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El objeto de la invencién ea la obtencién de
una nuevé. proteina, con efecto represor de tumores,
en foma pura, de material de plantas de la femilia
Viscum, especialmente de Viscum album L.ssunsu latio-

B re o de les clases Loranthus, especlalmente Loranthus
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europeus L., resumidasz 9 @1&7&1 pore de bre-

vedad bajo la expresién mudrdago.

El muérdago se smplea en la medicina ya desde ha—
ce muchos siglos. Egpecialmente su efecto en la epilép-
sia y en los mareos ha sido observado por Plinius en el
segundo siglo de nueAstrav ers. Modernamente se emplean
los preparados de muérdagos ademds para la alta presiébn
en las enfermedades de los vasos y la arteriossclerosis,
ge trata en estos casos de extractos en bruto. Indicacio
neg de Rudolf Steiner sobre el efecto potencial anti-neo
plastico de determinados preparados de mudrdago fueron
recogidas en los afios veinte de este siglo y condujeron
asimismo a la preparacidn de extractos en bruto a los
que se adjudicd un determinado efecto en las enfermeda-
des del céncer. Por 1o tanto no es de extraiiar que se ha
ya intentado obtener prine.ipibs activos del material ds
les plentas Viscum elbum. Ademds de la colina, acetilco-
ling, ursona ¥ ciertos alcoholes de resinag se aisld an-
te todo la viscotmina (XK. Winterfeld y M. Leiner, Cien-
cias Naturales 42, 487 (1955). Se trata en este dltimo
caso de un polipepturo que se desgtacs por su efecto car
diaco y ademds posee propiédades fuertemente excitantes
¥y necrotizentes. A estas propiedades necrotizantes de
la viscotoxina se adjudic8 tambidn el atrofiemiento de
tumores de inyeccién en los ratones, observado en la
splicacién. intratumorel de extractos completos de _muér—v
dago.. .

Las propiedadss extraordinariamente téxicas de -
la viscotoxina dificultan sin embargo la aplicacién in-

travenosa de esta substancia o de los extracios comple-
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tos y el efecto de. un tgtggz zzt!mico asf gobre.

el orecimiento de tumores, contrario al tratamientd

intratumoral précticamente sin importancia, es por lo.

menos problemético.

Ultimemente se he dirigido el interds especial-
mente a los componentes protefnicos del jugo de muér-
dago prensado.

-Asi han realizado Selawry, Vester, Mai y Schwartz
[ Hoppe-Seylers Zschr, physiol. Cheu. 324, 262 - 281
(1961) .7 ensayos sobre el efecto de distintos métodos
de separscién sobre el jugo del mudrdago. Asi resultl
que del jugo claro, mediante preéipitacidn con acetona,
ante todo sin embargo con sulfato amduico hasta una mo-
lecularidad de 1,9 y siguientes diflisis ¥y éecado en va
c{o del retentato, se puede obtener un préﬂueto protei-
noso que, en comparacidn con el material de partida,
tiene un mayor efecto antitumoral, pero sin embargo -adn
considersble toxicidad.

Tembién Winterfeld et al / Arneimittelforschung
13, 29 (1963)_7 dirigié su atencién al componente pro-
tefnico. Trabajaron con precipitacién 4cido clorhfdri-.
co de un extracto de mudrdago acuoso. Las fraccionés
desnaturélizadas, as{ obtenidas, seguramente debido al
tratamiento con 4cido clorhidrico, muestran, en compe~
racidén con el material de partida, también un efecto
mayor. También aquf su toxicidad es congiderable.

Se ha descubierto ahora que del material de las
plantas Viscum album L. y las cla_see Loranthus, espe=-
cialmente del muérdago de los drboles de follaje, ta-—

les como el muérdago de encinas, manganos o 4lamos, s
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puede aislar una nueva proteina nativa en forma pura.
Esta proteina ha recibide la oaracteriética xl, Esta
se puede dividir adn en distintas fracciones, cuyas
denominaciones se explicarsdn més abajo con més deta-
5o lle. Esta protefns, § sus distintas fraccicnes o mez-
clas de las 'miamas, poseen en comparacibén con el jugo
un efecto antitunoral sumentado en aprox. 100 veces y
gon comparativamente poco téxicas. E1 efecto antitu-
moral se investigd por éj. en jumores ascites, tales
10, como sarcoma 180 en ratones, ademés en cultivos de cé-
lulas (por ej. Hela=- o sarcoma 180, assi como hfgado °
Cha.ng).
La proteina Nxl se caracterizsa ademds también
por la falta de un efecto sobre la presidn sangufnea
5. . y otros efectos indeseables de los extractos comple-
tos del muérdago u otros productos proteinosos cono-
cidos, menos purificados o ya deanasturalizados, _
A La nueva proteina se puede emplear por lo tan-
to como medicamento para combatir tumores y otras en-
20, fermedadee cancerosas. °
. En la hidrélisis 4cida de la -broteina seglin la
presente invencidén se obtienen los siguientes dcidos
aminicos (entre paréntesis el contenido en %): Cys (2,9)
Met (1,6), His (1,3, Tyr (3,8), Phe (3,8), Lys (5,7,
25. = 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)
asf como amoh;iaco (eproxi. 7,2) llamando especialmente
la stencién el elevado contenido en arginina.
La nueva proteina o sus componentes se obtienen

