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"PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICACION DE
UNA PROTEINA".

7/ .
Solicilante: CIBA SOCIETE ANONYME, entidad suiza,
residente en: BASILEA, Suiza.

El objeto de la patente 298 272 es un
procedimiento para la obtencidn de una proteina
purificada con efecto anti-tumoral de material
vegetal de la familia del Viscum, especialmente

Se del Viscum album L. sensu latiore o de la familia
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del Loranthus, especialmente del Loranthus europaeus
I, resumidas go la expresion "muérdago", Este pro-
cedimiento se caracteriza porque el jugo de prensado
claro del muérdago, liberado de las impurezas en for
ma de lodos, o un extracto acuoso equivalente, as{
como los dializados o substancias secas del mismo,
se precipitan en forma de sal mediante una solucidn
acuosa de sulfato amonico u otra solucidn de sal y
la fraccion proteinica, que se obtiene entre una mo-
laridad en sulfato amdnico de aproximadamente 1 y 1,
se dializa contra agua, y, si se desea, la parte in-
soluble en agua del retentado hasta una molaridad de
méximo 0,4 en sulfato aménico, se salifica con una
solucidn acuosa de sulfato ambénico u otra sSolucidn
de sal comin y, en caso dado, la fraccidn proteinica
obtenida se limpia en un medio de absorcidn, tal co-
mo en un gel polidextranico, preferentemente a tra-
vés de dos escelones, es deeir, en un bloque, y a
contimacidn en una columna del medio de adsorcidn.
La proteins obtenida mediante precipitacidn como sal
y wlterior didlisis, llamada Nx o bien Nx 1, as{ co-
mo sus fraccionss obtenidas después del salado

Nx 110 0,4 ¥ Nx 12 especialmente las fraccio-
=\

0-~0,4!
nes Hx 110’1, Nx 110,35, Nx 120,1 o Nx 120’35, Yy
sus fracciones ulteriormente purificadas, tales como
Nx 120’11 o Nx 120’351, mestran destacadas propie-
dedes inhibidoras de los tumores; sin embargo, aun
estin impurificadas con partes proteinicas inactivas
y especidnmente con partes proteinicas atipicamente

téxicas sin actividades inhibidoras de los tumores.
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Mediante la electrofdresis de folios de
celulosa acet{lica efectuada en forme conocida se
puede demostrar que la composicién de las fraccio-
nes proteinicas obtenidas segin el procedimiento
de arriba se mantiene egencizluente igual. Se em-
plean por ejemplo, para esta electrofdresis los
folios de membrana suministrados por la firma Carl
Schleicher und Schill (PFebricante: Membranfilter-
gesellschaf$ GSttiﬁgen) ¥ se realiza en una cdmara
de material simtético especialmentegeonstruida bajo
condiciones normalizedas (temperatura: 222; tensidn:
18 Volt/em; tiempo de recorrido: 2 horas; tampon:
veronal-sodio, acetato sddico, dcido clorhidrico
n/10 con fuerza de iomes 0,025 y pH 8,6; formato
del folio: 180 x 25 mm; aplicaciln: 60 y).

Para hacer visibles las distintas bandas
proteinicas se tifie con negro amfdico, segin pres-
cripeidn conocida y los folios secados, no hechos
transparentes, se evaluan, por ejemplo, en el apa-
rato "Analytrol" de la firma Beckman & un proteino-
grama.,

Muestra asi, por ejemplo, la electroforesis
efectuada con la fraccidn nx 125 41 12 composicidn
representada en la figura 1. Se trata aqul en la su-
perficie denominada con A de la parte especifica-
mente anti-tumoral de esta fraccidn proteinica y
en la superficie denominada con B1 y 32 de la parte
en materiales secundarios, mientras que la fraccidn
C representa la parte atipicamente tdxica, sin em-

bargo no inhibidora de los tumores. Es, por lo tanto,



importante una separacion de los materiales secun-
darios y especialmente de la fraccidn at{picamente
tdxica, Mediante una ulterior limpieza por cromato-
grafia simple, sin embargo, no se puede lograr una

5. variacidn esencial de la composicidn de las frac-
ciones proteinicas. Ademds, la cromatografia de
columnas para la obtencidn preparative de fraccio-
nes activas antitumorales proteinicas resulba poco
adecuada.

