
PATENTE DE INVENCION

Case 5637/14-2

323176

"PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICACION DE 

UNA PROTEINA".

CIBA SOCIETE ANONYME, entidad suiza, 

residente en: BASILEA, Suiza.

El objeto de la  patente 298 272 es un 

procedimiento para la  obtención de una proteína 
purificada con efecto anti-tumoral de material 

vegetal de la  familia del Viscum, especialmente 

5. del Viscum album L. sensu latiore o de la  familia

Mod. H3
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del Loranthus, especialmente del Loranthus europaeus 
L, resumidas bgjo la  expresión "muérdago", Este pro­

cedimiento se caracteriza porque el jugo de prensado 
claro del muérdago, liberado de la s  impurezas en for 

ma de lodos, o un extracto acuoso equivalente, así 

como los dializados o substancias secas del mismo, 

se precipitan en forma de sal mediante una solución 

acuosa de sulfato amónico u otra solución de sa l y 

la  fracción proteínica, que se obtiene entre una mo-

laridad en sulfato amónico de aproximadamente 1 y 1,9, 

se d ializa contra agua, y, s i  se desea, la  parte in­

soluble en agua del retentado hasta una molaridad de 

máximo 0,4 en sulfato amónico, se sa lif ic a  con una 

solución acuosa de sulfato amónico u otra solución 

de sa l común y,, en caso dado, la  fracción proteínica 

obtenida se limpia en un medio de absorción, ta l  co­

mo en un gel polidextránico, preferentemente a tra­

vés de dos escalones, es decir, en un bloque, y a 
continuación en una columna del medio de adsorción.

La proteína obtenida mediante precipitación como sal 

y ulterior d iá lis is , llamada Nx o bien Nx 1, así co­

mo sus fracciones obtenidas después del salado 

Nx 11p o 4 y Nx 12p_Q especialmente la s  fraccio­

nes Nx 1 lQ j, Nx 11o,35' ^  ^0 ,1  ° N* 12(3,35' ^
sus fracciones ulteriormente purificadas, ta le s oomo 
Nx 12QjI o Nx 12p ^ 1 ,  muestran destacadas propie­

dades inhibidoras de lo s tumores; sin  embargo, aún 

están impurificadas con partes proteínicas inactivas 
y especíamente con partes proteínicas atípicamente 

tóxicas sin actividades inhibidoras de los tumores.
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Mediante la  electrofóresis de fo lio s de 
celulosa acetílioa efectuada en forma conocida se 

puede demostrar que la  composición de la s  fraccio­

nes proteínicas obtenidas según el procedimiento 

de arriba se mantiene esencialmente igual. Se em­

plean por ejemplo, para esta electrofóresis los 

fo lios de membrana suministrados por la  firma Cari 

Schleicher und Schüll (Fabricante: Membranfilter- 

gesellschaft Gottingen) y se realiza en una cámara 

de material sintético especialmente(construída bajo 

condiciones normalizadas (temperatura: 223; tensión: 

18 Volt/cm; tiempo de recorrido: 2 horas; tampón: 

veronal-sodio, acetato sódico, ácido clorhídrico 

n/10 con fuerza de iones 0,025 y pH 8,6; formato 

del fo lio : 180 x 25 mm; aplicación: 60 ^ ).
Para hacer v isib les la s  distintas bandas 

proteínicas se tiñe con negro amídico, según pres­

cripción conocida y los fo lio s secados, no hechos 

transparentes, se evalúan, por ejemplo, en el apa­
rato "Analytrol" de la  firma Beckman a un proteino- 
grama.