30. . separando el jugo de prensado del material de la planta



5

10,

15,

20,

5.

30.

del muérdago, preferentemente de las clases arriba men-

cionads, y ante todo el jugo de preneado de tallos y

hojes, de las impurezas en forma de lodos, cdnvenlenr

temente mediante oentrlfugacidn, ¥ el jugo claro asi

obtenido, 0 un extraéto acubso equivalente. .

a)’ se pone con una solucidn acuosa de.suifato améni~
CO0 & una molecularidad de aprox. sy 6 con otra ao~
lucién de sal & una molecularldad correspondiente
al efecto de separacidn de una solucién de sulfato
amdnico aprox. de 1 mol; ¥ a continuacibn la solu-
cién separadas de la parte precipitada se §one me-
diante ulterior, en caso dado auceslva, adieibén
de solucidn de sulfato aménico & una molecularidad
de aprox. 1,9 8 con otra solucién de sal a una mo-
lecularidad correspondiente, y

b) les pértes geparadas por medio de sal en la segun-
da operacidén de separacibn en precipitacién con
-8al se dislizan y se aisla la parte insoluble en
agua del retentdto y a oonfinnacién, sl se desea,

¢) la proteina asi obtenida se ;epara por tratamiento

con sal mediante tratamiento con solucién de sulfato
amdnico hasta una molecularidad de méximo 0,4 0 con
otra solucibn de sal hasta una molécularidad corres=
pondiente, y si se desen,

d)- la solucidn obtenida se limpia en un polidextirsngel,

convenientemente con propiedades intercambiadoras

ﬂe iones, o en un medio de absorcibn equivalente y,

8i se>desea, se gepara en las distintas fracciones.
Esquemdticamente se puede representar este proce-

dimiento como sigue, habiéndose agregado la denominacién

~
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Jugo de prensedo

Separacifn de las impurezes en forme de lodos

Jugo clarificado {0 extracto de agua equivalente)

Separacifn por medio de sal hasta una molecularidad
Ve (NH4) 2804_7 de aprox. 1,0.
-» Precipitacifn de proteinas Na (ligeremente activa)

Solucibn

Separacifn por medio de éal hasta una molecularidad
g (NH4) 2304-2 dé‘aproxi.
1%3-, Precipitacién fraccidén de proteina Nb)

149 > Prec.ipitaéi6n fraccién de proteina Ne

T-Nx(achba)t

127 5 Precipitacién fraccién de proteina Nd

/

, 1;943 Precipitacién fraccibén de proteina Ne
] i ,
Solucién (ligeramente activa)
Didligis individual o en conjunto

Solucidn )
- —3 Proteina Nx2

Retentato

(Indice 2) (resp. Nb2, Ne2 etc)
T ligeramente activa
Precipitacién (Indice 1)
Proteina Nxl (resp. Nol, Nel, etc). ’
activa Co

Separacién por medio de sal hasta una molecularided
de 0,4 (= fndice y) (NH4) 28»04 :

ﬁ—»PI‘O‘b?ina NKily insoluble
v (Indice 1 _ .

Protoine Nxlgy soluble (resp. Nb12y, Nelay, etce)
(Indice 2) :

Iimpieze sobre polidextrangel

J
Fracqionea Kxi2y I, 11, etc.
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Como las fracciones de proteinas activas se des-

naturalizan muy fécilmente, todas las operaciones se han
de efectuaf en frio, convenientomente a aprox. 0. E1
Jugo de prensado y el jugo-clarificgdo se han eléborar
en estado lo més fresco posible o se han de congelar.

Las operaciones de separacién mediante gsal sae
efeqtﬁan ventajosa@énxe en una solucidén de sulfato amb-
nico 2-4 molecular, se trabaja agitando y se deja repo-
sar durante varias horas, convenientemente por ej. 24
horas; La separacién de la precipitacibn se efectia ca-
da vez mediante una fuerte 6entnifugadﬁﬁn lugar de sul-
fato aménico se puede emplear cualgquier otra sal usual
en la quimica de las proteinas para la separacibn median
te sal. .