10. Se ha descubierto ahora sorprendentemen~
te que los materiales secundarios y especialmente
la parte atipicamente toxica de las fracciones pro-
teinicas que se obtienen segin el procedimiento de
la patente Ne 298 272, especialmente de las frac-

15. ciones Nx 110_0,4 o Nx 120_0,4, tales como Nx 110’1,

Nx 110’35, Ix 120,1 o Nx 120,351, o sus fracciones
purificadas Nx 120’11 o Nx 120,351, se pueden sepa-
rar, si las soluciones acuosas de una de estas frac-
ciones se ultra-centrifugeny la fraccidn proteinica

20. anti-tumoral se obtiene en estado altamente purifi-

cado de la sedimentacidn.

Con ayuda de la electroforesis anterior-
mente descrita se puede demostrar que, segﬁn el
procedimiento de la presente invencidn, ante todo

25, la parte principal de los materiales lastre deno-

minados con.B1 ¥y especialmente los componentes C
atipicamente tdxicos de las fracciones proteinicas
empleadas como materiales de partida (véase figura
1; la flecha indica el lugsr de aplicacidn y la

30. ordenada se refiere a la extineion) se acumulan en
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en forma sencilla, mientras que en la sedimentacion
se scumula la fraccidn proteinica anti-tumoral am-
pliamente purificada (véase figura 3).

El procedimiento de la ultra-centrifuga-
cibén se puede realizar segun métodos en si conoci-~
dos. La ultra-centrifugacidn se efectia a revolu-
ciones lo més elevadas posible, preferentemente a
mas de 20,000 r.p.m. expomiéndose la solucidn em-
pleada como material de partida a un campo de grave-
dad de mas de 100.000 g, por ejemplo 170.000 g. Es-
to se mantiene durante varias horas, por ejemplo
durante 15 - 30 horas, trabajéndose para proteger
las frecciones proteinicas en frio, es decir, a
temperaturas que no sobrepasen esencialmente los
+102, por ejemplo, entre 02 y +102, 9i se desea
se puede repetir la operacidn de la ultra-centri-
fugaeidn, y/o la fraccidn proteinica limpiada ob-
tenida se puede seguir limpiando, por ejemplo, por
filtrecidn, tal como filtracion estéril, logréndose
una ulterior separacion de materisles secundarios.

Ia fraccidn proteinica eltamente purifi-
cada obtenida se puede almacenar en forma liofili-
zada; se libera, sin embargo, convenientemente an-
tes de la operacion de liofilizacidn, mediante did-
lisis conira agua, de log componentes inorgénicos,
especialmente de la sel comin.

La solucion acuosa, en caso dado salada,
empleada en el procedimiento de la presente in-

vencion como material de partida, de las fracciones
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proteinicas enriquecidas, obtenidas segin el pro-

cedimiento descrito en la patente N2 298 272, se
puede obtener, por ejemplo, liberando las fraccio-
nes proteinicas previamente limpiadas, en caso da-
do presentes como precipitado de sal, preferente-
mente como precipitado de sulfato aménico, median-
te amasado con poca agua, amplismente de las par-
tes de sal, el material proteinico sin disolver

se separa, por ejemplo, mediante cenxrifugaoién

normal a unas 10.000 - 15,000 r.p.m. de la solucion

.saling y el residuo sedimentado se disuelve con

agua y, si se desen, se dializa conbra agua o pre=-
ferentemente contra una solucidn salina o tampdn,
especialments una solucion fisioldgica salina. Las
fracciones proteinicas saladas, previamente limpig
das, se pueden disolver también directamente en
agua y la solucion se puede ajustar mediante diali-
zacion contra ague o una solucidn salina adecuada
a un contenido salino deseado. La solucion acuosa
asi obtenida se puede emplear entonces directamen-
te para el ulira-centrifugado, pero conveniente-
mente se sigue diluyendo o bien con agua o con une
solucidn salina adecuada, especialmente solucion
fisioldgica de sal comin. Por lo general, se sone-
ten a la ultra—centrifugacién soluciones con con-
centraciones en partes protefnicas del 0,5 - 10 %,
preferentemente 1 - 5 %,

Las fracciones proteinicas altamente pu-
rificadas obtenidas, segun la presente invencion,

de las fracciones proteinicas empleadas como mate-
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riales de partida arriba mencionados Nx 110 0.4
A

o Nx 12

Nx 120’1

teriormente limpiadas, tales como Nx 120 1I o}
1

0-0,4? tales como Ix 110,1, Nx 110’35,

o Mx 12 , asi como las fracciones ul-
0,35

Nx 120’35I, liberadas ampliamente especialmente de
las partes atipicamente tdxicas y meterisles las-
tre ineficaces son especialmente las fracciones
prote{nicas denominadas con Nx 110,04 UzZzs y