Muestra a sí, por ejemplo, la  electrofóresis 

efectuada con la  fracción nx 12  ̂j l  la  composición 
representada en la  figura 1. Se trata aquí en la  su­
perficie denominada con A de la  parte específica­

mente anti-tumoral de esta fracción proteínica y 

en la  superficie denominada con y Bg de la  parte 

en materiales secundarios, mientras que la  fracción 

C representa la  parte atípicamente tóxica, sin  em­
bargo no inhibidora de los tumores. Es, por lo  tanto,
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importante una separación de los materiales secun­

darios y especialmente de la  fracción atípicamente 

tóxica. Mediante una u lterior limpieza por cromato­

grafía simple, sin  embargo, no se puede lograr una 

variación esencial de la  composición de la s  frac­
ciones proteinicas. Además, la  cromatografía de 

columnas para la  obtención preparativa de fraccio­

nes activas antitumorales proteinicas resulta poco 

adecuada.

Se ha descubierto ahora sorprendentemen­

te que lo s materiales secundarios y especialmente 
l a  parte atípicamente tóxica de la s  fracciones pro­
teinicas que se obtienen según el procedimiento de 

l a  patente N2 298 272, especialmente de la s  frac­

ciones Nx 11(),Q^ °  Nx 12p_p ta le s como Nx 11p 
Nx 11(^35! Nx 12p .̂¡ o Nx 12p ^^1, o sus fracciones 
purificadas Nx 12  ̂ ^1 o Nx 12  ̂ ^ 1 , se pueden sepa­

rar, s i  la s  soluciones acuosas de una de estas frac­

ciones se ultra-centrifugsny la  fracción proteínica 

anti-tumoral se obtiene en estado altamente purifi­
cado de la  sedimentación.

Con ayuda de la  electroforesis anterior­

mente descrita se puede demostrar que, según el 

procedimiento de la  presente invención, ante todo 
la  parte principal de los materiales lastre  deno­
minados con B.j y especialmente lo s componentes C 

atípicamente tóxicos de la s  fracciones proteinicas 

empleadas como materiales de partida (véase figura 

1 ; la  flecha indica el lugar de aplicación y la  

ordenada se refiere a la  extinción) se acumulan en



323176-5-

5.

10.

15.

20.

25.

30.

el deoantado (véase figura 2) y se pueaen aparar 

en forma sencilla, mientras que en la  sedimentación 

se acumula la  fracción proteínica anti-tumoral am­

pliamente purificada (véase figura 3).

El procedimiento de la  ultra-centrifuga­

ción se puede realizar según métodos en s í  conoci­

dos. La ultra-centrifugación se efectúa a revolu­

ciones lo más elevadas posible, preferentemente a 
más de 20.000 r.p.m. exponiéndose la  solución em­

pleada como material de partida a un campo de grave­

dad de más de 100.000 g, por ejemplo 170.000 g. Es­

to se mantiene durante varias horas, por ejemplo 

durante 1 5 - 3 0  horas, trabajándose para proteger 

la s  fracciones proteínicas en frío , es decir, a 
temperaturas que no sobrepasen esencialmente los 

+10B, por ejemplo, entre OS y +102. Si se desea 

se puede repetir la  operación de la  ultra-centri­

fugación, y/o la  fracción proteínica limpiada ob­

tenida se puede seguir limpiando, por ejemplo, por 

filtración , ta l como filtración  e sté ril, lográndose 
una ulterior separación de materiales secundarios.

La fracción proteínica altamente purifi­
cada obtenida se puede almacenar en forma l io f i l i -  
zada; se libera, sin embargo, convenientemente an­

tes de la  operación de lio filizaoión , mediante diá­
l i s i s  contra agua, de los componentes inorgánicos, 

especialmente de la  sal común.
La solución acuosa, en caso dado salada, 

empleada en el procedimiento de la  presente in­

vención como material de partida, de la s  fracciones
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proteínicas enriquecidas, obtenidas según el pro­
cedimiento descrito en la  patente NS 298 272, se 

puede obtener, por ejemplo, liberando la s  fraccio­

nes proteínicas previamente limpiadas, en caso da­

do presentes como precipitado de sa l, preferente­

mente como precipitado de sulfato amónico, median­
te amasado con poca agua, ampliamente de la s  par­

tes de sa l, el material proteínico sin  disolver 
se separa, por ejemplo, mediante centrifugación 