‘La didlisis de las fracciones Nb - Nb.G de mez-
clas de las mismas (por ej. Nb-d, Ne=e, § Nb-o = Wx) se
efectia por ej. mediante mangas de celofdn contra agua
destilada, cambiédndose ventajosamente varies veces el
recipiénte. Ba.parté precipitada en el retentato (deno-
mingde con el Indice 1, por ej. Nbl, Nb-el = Nxl, etc.)
80 separa, convenientemente mediante un fuerte centri-
'fugado. Egte ya posee una actividad considerable y se
puede lavar por ej. con agua y liolificar pars su empleo.

La.séparacion mediante sal, a efectuar en caso
dado (soluéién en una solucién de sal acuosa), se efectia

ventajosamente mediants adicién en porciones de una so-
lucibn de sal acuosa, por ej. solucién acuosa de sulfa-

to aménico 0,35 molecular u otras soluciones de sal co-

" rrespondiente y cada vez con centrifugacibn y agitacién

de nuevo. Ventajosamente se separa mediante sel sin en—-
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bargo solo con solucidén de sulfato aménico 0,1 molecu~-
lar con lo que e disuelven menos materiales acompa~
fiantes inactivos, .

Al final se puede emplear adn algo de agua
destilada.

Las partes insolubles (denominadas con otro 1,
pudiendo sgregarse la molecularidad de la solucién de
preoipitecién mediante sal (y), por ej. Wb 115 4 6 Wb
110, 35+ Son de actividaed débil, mientras gue las par-
tes solubles (denominsdas con el indice 2, por ej, I
129,14 6 o 125 35) son de activided fuerte, Las frao-
ciones insolubles se pueden emplear por ej. despuds de
lavar con ague y liofilizar. |

- Yentajossmente se emplean sin embargo las frac-
ciones golubles (Nx12’°_°’ 4; etc., especialmente Nx‘lzo’.,
6 Nx12°'35).‘SOrprendenxemenxe se pueden transformar en

solucionses acuosas altamente concentradas. Esto se pue=

‘de. efectuar separando mediante sal, por ej. como arrida

indicado, convenientemente en con una solucidn de sul-
fato ambnico acuoso 3 molecular, se centrifuga, se fro-
ta el materisl s6lido con poca agua y esto se repite
varias veces hasta que el material separado por centri-
fugacibdn, ya con poca agua, se pueda "licueficar®" & una
solucién sltamente concentrada; Estas Ifracciones se
pueden seéarar también en la forma usual mediante did-
lieis do las gales inorgénioas; contrifugar el retenta-
%0, después de labar con sgua y secer por congelacién’
la precipitaeién para su uso. |

Convenientemente se limpia sin embargo més adn

la solucién obtenida por la separacibén con sal, en caso
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dado en la forma altamente concentrada, obtenida por

separacién mediante sal y ulterior "licueficacién®
arriba.descritg. Para ello se emplea ventajosumente
un polidextrangel, convenientemente con propiedades

intercambiadoras de iones, ante todo con grupos bé-

‘gicos, por ¢j. DEAE-Sephadex, o0 un medio equivalente

Yy, 81 se desea, se descompone en fracciones. En-el medio
de abgorcién se retienen impurezag teiiidas. Lg.eluacién
se puede efectuar por ej. en un amortiguador de ace-
tato sédico (0,1 molecular y ascendente),

* Ventajosamente se efectda aqui primeramente una
limpiega previa en un bloque de medio de abgorecibn, tal
como DEAE~Sephadex, & través del cual se filtra la frac-
cifn a limpiar. A continuacién se realiza una cromato-
graffa de columna, propiamente dicho, en el mismb‘mar i
terial. Convenientemente se transforma para ello le
fraccibn filtrads por separacién mediante sal y ulte-
rior "licueficacién" como arriba indicado, en una go-
lucién altemente concentrada, con 1o que se puéde nan-
tener més pequefia la dimensibn de la cromatograffas En
la eluacién que por ej. me efectds con un amortiguador
de acetato sédico (0;1‘molecu1ar-y ascendente), se pue—
de reconocer, por oj. con ayuda del espectro ultravio-
leta, a base de la méxima de extincidén una clara sepa=-
racibén en varias fracciones, si las cuales la primers
(1) absgorvente en aprox. 270 p» posee la nixima activi-
dad.

