efec­
túan en frío*

1 0 4 Procedimientos según las reivindicaciones 
1-9, caracterizados porque la  operación de separación 
mediante sal se efectúa con una solución de sulfato 
amónico 2-4 molecu&i.

114.— Procedimientos según las reivindicaciones 
1-10, caracterizados porque la  separación mediante sal 
se efectúa con una solución de sulfato amónico 0,4 mo­
lecular o una solución de otra sal correspondiente en 
relación con su efecto, separador mediante sal.

124.— Procedimientos según las reivindicaciones 
1-10, caracterizados porque la  separación mediante sal 
se efectúa con una solución de sulfato amónico de al­
rededor de 0,1 molecular o una solución de otra, sal co ­
rrespondiente en relación con su efecto separador me­
diante sa l.

134. -  Procedimientos según las reivindicaciones 
1-11, caracterizados porque se aísla la  fracción de 
proteina No-e 120,35.

I44,— Procedimientos según las reivindicaciones 
1-1 i ,  caracterizados porque se a ísla  la  fracción de
proteina Nc-e 120,1*

I54. -  Procedimientos según las reivindicaciones 
1—14, caracterizados porque en la  etapa d) se emplea 
un polidextran con grupos básicos.

164.—Procedimiento según la  reivindicación 15 
caracterizado porque se emplea un intercambiador de po- 
lidextranger, con grupos básico o un medio equivalente.

1?4^— Procedimiento según las reivindicaciones
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1-16, caracterizados porque la  limpiezaTprevia se efec­
túa mediante filtra c ión  a travás de una capa en forma 
de bloque del medio de absorción.

183.—Procedimiento según las reivindicaciones 
1-17, caracterizados porque se cromatografía en una 
columna del medio de absorción y se descompone en 
fracciones.

t93+— Procedimiento según las reivindicaciones 
1-18, caracterizados porque e l medio de absorción se 
eluye con amortiguador de acetato de sodio con una mo- 
lecularidad 0,1 y ascendente.

203.- Procedimiento según las reivindicaciones 
1- 19 caracterizados porque se separa la  primera frac­
ción absorbente en ultravioleta a 270 mp.

213.- Procedimientos según las reivindicaciones 
1-20, caracterizados porque en cualquier etapa del pro­
cedimiento, despuás de la  separación mediante sal c) 
se efectúa una separación mediante sal y la  parte sepa­
rada mediante sal y centrifugada mediante repetidos 
frotes con poca agua y centrifugado, se transforma en 
una solución amortiguada o acuosa altamente concentra­
da.

22*.- Procedimiento según la  reivindicación 21, 
caracterizado porque se separa mediante sal con una so­
lución de sulfato! amónico 3-molecular u otra solución 
de sal correspondiente en relación con el efecto separ 
rador mediante sal.

233..—Procedimiento según las reivindicaciones 
2-15, caracterizado porque como) disolvente miscible 
con agua se emplea acetona.

t
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243.- ProcedimieAo^aM^Ta*bBtencidn de una 
nueva proteina; ta l y como queda sustancialmente des­
crito  en la  presente Memoria.

T
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