Nx 120_0’4 UZS, tal como INx 110,1 UZs, Nx 110’35 Uzs,
x 120 1 UZ8 o Mx 12

H

0,35 UZs, asi como por ejemplo,

0’11 Uz3, o Nx 1201351 UZS., Se pueden emplear

como medicamento en las enfermedades de edncer. Pa-

Nx 12

ra ello se puede presentar, por ejemplo, en forma
de preparados farmecéuticos gue las contengan junto
con materiales excipientes farmacéuticos orginicos
o inorgdnicos que sean adecuados para administra-
cidn parenteral. Los preparados farmacéuticos se
pueden presentar, por ejemplo, como ampollas secas.
En caso dado, estardn esterilizadas y/o contemdrdn
materiales auxiliares, tales como medios de conser-
vacion, estabilizacidn, humectacidn o emulsidn, sa-
les para variar la presidén osmbtica o tampones.
Pueden asimismo contener otros materiales terapéu—
ticamente valiosos.

En los ejemplos siguientes se describe
le invencion con mis detalle. Las temperaturas es—
tan indicadas en grados centigrados.
EJEMPLO 1 —

1) Manteniendo una temperatura de 02 has-

ta +52 se frotan 33,2 g del precipitade proteinico
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precipitado del eluado Nx 120,11 (ejemplo 6, aparta
do 5b de la solicitud de patente 298 272) mediante
adicidén de una solucidén de sulfato aménico acuoso
hasta una molaridad de 3 con 15 ml de agua, con lo
que la mayor parte del sulfato amdnico adherido se
disuelve junto con reducidas cantidades de proteina.
La mezecla se centrifuga a 02 durante 15 mimutos a
12,000 r.p.m. y se decanta la solucidén marrdn claro
de enecima.

La sedimentacidn se mezcla gota a gota
con agua hasta que se forma una pasta gelatinosa
transparente y més tarde uns solucion muy liquida
marrén oscura de 27 ml de volumen final, de la cual
25 ml se dializan en el dializador de agitacidn du-
rante 16 horas contra unos 20 litros de una solu-
cién de sal comin acuosa al 0,9%%. Se obtiens asi
una solucidn clara, marrén oscuro que contiene la
proteina al 12,9%.

2) La solucidn arriba obtenida se diluye
mediante adicidn de solucidn acuosa al 0,9% de sal
comin & una concentracion de 2,6% y en la ultra-
centrifugadora (tipo: centrifugadora analitica
Spinco, modelo E; carga: rotor SW 39; contenido del
tubo: 5 ml) se expone durante 22 horas a unza tempe-
ratura de 72 mediante 40.000 r.p.m. & un campo de
gravedad de 170.000 g. Se forma as{ una solucidn
tefiida de claro situada encima que se decanta y un
sedimento marrdn negro de consistencia como el al-
quitran, que contiene la fraccidn proteinica

Nx 0,11 UZS con efecto anbti~tumoral.
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3) Mediante la electroforesis anterior—

mente descrita se pueden separar las fracciones
proteinicas del material de partida Nx 120’11 (£i-
gura 1), del decantado Nx 120,11 UzZD (figura 2) y
5. de la sedimentacidn Nx 120’1I UzZS (figura 3 y mues-
tran después del tefiido con negro amfdico y evalua~
0ién con el aparato "Amalytrol" de la firma Beckman

las siguientes composiciones:

Material de

artida Decantado Sedimentacion
Nx 120,1 I Ix ‘120,1 I Nx 120’1 I Nx 120,1 I
UzZD Uzs UZs 2P
Contenido total
en proteina
en mg 126,5 31,5 95 66
en % 100 25 75 52,5
Materiales acom~
paliantes.
Superficie By + c 22,9 47,4 13,0 6,8
Superficie B2 18,3 11,9 17,6 20,3
Fraccidn activa
Superficie A 58,8 40,7 69,4 72,9

(Los contenidos de las superficies A, By+Cy B,

se indican en % del contenido de superficie total).
Aqui es especialmente de destacar que la

fraccién atipicamente toxica, en la figura 1 deno-

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

4) La sedimentacidn se puede, segun el
procedimiento descrito bajo 1), volver a disolver
en una solucidn acuosa al 0,9% de sal comin y some-
ter la solucidn a una mueva ultra-centrifugacion
con ulterior filtracidn esterilizada a través de
una membrana de acetato de celulosa para lograr en
la fraceidn Nx 120,1 I UZS una separacidn total del
componente C (figura 4). La sedimentacidn obtenida,
bien segun el procedimiento deserito bajo 2) o des-
bués de repetida ultra-centrifugacidn y ulterior fil
tracidn, se puede liofilizar dializando preferente-
mente una solucion de la sedimentaeién, en una so-
lucidn &l 0,9% de sal comin, antes contra-agua pura.
En la forma seca liofilizada el preparado es estable,
EJEMPLO 2 -