normal a unas 10.000 -  15.000 r.p.m. de la  solución 

. salina y el residuo sedimentado se disuelve con 
agua y, s i  se desea, se d ia liza contra agua o pre­

ferentemente contra una solución salina o tampón, 

especialmente una solución fisio lógica  salina. Las 

fracciones proteínicas saladas, previamente limpia 
das, se pueden disolver también directamente en 

agua y la  solución se puede ajustar mediante d ia li-  

zación contra agua o una solución salina adecuada 
a un contenido salino deseado. La solución acuosa 

así obtenida se puede emplear entonces directamen­
te para el ultra-centrifugado, pero conveniente­

mente se sigue diluyendo o bien con agua o con una 

solución salina adecuada, especialmente solución 
fisio lógica  de sa l común. Por lo general, se some­
ten a la  ultra-centrifugación soluciones con con­

centraciones en partes proteínicas del 0,5 - 10 %, 

preferentemente 1 - 5 %.
Las fracciones proteínicas altamente pu­

rificadas obtenidas, según la  presente invención, 

de la s  fracciones proteínicas empleadas como mate-30
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r ía le s de partida arriba mencionados Nx 11p ^ 

o Nx 12Q p ta les como Nx 11Q -j, Ux 35*
Nx 12  ̂  ̂ o Nx 12Q , así como la s  fracciones ul­

teriormente limpiadas, ta le s como Nx 12  ̂ ^1 o 

Nx I2p ^^1, liberadas ampliamente especialmente de 

la s  partes atípicamente tóxicas y materiales la s­

tre ineficaces son especialmente la s fracciones 
proteínicas denominadas con Nx 11-. UZS y 

Nx 12Q_Q  ̂ UZS, ta l como Nx 11^^ UZS, Nx 1^,35 UZS, 
Nx 12  ̂  ̂ UZS o Nx 12  ̂ UZS, así como por ejemplo,

Nx 12p ^1 UZS, o Nx 12  ̂ ^^1 UZS. Se pueden emplear 

como medicamento en la s  enfermedades de cáncer. Pa­
ra ello se puede presentar, por ejemplo, en forma 

de preparados farmecéuticos que la s  contengan junto 

con materiales excipientes farmacéuticos orgánicos 
o inorgánicos que sean adecuados para administra­

ción parenteral. Los preparados farmacéuticos se 
pueden presentar, por ejemplo, como ampollas secas. 

En caso dado, estarán esterilizadas y/o contendrán 

materiales auxiliares, ta le s como medios de conser­
vación, estabilización, humectación o emulsión, sa­

le s para variar la  presión osmótica o tampones.
Pueden asimismo contener otros materiales terapéu­
ticamente valiosos.

En los ejemplos siguientes se describe 

la  invención con más detalle. Las temperaturas es­

tán indicadas en grados centígrados.
EJEMPLO 1 -

1) Manteniendo una temperatura de 03 has­

ta  *53 se frotan 33,2 g del precipitado proteínico
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precipitado del eluado Nx 12p ^1 (ejemplo 6, aparta 

do 5b de la  solicitad de patente 298 272) mediante 

adición de u.na solución de sulfato amónico acuoso 

hasta una molaridad de 3 con 15 mi de agua, con lo 

que la  mayor parte del sulfato amónico adherido se 

disuelve junto con reducidas cantidades de proteina. 

La mezcla se centrifuga a 03 durante 15 minutos a 

12.000 r.p.m. y se decanta la  solución marrón claro 
de encima.

La sedimentación se mezcla gota a gota 

con agua hasta que se forma una pasta gelatinosa 

transparente y más tarde una solución muy líquida 
marrón oscura de 27 mi de volumen fin a l, de la  cual 

25 mi se dializan en el dializador de agitación du­

rante 16 horas contra unos 20 l itro s  de una solu­

ción de sal común acuosa a l 0,9%. Se obtiene así 

una solución clara, marrón oscuro que contiene la  

proteina al 12,9%.