Las fracciones se pueden liofilizar o para re-
tirer las sales someterse a una precipitacidn con ace-

tona o con otro disolvente orgénico miscible con agua



o dialigarse, y liofilar la parte insoluble del reten=

tato. Pero también como arriba indicado se pueden trans-
formar por éepargcién mediante sal y "licueficacidén® de
los precipitados en solucibnes acuosas sltamente concen-
5.. tradas.
~ Otra ulterior separacibn fins se puede lograr
mediante electrofdresis de gel de almiddn, mientras que
las substancias en la electroférésis de papel se desna~
turalizan por la absorcién irreﬁarsible en el papel.
10. , , Seglin ung forma de ejecucién especialmente pre-

ferente se procede preparando las fracciones Ne-e 12

8proxa.
0,1 6 0,35 que se destacan por ung asctividad estraordi-

nariamente elevada y una toxicidad comparativamente re- .
ducida. o ) .

15., . * Una modificacidn del procedimignto para la ob~-.
tencidn de la nueva proiteina consiste en que en lugar
de la operacidén de soparacidn por sal  a) se efectda .
una precipitacién de proteina con un disolvente orgéni-

. co miscible con agua, preferentemente aceténa, o tam-

20, bién con wa alcanol, tal como metanocl § etanol y & con~
tinuacibn se elabora la proteins precipitada segin las .
etapas b) y en caso dado c¢) y Q).

La precipitacidén se efectua tambidn a temperatu-
ra baja, por ej., ~58 hasta -102,

5. Otra mo@ifie;dién del_pchedimiento consigte en
que el jugo clarificado o un extracto de agua corres-
pondiente -0 la substancia seca correspondiente, se dia-
1liza y el retentato entonces se elabora segin a), b) ¥y
en caso dado ¢) y d) o convenientemente mediante preci-

30. pitacién con el disolvente orgénico miséible con sgua,
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separacifn medisnte sal gegin ¢) y en caso, dado ulte-
rior elaboracibén segin 4).

La proteina Mxl o sus fracciones se pueden ;m-
plear como medicamentos en las enfermedades del cancer.
Para sllo se pueden presentar por ej. en forma de pre~
parados farmnacéuticos que los éontengan Junto con mate-
rieles vehfoculo faimacéutiqo, orgénicos o inorgénicos,
que sean agdecuados para la administracién parental.
Los preparados farmacéutiéos se pueden presentar por
eje como ambollas secas. En caso dédo estarén esteri-
lizadas y/o contendrén materisles suxiliares, tales co-
mo medios de conservacién, estabilizacifh, reticula~
cibén o emulsién, sales para variar la pregidn osmética
y amortiguadores, Asimismo pueden contener otros mate-
riales terapéuticamente valiosos.

La invencién se describe con més detalle en los
ejemplos siguientes. Las tempersturas se indican en gra-
dos Celsio. F
EJEMPLO 1

1) 100 kg de Viscum album (mali), recogidos en
Febrero, se liberan, pocas horas despude de su recolec=
cibn, de las bayss y de los tallos més gruesos (¢ & mm)
y se lavan a fondo en frio. Los restantes'BB kg se deg-
menuzan en la méquina de picar carne bajo enfrismiento
(se pueden agregar pequefios trocitos de hielo). Median-
teAntenso enfrismiento de la melaza & -208C se complota
1a ruptura de la célula y en el ulterior prensado se lo-
gra un mayor rendimiento de jugo. Exprimiendo en uns
prensa de medera entre teles con aprox. 10 atm. de pre-

sién se obtienen 24 litros de jugo de prensado, después
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de cambiar la posicidén § volver a prensar otros 8§ li-
tros. La torta de prensado se desecha. El jugo turbio
de prensado merrén-verdoso (32 1) se libera centrifu~
gando durante 10 minutos, a 4000 r.p.m. a unos 0RC,
del lodo verde que es inactivo., El jugo de prensado
claro (31 1) se congela hasta su ulterior elaboracién s
-208C y de esta manera se obtiensn las proteinas nati-
vas on estado preservado. ¢

2a) El jugo claro, descongelado, se mezcla a O8
lentamente y agitando con solucién de sulfato aménico
3y8-molecular (357 ml por litro de jugo) y todo ello
(ahora en total 42 litros) se deja reposar durante 24
horas a 0. La proteina precipitada mediante sal (Na.
1200_g).sé centrifuge fuertemente durante 5 minutos a.
20,000 g en frio..Posee reducido efecto tumoral y es
fuertemente t8xico. ) i

