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MEMORIA DESCRIPTIVA

correspondiente a la solicitud de una

PATENTE DE INVENCION,

Solicitante: MERCK & CO. INC.

Residencia: 126 East Lincoln Avenue, RAHWAY, New
Jersey, USA. :

Enunciado:  "UN METODO PARA AISIAR ACIDO RIBONUCLEICO".

-

- Prioridad: de la solicitud de pdente estadounidense
No. 763.3299 del 27 de Septiembre de 1968
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(U.SuAs), Vol 58, n® 5, pAgs. 2102-2108 (Noviembre

Este invento se refiere a la produceidn de
induotores"dg intgrfe;on N especiélmenﬁe a un proce-
dimiento para el aislamiento y recuperacién de dei~
do ribonucleico de doble filamento por células de

Escherichia coli (E. coll) infectadas con colifago

MS82 u otros fagos afines al MS2 como el mubante
MU-9. B

E]l hecho de que el dcido ribénucleico de (o-
ble"filamento puedg proceder de gste'origen ha gido
esbablecido en un articulo t@tulgdo.“lnducer§ of In-
terfgron and Host Resistancé,\IV, Dqﬁhle—stranded Re~
plicative Form RNA (MS2~RF-RWA) from B coli infected
with MS2 co;iphage“, por AX. Field, G{P? Tempson, -
Aehs Tytelly Mo Nemes, y MeRs Hilleman, aparecido

en Proceedings of the National Academy of Sciences

1967% In este articulo se indica que cuendo se cultiva
el colifago M52 en 6élglas de E. coli se produce RFA
de doble filamento durante su ciclo de ;eprgduccidn.
Esbe RNA de doble filamento después de aislado y puri-
ficado resulta ser un inductor gxéglente de interferon

cuando se administra a los animales. . -
Bl articulo citado describe la forma de cultiver ’
E« coli, su infeccidn con colifagE.MS2, le lisis de lag

célulag, las extracciones repetidas con fenol para sepa~
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rar ia"proﬁeigal el tratamiento con ribonucleasa
- pancredtica para digerir el dcido ribonucleico de un

golo filamento, el tratamiento.eon,désogiribonuglgasa
para degrader el dcido desoxiribonucleico celulex, ol |
trataniento posterior con benbonita (Y._g:,;. Macaloid) o
un inhibidor similer de la ribonucleasa y-el"ﬁsb de
un sistena de £iltracién do geles (v.gs Sephadex G200)

para recuperar ol 4cido ribonucleico de doble#fi}gmeg—
to en forma pgiificada, Tal como se describe alll, la
nueva gurificécign ge consigue por cromatografla del

© material de elevégo peso'mgleculag (elufdo en la frac- |
cién de volumen vacio de la filtracién de gel) sobre

una oolumna"de oéiqlosa que pregiamente ha sido trata;"
da con dietanol y epiclorhidrina (vegs celulosa Ecteola).
La ce&u}osd contribuye a la separacidn parcial de los

. po1Esqcéridosﬂcontaminantes y permite también la recu-
peraéii:dn del._é.cigo ribonucleico de dob;!.e f:?.;émen’ao (de:
nominado en a@élanfe DS—RHA) en un estado nig concentra—-i
doe E1 pfdceso previo de purifigacidn o aislemiento se
encuentra descrito también en las siguientes xeﬁereﬁT
ociag adiéionales:.c.‘We;ssman, P. Borgt, ReHe Bargon,'
Mtg; Billeter y S. Ochoa, Prog. Nucleic Acid Research,
51, 682 (1964 ); M.As Billeter, Co Weissman, y R.Ce War="
ner, J» .Mole. Biol. ji, 145 (1966)3 M.As Billeter y Co

Woissman, Proc. Nucloic Acid Research, Harper and Row, - .
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‘cidén del sxrtlculo ci?ado, Por ejemplo, los reclienfes

v

New Yoxlk, 1966.

. El procedimiento de eislomiento desorito en los
artlculos es satlsfactorio pgré los caldos de fermen~ -
tgcidn en;los”que L) manipglan conéenﬁrﬁo?ones celu-
leres relativemente dilufdas. Sin embargo, un coldo

de fermgntacidn que gontenga-un.cultivo oonmi&graﬁmg '
mente mayor de células y que, por consigulente, es bas