2) La.solución arriba obtenida se diluye 

mediante adición de solución acuosa al 0 ,9% de sal 

común a una concentración de 2,6% y en la  ultra- 

centrifugadora (tipo: centrifugadora analítica 

Spinco, modelo E; carga: rotor SS7 39! contenido del 

tubo: 5 mi) se exponê  durante 22 horas a una tempe­

ratura de 73 mediante 40.000 r.p.m. a un campo de 
gravedad de 170.000 g. Se forma así una solución 

teñida de claro situada encima que se decanta y un 

sedimento marrón negro de consistencia como el al­

quitrán, que contiene la  fracción proteínica 

Nx Q̂ -¡I UZS con efecto anti-tumoral.
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3) Mediante la  electroforesis anterior­

mente descrita se pueden separar la s  fracciones 

proteínicas del material de partida Nx 12  ̂ ^1 ( f i ­

gura 1), del decantado Nx 12p ^1 UZD (figura 2) y 

de la  sedimentación Nx 12- I UZS (figura 3 y mues- 

tran después del teñido con negro amídico y evalua­
ción con el aparato "Analytrol" de la  firma Beckman 

la s  siguientes composiciones:

Material de 
partida

Nx 1 2 ^  1

Decantado
Nx 1 2 ^  1 

UZD

Sedimentación
Nx 12 i 1 Nx 12 1 
UZS * UZS ' 2F

Contenido total 
en proteína 

en mg 126,5 31,5 95 66
en % 100 25 75 52,5

Materiales acom- 
panantes.

Superficie B̂  + C 22,9 47,4 13,0 6,8

Superficie B̂ 18,3 11,9 17,6 20,3

Fracción activa

Superficie A 58,8 40,7 69,4 72,9

(Los contenidos de la s  superficies A, + C y Bg 

se indican en% del contenido de superficie to ta l).
Aquí es especialmente de destacar que la  

fracción atípicamente tóxica, en la  figura 1 deno­

minada con "C" y los materiales,acompañantes inefi-30
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caces adyacentes se encuentran en el decantado.

4) La sedimentación se puede, según el 

procedimiento descrito bajo 1), volver a disolver 

en una solución acuosa al 0 ,9% de sal común y some­

ter la  solución a una nueva ultra-centrifugación 

con ulterior filtración  esterilizada a través de 

una membrana de acetato de celulosa para lograr en 

la  fracción Nx 12  ̂  ̂ I UZS una separación total del 

componente C (figura 4). La sedimentación obtenida, 

bien según el procedimiento descrito bajo 2) o des­
pués de repetida ultra-centrifugación y ulterior f i l  

tración, se puede l io f i l iz a r  dializando preferente­

mente una solución de la  sedimentación, en una so­

lución al 0 ,9% de sal común, antes contra agua pura. 
En la  forina seca lio filizad a  el preparado es estable. 

EJEMPLO 2 -

1) 22,0 g del precipitado sulfato amónico 
del eluado Nx 12p ^  I (Ejemplo 1 de la  patente NP 

298 272) se disuelven como descrito en el Ejemplo 1 

mediante cuidadosa adición de agua (volumen final

20 mi) y a  continuación se re-dializa contra una 

solución acuosa al 0 ,9% de sal común.

2) Esta solución se ajusta mediante adi­

ción de ulterior solución acuosa al 0 ,9% de sal co­
mún a una concentración de 1,7% y en la  ultracen- 

trífaga  (Ultracentrífuga preparativa, Modelo L, em­
pleando un rotor preparativo, tipo 30, firma Beckman/ 

Spinco) se expone a 53 durante 24 horas y 30.000 r. 

p.m. a un campo de gravedad de 105.000 g.

3) La electroforesis del material de par-30.
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tida, de la  sedimentación y del decantado, efec­

tuada, según el ejemplo 1, da los valores s i­

guientes:

Material de 
partida

Nx 120,35 I

Decantado Sedimentación

Nx 12„ ^ 1  UZD Nx 12„  ̂ I UZS 0,35 0,35

Contenido total 
en proteina

en mg 

en %
579
100

259

4*4* y 7

320

55,3

Sedimentación

Superficie + C 21,1 34,3 7,3
Superficie 18,7 18,8 22,0

Fracción activa

Superficie A 60,2 46,8 70,7

(Los contenidos de la s  superficies A, +:
C y B , se indican en % del contenido de superficie
to ta l) .