2b) Para obtener la cantidad principal de las.
proteinas en bruto activas se megcla el jugo supsrpues-
t0, igual que arriba, con solucién de sulfato aménico
3,8 molecular hasta el doble de la cantidad inicial
(62 1) es decir, hasta que la molecularidad sea 1,9 y .
nuevamente se deja reposer durante 24 horas a 0%, La
precipitacién obtenida (Nx. 900 g) se centrifuga fuer-
temente como asrriba y se lava dos.veces con el mismo
volunen de una solucidn de Qulfato aménico 2,5 molecu~-
lar y se oentrifuga’y hasta la ulterior elaboracibn se
congela a —208C, La solucibn residual contiene adn gran
des cantidades de proteinas que pe precipitan mediante
sal con ulteriores adiciones deveulfatp aménico. Egtas.

son sin embargo canceroestéticamente inactivas. La pro-
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teina en bruto ob‘temd2 9 9 molecularidad posee

- considersble efecto canceroestético.

3) La proteina en bruto se suspende con 2 - 3
veces su volumen de agua, ascendiente el volumen total
e unos 7 litros, y a O ge desliza a travéds de m'angas
de celofdn "Visking-seemless™ tipo "Thin-wall® didmetro
de poros 24 R, 3wces, cada una durante 10 horas contra
unos 100 litros de agua desionizada y, a continuacién,
otra vez durante 10 horas contra 100 litros de agua des-
tileda. Antes de cada ce_mbi.o. de recipiente se arremoli-
na blen el contenido de la manga. Bién la manga o el
agua en el recipiente se mantiene en movimiento durante
el proceso de dializacién. ' .

| La parte precipitada en el retentato exento de
sal (Nxl, 100 g) se centrifuga durante 20 minutos a
20,000 g en frio de la parte soluble inactiva (Ix2, 200

‘ g), 88 lava una vez con la doble cantidad de agua desti-

leda, se centrifuga como arriba y se separa mediante sal

con sulfato aménico como sigue:

4) La Nx 1 insoluble en sgua destilads ae mezcla

con el mismo volumen de solucién de sulfato aménico 0,35

molecular y, por ej. en un homogenizador de cristal, se
homogeniza brevemente enfriando. Despuds se centrifuga
fuertemente (20,000 g) durante 5 mimutos y el procedi-
miento =@ repite tantas veces hasta gque la parte supe-
rior de la separacibén tenga solo un color de te marrén

claro (aprox. después de unas 6-8 separaciones mediante

-gal). Despuds se repite el mismo procedimiento otrss

tres veces con agua destilada, con lo que la molqeulq.ri-

dad baja. escalonsdamente y se disuelven ulteriores can-
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tidades de substancia Activd,Tedas las parbes superio=

res se reunen y ahora o bién se eiguen limpiando o se
emplean directamente. Para ello se libera por didlisis
directa de nuevo del sulfato smébnico, el retentato se
centrifugs, la precipitacién ee lava con poca agua
destilada y se seca por congelacién (Mx 126’ 51 45 g).
En esta forme se conserva el preparado también sin en-
friamiento a2 baja temperatura y se puede regibir en so-
lucibn de sal para la aplicecibn. Posee un elevado efec
to cancercestético.

5) 8i la proteina Nx 120,35 @° ha de seguir‘lim-
plando, se vierte la solucién marrén ogscuro (1 litro)
que céntiene aprox. 45 g de Nx 120" 35;. directamente des—
pués de la separacidn mediante sal sobre 1 kg ds poli-
dextrangel con grupos bisicos (DEAE~Sephafex & 50 de la
firme Pharmacia, Uppsala). ' L

El absorbedor se suspendid primeramente en agusy
se decanteron las partfculas finss, se levé con 4cido -
clorhfdrice 0,5-n, agua, sosa caistica 0,5-n, sgusa, 4ci-
do acético 0,5-n y finalmente con amortiguador de sce-
tato sbdico 0;1 molecular del pH 5,5 y se introdujo en-
unza columna de unos 10 cm de diéhetro. El componente de
color marrén de la soiucién alimentads se sujeta en la
parte superior-de la columna duramte la elucién con amor
tiguador de acetatohédico 0,1 molecular. La fraccién de
proteina que aparece primero, absorbente a 270 nyz, ‘so

separa mediante aai' por adicién de sulfato ambnico sb~

1ido haste la molecularidad de 3, se deja reposar durante

24 boras, se centrifuga durante 5 minutos e 20,000 g

(10 = 20 cm3d) se suspende con el triple volumen de ‘ague

»>
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y despuds se dializa qurante 30 horas, cada vez conira
5 litroa de asgua destileda como arriba, La parte del
retentato obtemda (Mx 12, 3'5 I, 5 - 10 g) ee cenmtri-
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fuge fuertemente durante 5 minutos, se lava una vesz
con el triple volumen @e aéua Y se liofiliza. Poses
una elevada actividad canceroestética.
EJRMPIO 2
‘z_‘:n lugar de Viscum album m=li, recolectado en