1) 22,0 g del precipitado sulfato amdnico
del eluado Nx 120’35 I (BEjemplo 1 de la patente N
298 272) se disuelven como descrito en el Ejemplo 1
mediante cuidadosa adicion de agua (volumen final
20 ml) y a conbimacion se re-dializa contra una
solucidn acuosa al 0,9% de sal comin.

2) Bsta solucidon se ajusta mediante adi-
cidn de ulterior solucidn acuosa &l 0,9% de sal co-
min & una concentracidn de 1,74 y en la ultracen-
trifuga (Ultracentr{fuga preparativa, Modelo L, em-
pleando un rotor preparativo, tipo 30, firma Beckman/
Spinco) se expone a 59 durante 24 horas y 30.000 r.
D.m. 2 un campo de gravedad de 105.000 g.

3) La electroforesis del material de par-



tida, de la sedimentacidn y del decantado, efec-
tuada, segiun el ejemplo 1, da los valores si-

guientes:

laterial de

partida Decantado Sedimentacion
12 UzZs
Nx ‘120,35 I Nx 120’351 UzZb Nx 0,351
Contenido total
en proteina
en mg 579 259 320
en % 100 4'4',7 55,3
Sedimentacion
Superficie B, + c 21,1 34,3 Ty3
Superficie B, 18,7 18,8 22,0
Fraccidn activa
Superficie A 60,2 46,8 70,7

(Los contenidos de las superficies A, By #:

C y B, se indican en % del contenido de superficie

2
total).
25, 4) Disolviendo la sedimentacidn, didlisis
contra agua y liofilizacidn se pone la fraccién pro-
teinica enriquecida N 124,35 I UZ8 1 en una forma
seca estable.
BJEMPLO 3 -

30. 1) ILa solucién de la fraccidn proteinica
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Nx 120 1 obtenida segin el ejemplo 6 de la patente
?

Ne 298 272 después de salar con uns solucidn 0,1-m

acuosa de sulfato amdnico se somete = una asi lla-

mada filtracion "DEAE-Sephadex-Block". EL filtrado

se mezcla con una solucidn de sulfato amonico hasta
la molaridad 3 y el precipitado proteinico obtenido
se disuelve, segin el procedimiento descrito en el

Ejemplo 1, en poca agua y se redializa mediante una
solucidn acuose al 0,9% de sal comin.

2) La solucidn diluida con solucidn acuo-
sa al 0,9% de sal comin a un contenido de proteina
del 2% se expone a T2 durante 24 horas en la ultra-
cemtrifuga a un campo de gravedad de 170.000 g.

3) La electroforesis del decantado y del
sedimento demuestra que en este Ultimo se encuentra
la fraccidén anti-tumoral en forma enriquecida y am-
pliamente liberada de los materiales secundarios y
especialmente de la fraccidn atipicamente toxica,
nientras que en el decantado prevalecen los mate-
riales lastre superfluos y la fraccion atipicamen~
te toxica.

4) Mediante redializacion y liofiliza-

cidn se puede poner la fraccidn prote{nica anti-

- tumoral INx 120 1 U%8 1 en una forma estable.
s

- NOTA -

Descrita suficientemente la naturalesza
del inmvento, asl como le manera de realizarlo en
la préotica, debe hacerse constar que las disposi-
cionss anteriormente indicadas, son susceptibles

de modificaciones de detalle en cuanto no alteren
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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
mimeros 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 solicita, Patente de Invencidn, por
20 afios en Espafia: "PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICA-
CION DE UNA PROTEINA"; caracterizaniose por 1o Si-
guiente:

18,~ Procedimiento para la purificacién
de una proteina obtenida de las fracciones proteini-
cas que se extraen del material vegetal de la fami-
lia del Viscum, o fracciones proteinicas ulterior-
mente limpiadas, caracterizado porque una solucidn
acuosa de tales fracciones proteinicas se somete a
wna wltracentrifugacidn y la fraccidn proteinicea
anti~tumoral se obtiene de la sedimentacidn en for-
ma altamente purificada.

28,~ Procedimiento, segin la reivindica-
cidn 18, carazcterizado porque se emplean las frac~
ciones proteinicas denominadas Nx 110_0’4.