25. 4) Disolviendo la  sedimentación, d iá lis is
contra agua y lio filizac ión  se pone la  fracción pro-

teínica enriquecida Nx 12^,35 1 UZS 1 en una forma
seca estable. 

EJEMPLO 3 -
30. 1) La solución de la  fracción proteínica
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Nx 12^  ̂ obtenida según el ejemplo 6 de la  patente 

NS 298 272 después de salar con una solución 0 ,1-m 

acuosa de sulfato amónico se somete a una así l l a ­

mada filtración  "DEAE-Sephadex-Block". El filtrado 

se mezcla con una solución de sulfato amónico hasta 

la  molaridad 3 y el precipitado proteínico obtenido 

se disuelve, según el procedimiento descrito en el 
Ejemplo 1, en poca agua y se redializa mediante una 

solución acuosa al 0 ,9% de sal común.
2) La solución diluida con solución acuo­

sa al 0 ,9% de sal común a un contenido de proteina 

del 2% se expone a 7  ̂ durante 24 horas en la  ultra- 

centrífuga a un campo de gravedad de 170.000 g.

3) La electroforesis del decantado y del 
sedimento demuestra que en este último se encuentra 

la  fracción anti-tumoral en forma enriquecida y am­

pliamente liberada de los materiales secundarios y 

especialmente de la  fracción atípicamente tóxica, 

mientras que en el decantado prevalecen lo s mate­

ria le s la stre  superfluos y la  fracción atípicamen- 

te tóxica.

4) Mediante redialización y l io f i l iz a -  

ción se puede poner la  fracción proteínica anti- 

tumoral Nx 12p .] UZS 1 en una forma estable.

- NOT A -
Descrita suficientemente la  naturaleza 

del invento, así como la  manera de realizarlo en 

la  práctica, debe hacerse constar que la s  disposi­

ciones anteriormente indicadas, son susceptibles 
de modificaciones de detalle en cuanto no alteren



5.

10.

15.

20.

25.

30.

176' UFES
su principio fundamental. También se hace constar 

que el invento corresponde a dos solicitudes de 

patente presentadas en Suiza, con fechas 19 de Fe­

brero de 1965 y 28 de Diciembre de 1965, bajo los 

números 2313/65 y 17974/65, respectivamente, aco­

giéndose, por tanto, a los beneficios que conceden 

los Convenios Internacionales en vigor, siendo lo 

que constituye la  esencia del referido invento y 

por lo  que se so lic ita , Patente de Invención, por 

20 años en España: "PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICA­

CION DE UNA PROTEINA"; caracterizándose por lo s i­

guiente:

13.- Procedimiento para la  purificación 

de una proteína obtenida de la s  fracciones proteíni- 

cas que se extraen del material vegetal de la  fami­

l i a  del Viscum, o fracciones proteínicas ulterior­

mente limpiadas, caracterizado porque una solución 
acuosa de tales fracciones proteínicas se somete a 
una ultracentrifugacién y la  fracción proteínica 
anti-tumoral se obtiene de la  sedimentación en for­

ma altamente purificada.

28.- Procedimiento, según la  reivindica­
ción 18, caracterizado porque se emplean la s  frac­

ciones proteínicas denominadas Nx 11̂  ^0-0,4
33.- Procedimiento, según la  reivindica­

ción 18, caracterizado porque se emplean la s  frac­

ciones proteínicas denominadas Nx 12  ̂ Q

48.-  Procedimiento, según la s  reivindi­

caciones 13 y 28, caracterizado porque se emplea 

la  fracción proteínica denominada Nx 11p
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5-.- Procedimiento, según la s  reivindi­

caciones 13 y 23, caracterizado porque se emplea

la  fracción proteínica denominada Nx 11.0,35
6&.- Procedimiento, según la s  reivindi­

caciones 13 y 3§, caracterizado porque se emplea 

la  fracción proteínica denominada Nx 12^

7 -.-  Procedimiento, según la s  reivindi­

caciones 13 y 3-, caracterizado porque se emplea 

la  fracción proteínica denominada Nx 12^

83.- Procedimiento, según la  reivindica­
ción 13, caracterizado porque se emplea la  fracción 

proteínica, ulteriormente limpiada, denominada
Nx 12^^ I .