‘tante. concentrado, no sa bresta al proceso de purifice-

PYRRTSY

progresos en eshta téenlca realizados por Dr. Birbara

. Tego han Qemostrado que el crecimiento del E. coli en

w1 medio de licor de infusién de malz y la infeccién
con el gﬁtgnﬁe MUh9hdel colifagonmsa, produce un aumen—

t0 de hasta 10 veces e incluso més en el crecimiento

" de las células y una gantidad correspondientenente me-

yor de DS-RNA, En estas circunstancias, el caldo de fer

nentacién ?esu}ta ten denso que ol mrimitivo procedi-
niento de:aislayienﬁo resulta ina&ecuado, antiecoriémico
y diffeil de realizare A
© Ia rasén de la inaplicabilided del procedimiento
primitivo a un caldo de fgnnegtacidﬁ que contiene gran

des gantidades de bactegias pérecg enégnﬁrarse en la"

formgcidg de una in@erfase visoosg pesada de proteina

desnaturalizada éurante la primera extraccifn con fe-
nol que separa la proteina. Esta interfase hace extraor
4=
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dinariemente dificil la seperacién entre la fase:
acuosa (qug con%}eneﬂécido nuclgico) y la fgse fenb-
licae Ademés,'gran parte dél geido nucleico, que oom-'.
prende el DS—RLA, queda retenido denﬁro del material :
interfacial. El lavado de la interfase, suger¢do en
1os prooedlmlentos originales, solo libera parclalmene i

-

te el deido nucleico retenido. Ademds, la- dificultad '

de separacidn de 1as"fasés acuoza y fendélica requlere
el uso de siete extracciones con fenol en el protocolo

de aiglamiento. EL resultado es.que se requieren muchas

pregipitaciones cgn'alcoholny 1a§ gonaiguienfes céntri:

fugaciones para favorecer la separacién del fenol de las

goluclones de écido nucleico.

-

Por lo tanuo, la reaucclén 0 ellminacién del ma~

Py

terlal de 1nterfaue es una mejora ev1dente en - el aisla-
m:Len.-l;o° De acuerdo con el presente 1nvento, esto se con

51gue agregando Pronasa o una proteinasa similar a la

suspensién celulsr durante la lisis de las células me-

d}antg'dodecilsglfaté sédico. Ia Pronase se agrega has-

1

‘ta una concentracién de 0,25 a 1,0 mg/hl de suséensidn y
se preflere“uga concentraclén de 0,50 mg/ml de suspenslén.
Las proteinasas més 0 menos activas que se utilizan en ‘
lugar de 1a 01tada requcrlrén una variacidn proporclo-
nal en la concentra016n en mg/hl.

La Pronasa, un enzima proteolitico extraido de

= o
-5 - 75 Yo W
L 7 o



10

15

25

-e “. -

Streptomnyces griseus, es representativa de enzimas pro

teoliticos no espeéifiCOﬂ, extraordinariamente acti-

Vo8, que no degradan al doido nuclelco. JH tratamlenn

o con"Pronasa degrada oompletgmente lg prote;na en
el lisato y con ello elimina la énﬁerfaée“duranﬁe la
brimera extraceldn con fenol. Tmngnaﬂeeala reduccidn
de la interfase que pueden omitmrae todas lag ex%rao—
ciones con fenol excepto unae Ebuoa su ves ellmlna la
necegidad de dos precmpltaelones con alcohol y reduce
el numero de centrifugacxones. Las ventaaas del proce-

-n wa,

dimiento con FPronasa, son las siguientes:

_ 1) Eliminacién de la proteina en la interfase
durante la extraccidn con fenol, gque pexrmite la f£4cil
recuperacidn de la fase acuosa que oon%iene el PS—RHA;
2) Aumento del rendimiento final de DS~RNA aislado;

3) Reduccién del coste del aislaniento por elininacién
de sels de las siete fenoliégciones, reduccidén delﬂnﬁi
mero de precipitaciones con aloohol ¥y de centrifugacgg ‘
nes; 45 El;minécidn de"cgalquier posible efecto degra~
dante dé las ribonucleasas de Ee coli sobre el DS-RIA.
En el B. coli se han encontrado Enzlmad capaces ge“de—
gradapﬂel D§~§NA nativo. Eg trataniento con;Prqnasa desg
trdirié e;ta actévidad (véase Robertson et ales Js Biol.
Cheme 243, 82-91, 1968); 5) Eliminacidn del ugo de ihhi

bidores de ribonucleasa como Macaloid, eto; 6) Facilita
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cgén de la nmanipulacidn de pastas;celulares concentra~

das en pequeflog volimenes de extraccidn.