38, Procedimiento, segin la reivindica-
eion 18, caracterizado porque se emplean las frac-
ciones proteinicas denominedas Nx 1250, 4

48, Procedimiento, segin las reivindi-
caciones 12 y 28, caracterizado porque se emplea

la fraccidn proteinica denominada Nx 114 4
14
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58 ,~ Procedimiento, segin las reivindi-

caciones 12 y 22, caracterizado porque se emplea
la fraccidn proteinica denominada Hx 110’35.
62,~ Procedimiento, segin las reivindi-
caciones 12 y 32, caracterizado porque se emplea
la fraccién protefnica denominada Nx 124 4
78.- Procedimiento, segin las reivindi-
caciones 1¢ y 32, caracterizado porque se emplea
la fraccion proteinica denominada Nx 120’35.
88,~ Procedimiento, segun la reivindica-
cidn 18, caracterizado porque se emplea la fraccidn
protelnica, ulteriormente limpiada, denominada
Nx 120’1 I.
98,.~ Procedimiento, segun la reivindi-
cacidn 12, caracterizado porque se emplea la frac-—
cidn proteinica, ulteriormente limpiada, denominada
Nx 120,35 I.

102.- Procedimiento, segin las reivin-
dicaciones 12-92, caracterizado porque la ultra-
centrifugacidn se efectia al mimero de revolucio-
nes més elevado posible.

112,~ Procedimiento, segin la reivindi-
cacion 102, caracterizado porgue la ultra-centrifu-
gacion se efectia a més de 20.000 revoluciones por
minnto.

128,~ Procedimiento, segin las reivin-
dicaciones 12-112, caracterizado porgue la solu~
cidn se expone a un campo de gravedad superior a

100.000 g.

138.~ Procedimiento, segin la reivindi-
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cacion 122, carascterizado porgue la solucion se
expone a un campo de gravedad de aproximadamente
170.000 g.

148 .~ Procedimiento, segin las reivin-
dicaciones 12-138, caracterizado porque la ultra-
centrifugacidn se mantiene durante varias horas.

158.~ Procedimiento, segin la reivindi-
cacidn 148, caracterizado porque la ultra-centri-
fugacion se mantiene durante 15 - 30 horas.

168.- Procedimiento, segin las reivin-
dicaciones 18-152, caracterizado porque se trabaja
en frio, especialmente a temperaturas que no sobre-
pasen esencialmente +10%,

178.~ Procedimiento, segin la reivindi-
cacidn 162, caracterizado porque se trabaja a
temperaturas de 02 hasta +10¢2,

188.- Procedimiento, segin las reivin-
dicaclones 18-178, caracterizado porque se repite
la ultra-centrifugacion.

192.~ Procedimiento, segin las reivindi-
caciones 181062, caracterizado porque como mate-
rial de partida se emplea una solucién acuosa con
un contenido en partes proteinicas del 0,5 - 10%.

208.- Procedimiento, segin las reivin-
dicaciones 12-19%, caracterizado porgue como mate~
rial de partida se emplea una solucion acuosa con
un contenido en partes prote{nicas del 1 -~ 5%.

218,- Procedimiento, segin las reivin-
dicaciones 18-208, caracterizado porque la solucidn

acuosa de la fraccidn proteinica, empleada como ma-
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terial de partida, se obtienelimpiando ampliamente

la fraccidn protefnice previamente limpiada, en caso
dado presente como precipitado salino, mediante ama~
sado con poca agua de las parites salinas adherentes,
el material proteinico sin disolver se separa por
centrifugacidn y después se disuelve en agua y, si
se desea,se dializa contra agua o una solucidn salina.
228, Procedimiento, segin las reivindica-
ciones 18-208, caracterizado porque la solucidn acuo-
sa de la fracecidn proteinica empleada como material
de partida se obtiene redializando la fraccidn pro-
teinica previemente limpiada, salina, con agua y la
solucidn contra agua o una solucidn salina o tampon
al contenido salino deseado. .
238,~ Procedimiento, segin las reivindica~
ciones 18-228, caracterizaedo porque la fraccidn pro-
tefnica obtenida se sigue limpiando, por ejemplo,
por filtracidn, tal como filtracion esterilizada.
248 ,~"Procedimiento para la purificacidn
de una proteina®; tal y como queda substancialmente
descrito en la presente Memoria, y dibujos adjuntos.
Esta Memoria consta de dieciseis hojas,
escritas a mdquina por una sole cara.

Madrid,

CIBA socgmg%q@ggm,

% BOME2 At-80 v mopey
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