febr‘ero,- ge emplea Viscum album populi, recolectado ean
vérano hasta octubre. Mientras que el muérdsgo de man-
zano en una recolecta en octubre da con el mismo ren= :
dimiento de jugo solo aproximademente una décima parte
de la proteina activa, al igual que en una recolecta en
fe'brero»,,. en el muérdago de 4lamo en octudbre estd fuerte-
mente reducida principelmente la parte en Na, mientras
que en proteina en bruto Nx ain se obtienen 400 g, es
decir la mitad de lo qus se logra de una recolects en
febrero de mudrdago de manzano. De estos 400 & se pue~
den séparar después de la didlisis 38 g de Nx 1, q_-ue’
entonces da cantidades correspon_dientes de \x 12 y N
12 I. Por lo demds se procede con métodos adaptados a
las correspondientes cantidades' modificadas, igual como
en el ejemplo 1.
EJEMPIO 3

' En luger de la separacidn mediante sal con sul-
fato aménico en el apartado 2) del ejemplo 1, se puede
precipitar tembién mediante adicidn en porciones de
acetona a -58, Tan pronto como no baya ninguna precipi-
tacién més se termina la adicién de acetona y la solu-

cibn se deja reposar durante 24 horas s -108, Despuds
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de separar por centrifugaclén la proteina en bruto se
dializa camo en el apartado 3 (ejemplo 1) y se procede
en forma correspondiente. Tambidn aquf se obtiene 1la

proteina Mx 12 y finalmente Nx 12 I, pero em un rendi-

miento menos bueno.

EJEMPLO 4

Si d.espuéé de la sepsracibén Sephadex en el apar-
tado 5) ejemplo 1, la fraccién final Nx 120,3.‘5 I en
frio se precipita con acetona en lugar de separar me-
diante sal, entonces la parte de le sal anexa (de 1la
golucién 0,1 molecular) no es tan grande y se pueds
liofilizar directemente sin dializar anteriormente.

EJEPLO 5

En lugar de como en el apartade 2, e;}empio 1,
gé puede Gializsr el jugo claro tembidn antes de 1la
separacién mediante sal de las proteinas. De los aprox.

160 g de subtancia en seco, que contiene 1 litro de -

-jugo claro, son 125 g dializables y 35 g no dializables.

De 1a parte no dializable se precipitan entonces las
proteinas nativas convenientemente con acetona (vease
ejemplo 3). |

Una precipitacidn mediante separacién por sal
exige umulterior dializacidén. La parte precipitads

con acetona se lava en frio varias veces con agua des-

tilada, se centrifuga cada vez fuertemente y finalmen-.

te se separa mediante sal como en el apartado 4 (ejem-
plo 1) y se sigue elaborando como én el apartado 5
(ejemplo 1),
EJEMPLO 6

Se procede como descrito en el ejemplo 1, péarra-
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fos 1 = 3 y se continua segﬁn el ejemplo 1, pérrafo 4,
pero sustituyéndo la solucibn de sulfato aménico 0,35

molecular por una solucibn de sulfato ambnico 0,1 mo-
lecular. Se obtiene la fracoién Nx 12°,i de elevado
efecto canceroestitico.

5a) la solucidn proteinica asf obtenida me fil-
tra a trevés de un bloque "DEAE-Sephadex®. Para este
fin se prepara en el filtro‘de vacfo una capa de DRAE-
Sephadex A=-5F cuya altura corresponda aproximadaménte
al didmetro. Por una parte en.peéo de proteina se em-
plea 30 partes en volumen de Sephadex hﬁmedo. Después
de la filtracién de la solucién protei{nica se lavas ul~-

. teriormente con amortiguador de acetato sédico-4cido

acdtico 0,1 molecular del pH.B -~ 6. La'solucién del
filtrado se mezcla entonces a X agitando con sulfato
amdnico hasta una moleéularidad‘de 3 y se guarda duran
te 16=~24 horas en la nevera. Centrifugando brevemente
ge puede peparar la precipitacidn que contierie el mate-
rial activo y despuds de frotar repetidas veces don
muy poce agua y centrifugar, transformar en una solu-
cién acuosa altamente concentrads (“licueficacidnﬁ).