9-.- Procedimiento, según la  reivindi­

cación 13, caracterizado porque se emplea la  frac­

ción proteínica, ulteriormente limpiada, denominada 

Nx 1 2 o ^  I .

103.- procedimiento, según la s  reivin­

dicaciones 13-9§, caracterizado porque la  ultra- 

centrifugación se efectúa al número de revolucio­
nes más elevado posible.

113.- Procedimiento, según la  reivindi­

cación 103, caracterizado porque la  ultra-centrifu­

gación se efectúa a más de 20.000 revoluciones por 
minuto.

128.- procedimiento, según la s  reivin­

dicaciones 13-113, caracterizado porque la  solu­

ción se expone a un campo de gravedad superior a

100.000 g.
30 13-.- Procedimiento, según la  reivindi-
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cación 128, caracterizado porque la  solución se 

expone a un campo de gravedad de aproximadamente 

170.000 g.

143.- Procedimiento, según la s  reivin­

dicaciones 13-13&, caracterizado porque la  ultra- 

centrifugación se mantiene durante varias horas.

153.- Procedimiento, según la  reivindi­

cación 143, caracterizado porque la  ultra-centri­

fugación se mantiene durante 1 5 - 3 0  horas.

163.- Procedimiento, según la s  reivin­

dicaciones 18- 158, caracterizado porque se trabaja 

en frío , especialmente a temperaturas que no sobre­

pasen esencialmente 4-108.

173.- Procedimiento, según la  reivindi­
cación 163, caracterizado porque se trabaja a 
temperaturas de 08 hasta 4-108.

138.- Procedimiento, según la s  reivin­

dicaciones 18-173, caracterizado porque se repite 

la  ultra-centrifugación.

193.- Procedimiento, según la s  reivindi­
caciones 18-188, caracterizado porque como mate­

r ia l de partida se emplea una solución acuosa con 

un contenido en partes proteínicas del 0,5 -  10%.
203.- Procedimiento, según la s reivin­

dicaciones 18- 198, caracterizado porque como mate­
r ia l de partida se emplea una solución acuosa con 

un contenido en partes proteínicas del 1 - 5%.
218.- Procedimiento, según la s  reivin­

dicaciones 18-208, caracterizado porque la  solución 

acuosa de la  fraoción proteínica, empleada como ma-
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te r ia l de partida, se obtiene limpiando ampliamente 

la  fracción proteínica previamente limpiada, en caso 

dado presente como precipitado salino, mediante ama­

sado con poca agua de la s  partes salinas adherentes, 

el material proteínico sin disolver se separa por 

centrifugación y después se disuelve en agua y, s i 

se desea,se d ializa contra agua o una solución salina.

22á .- Procedimiento, según la s  reivindica­

ciones 13-203, caracterizado porque la  solución acuo­

sa de la  fracción proteínica empleada como material 

de partida se obtiene redializando la  fracción pro­
teínica previamente limpiada, salina, con agua y la  
solución contra agua o una solución salina o tampón 
al contenido salino deseado.

233.- Procedimiento, según la s  reivindicar- 

ciones 13-223, caracterizado porque la  fracción pro­

teínica obtenida se sigue limpiando, por ejemplo, 
por filtración , ta l como filtrac ión  esterilizada.

24.a.-"Procedimiento para la  purificación 

de una proteína"; ta l y como queda substancialmente 

descrito en la  presente Memoria, y dibujos adjuntos.

Esta Memoria consta de dieciseis hojas, 

escritas a máquina por una sola cara.
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