" Egta solucién se sigue diluyendo entonces con
agua o0 un amortiguador de ascetato sédico-éoido acético
0,1 molecular del pH 5,5 hasta una concentracién ade--
cuada para la cromstogrsfia.

5b) La cromatograffa se efectus en DEAE-Sephadex
A-50 tratado previamente como en el ejemplo 1. Por 20
ml de solucién-ee suficiente un volumen de Sephadex de

140 - 200 ml con una propercién entre didmetro/altura
de 1320 hasta 1140, Despuds se eluye con amortiguador -
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acetato sédico-4cido acétmcowe*,ﬁ ég)ecular (pH 5,5).
Las fracciones de proteina- absorbentes a 270 Za  se
separan mediante sal, en recipientes aparte, median-
te adicibn de sulfato aménico hasta una molecularidad
de '3,0 se deja reposar durante 24 horas a 28C y se
centrifuga. A oontinuacliﬁn se disuelven las precipite-
ciones, bién mediante repetidos y cuidadosos frotes
con poca sgua y centrifugado, como arriba indicado o
mediante didlisis segln el ejemplo 1 se separan median
te sal. En oste Ultimo caso se liofilize todo el reten
tato (precipitacidn y solucién). La substaencia Nx. 120,1
obtenida de la primera fraccidén de eluado absorbente o
270 mp. pogee una elevada actividad canceroestédtica.
NOTA
Descrita suficientemente la naturaleza del in-

vento, as{ como la manera de realizarlo en-la préctica,
debe hacerse constar que las disposiciones anterior—
mente indicadas, son susceptibles de modificaciones de
detalle, en cuanto no alteren su principio fundsmen-
fal. Tambidén se hace constar que el invento se refiere
a unas Solicitudes de Patentes presentadas en Suiza,
con fecha 4 de abril de 1963, n® 4332/63 y 13 de enero
de 1964 =8 305/64, acogiéndose por lo tanto a los-be-
neficios ciue -conceden los Convenios Internaciones en
vigor, siendo lo quse constituye la esencia del referi-

do invento, y por lo que se solicita Patente de Inven- -

cién por 20 efios en Espafia, sobre: WPROCEDIMIENTO PARA

LA OBIENCION DE UNA NUEVA PROTEINA"; ocaracterizéndose
por 1o siguientes

18.= "Procedimiento para la obtencidn de una
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nueva proteina', en forma puriﬁcada, del jugo c¢laro

de muérdasgos liberados de las impurezas en forma de
lodos, o 49 un extracto de agua equivalents, caracte-
rizado, porque o1 jugo claro ¢ el extracto de sgum

8) se pone con una solucién acuocsa de sulfato ambnico
8§ con otra solucidn de sal s una molecularidad corres-
pondiente al efocto de aeparaciéxi medignte sal de una
solucidén de sulfato aménico de aprox. T-molecnlaridad
¥ & continuacidn la sclucidn separeda de la parte pre—
cipitada se pone mediante uiterior, en caso dado su~
cegiva adicién de solucibn de sulfato embnico, & una
molecularidad de aprox. 1-,9 o con otra solucidn ds
sel a una molecularidad corrvespondients, y b) las pa.x-
tes separadas por medio de sal en la segunds operacién

de separacidén mediante sel se dializan y se aisla la

parte del retemtato insoluble en sgua y & contimuacién

si se desea, ¢) la proteina asf obtenida se gepara me-
diante tratamiento salino trataendo con solucidn de sul
fato aménico hesta una molecularidad méx. asprox. de’

0,4 o0 con otra solucidn de sal'l_iast'a una molecularidad
correspondiente y, si se desesm, d) 1z solucidn obteni-
da se limpia en un polidextrangel, conveniéntemente‘ con
propiedades intercembiadoras de ionee;,\ 0 én un medio ge
absorcibn equivalente y, si se desea, se separa en las
distintas fracciones.

28 .~ Procedimisnto segin ls reivindicacién 1,
caracterizado porque en liger de la operacién de se~
paracién mediante sal se efectla una precipitacibn pro
tefnica con un disolvente orgénico miscible con agua y

& continuacién la proteina precipitada se elabora
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segln las etapas b) g’en caso dado ¢) ¥y d).

38 .- Procedimiento seglin la reivindicacién 1,
caracterizado porque el jugo claro o el correspondiente
extracto de agua o la correspondiente substan_cia. seca
se dializa y el retentato entonces se elabora, o bién
segdn a), b) y en caso dado ¢) y d), o bien mediante
precipitacién con el disolvente orgédnico miscible con
agua, separacidn mediante sal segfin ¢) ¥y en caso dado
ulterior elaboracidn segin d). '

42 .~ Procodimisntos segin las reivindicaciones
1=3, caracterizados porque se parte de un jugo claro
o extracto acuoso obtenido de los tallos y hojas de
las plantas de muérdago.

- 58 ,=Procedimientos segin las reivindicaciones

1 = 4, caracterizados porque se parté del jugo claro
o extracto acuoso obtenido del material de las plantas.
del muérdago de los &rbolee de follaje.

6&,~ Procedimientos segiin las reivindicaciones

1 = 5, caracterizados porque se parte del jugo claro

. o extracto acuoso obtenido de 1los muérdagos de las en-

cinas, manzanos o 4lamos.

?Q.Qroceaimientos gsegin las reivindicaciones
1 = 6, caracterizados porque se parte del jugo claro
o extracto acuogo obtenido de los mudrdagos del manza-
no recolectados en febrero.

82 .~ Procedimientos segiin las reivindicaciones
1~ 65, caracterizados porque se parte del Jjugo claro
o extracto acuoso obtenido de los muérdagos de 4lamos
recolectados en verano-octubre.

g8 .= Procedimientos pegin las reivindicaciones
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1 - 8, caracterizados porque las operaciones se efec-
tdan en frio.

108 .~ Procedimientos seglin las reivindicaciones
1-9, caracterizados porque la operacidén de separadén
mediante sal se efectda con una solucién de sulfato
amdhico 2-4 moleculai.

‘ 118.,~ Procedimientos segin las reivindicaciones
1=10, carecterizados porque la separacién medianmte sal
se efectfia con una solucidn de sulfato aménico 0,4 mo-
lecular o una solucién ds otra eal corresp,ond}ente en
relacibén con su efecto, separador mediante sal.

122 .~ Procedimientos seglin las reivindicaciones

- 1=10, caracterizados porque la geparacién mediante sal

se efectia con una solucibn de sulfato aménico de al-
rededor de 0;1 molecular o una solucibn de otra sal co-
rrespondiente en relacidén con su efecto separador me-
diante sal.

138.~ Procedimientos segin las reivindicaciones
1-11,. caracterizados porque se aisla la fraccién de
proteina Ne-e 120,35.

148 ,~ Procedimientos segdn las i-eiirindicaciones
1-11, caracterizados porque se aisla la fraccidn de
proteins Ne~e 120,1.

158 .= Procedimientos segén las reivindicaciones
1=-14, caracterizados porque en la etapa 4d) sé emplea
un polidextran con grupos bédsicos.

168 .~ Procedimiento segin la reivindicacién 15
caracterigado porque se emplea un intercambiador de po-
lidextranger, cb—n grupos bdsico o un medio equivalente,

178 o~ Procedimionto segin las reivindicaciones
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1-16, caracterigados porque la limpieza provia se efec—

tda mediante filtracién a través de una capa en forma
de blogque del médio de abgoreidn.

188 .~ Procedimiento segin las reivindicaciones
1=17, caracterizados porque se cromatograf{s en una 7
columna del medio de absorcidn y se descompone en
fracciones. '

19¢ .~ Procedimiento seglin las reivindicaciones
1-18, caracterizados porque el medio ds absorcidn se
eluye con emortiguador de¢ acetato de sodio con una mo-
lecularidad 0;1 y ascendenxé. .

208 .~ Procedimiento segin las reivindicaciones

1-19 caracterizados porque se separa la primera frac-

¢ién absorbente en ultravioleta a 270 mp.

218 .= Procedimientos segin las reivindicaciones
1-20, caracterizados porgque en cuslquier etapa del pro-
cedimiento, despuds de la separacién mediante sal ¢)
ge efectda una separacibn mediente sal y la parte sepa-
reda mediante sal y centrifugada mediante repetidos
frotes con poca agna y centrifugado, se transforma en
una solucién amortiguade o acuosa altamente concentra-
da.

22%.~ Procedimiento seglin la reivindieaéi6n 21,
carécterizado porque se seoparea mediante sal con una so-
lucién de sulfato:aﬁdnico 3-molecular u otra solucibn
de sal correspondiente en relacidn con el efecto sepa~
rador mediante pal.

~ 23%8.~ Procedimiento segiin las reivindicaciones

2-15, caracterizado porque como: disolvente miscible

con agua se emplea acetona.
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248 .~ Procedimie&do 'a "obtencién de una

nueva proteina; tal y como gueda sustancialmente dees~

crito en la presente lemoria.

Este. Memoria consta--de 23 hojas escritas a mé-

5 . . quina por una sola cara.
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