Ia segunda oarac%erist}ca del pfesente invento

es el uso de un“compdesto de amgnio cugternario conye—
niendo un radical cetilo wnido al nitrégeno custriva-
iénte, como agegte de prgcipitacién para la purifica-~

cidn y concentracidn finales del deido ribonucleico

- -

de doble filamento. Este compuesto se smonio cuaterna-
rio se utiliza en lugar dg 1la crgmgtografia en columna
sobre celulosa Ecteolas Las ventajas del procedimiento
con compuesto cetilico de amonio cuabernario son las

siguientogs

¢

zarrgebido ql bajo coste de} compuesto_de gmonio cua-
tergario y al coste relativanente elevado ds la gelu—

1939 Ebﬁeola. 2) E&nngmero de homyréé—horaunecesarios

para realizar el tratamiento con amonio cuaternario es

cogsi@erable?ente menor que en el caso dg la cgomatg—
grafia. 3) La técnica con amonio cuaternario da lugar
2 un pgoducto“pulvgrizado seco_con buena, estabilidad
quimica; el material c;omatog;afiado se encugntra en
solucidn y requiere unas operaciones adicionales de
secado que son labcriosas y costosas. 4) E1 procedi-

miento con amonio cuaternario elimina el 100“% de la

endotoxina (medido por la ausencia de material conte- -

1) Eg conslderablemente mds econémico de rea}i—l"g
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niendo metilpentosa), haciendo que el DS-RNA sea con
sidgrablemenﬁe menos téxico parae ios-angmales de la-"
boratorio. Ia cromatografis con celulosa Ecteola eli-
mina golamente una fraceidn del lipopolisacdrido con-
‘taninante (endoﬁoging) &é la greparaciﬁn de DS~RNA deg-
pués de cromatogragia"eg Sephadexs Bata greparacién

de DS-RMA es tdxica para los animales cuando se ilnyec~
ta a dosis elevadas. 5) Antes de 1a cromatografia con

Ecteola, es necesaria una operacién de didlisis. Con

el cogpugsto de amonio cqaternario, la didlisis eg in-

’

necesarine

- - -

Un compuesto cetilico de smonio cuabernario pre-

feridopeé el bromuro dé cetiltrimgfilamonio (denonina~

~ do en adelante GTAB ), peroen lugar del trimetilo, los

tres radioéles pueden estar selcccionados entre etilo,
progilo; butilo y bencilq y.el anidén Puede ser cloro en
luger de bromo. Por ejemplo, puede tratarse de eloruro
de cetildietilbencilamonio. ~ ~ ~

L Ie oanﬁidad de compuesto de amonlo cugbernario

a agregaf estd determinads por }a cantidaed de DS-RNA
presenﬁe ¥ la gorma nis séngilla de oalcglagla es por
Qénsigad épﬁicga(D.g{) de la suspensién a la que se
agregas Pars realizer esto, se proyecta: une luz mono-
orogética;de 260fgp a través de unnagardﬁo normgl de me

dida de la densidad dptica y por cade 271 unidades D.O. .

-8 =
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medidas se agregan de 0,05 a 0,2 ml, (preferiblemente
0,1 ml) de solucién acuosa al 2 % de bromuro de cetil-

e .

trimetilamonio. Pars, otras concentraciones, se res-
liza el correspondiente ajuste en la cantidad afiadida
de forma”qpe'ge aéfegué'el mismo peso seco de CT&B. .
Esto es aplicable”a los compuestos de CTAB equivalen—
tes antes mencionados, que-pueden ger utilizados en lu-
gar de GTAB. | ~ ’

Un ejemplo repéeséntativo es el siguiente proce-

dimiento pars el aislamiento de DS~RNA MU-9 a partir de

Ee coli 3000 infectado durante 3 horas en un medio de

licor de infus 16n de maiz.
| . EUEMPIO 1

1:.Se sgpenden las células procedentes de 1 li-
tro de caldo (alfededgr de 3 g de peso sgco) en 36 ml
de Trisg 0,0Z‘M; PH ;,8 y édeido etilendiaminotetraacé-
tico (EDTA) O, 001 M. Después de hgber obtenido una sus-
pensién homogénea de células, se afiaden 4 m} de lauril-
(dodecil)sulfato sddico.al 10 %, con intensa agitacién.
Se agregea PrOhasa sdllda hasta llegar a 0,5 ng/ml y la
mezcla se 1ncuba a 37 % durente 7 horas cono mIinimo.

2. Se afladen 40 ml de fenol (equilibrado con
Trls O 05 M - EDTA 0,005 M, pH 8, antes de su uso) ¥

se sacude fuertemente. Se realiza wa centrifug aoLdn

a velocidad suficlente para romper la emulsién y la fa-
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Se acuosa se separa y Se introduce en una vasija liw-
pia. Ia fese acuosa es una suspensién lechosa viscosa
en este mOmento. . .
3. Se afladen dogs vol&menes de etanol al 95 %

frgo, oon 1§tensa agl}a016n, gespués 80 §aoude bleg
y a éonﬁinuaoidn se manticne a :2090 durente 2 horas
cono minimo. Se éentrifuga a una velocidad suficiente
para producir la separaeldn y el liquldo gue sebrena~
da se despre01a- B

. 4. El preclpltado que contlene el DS—RHA se sus-
pende en 50 ml de Tris 0,05 M, EDTA 0,005 M, pH 8,0, .
Como los s6lidos alcoh$licos pueden no Gisolverse comple=

‘tamente, seAcentrifuga y se desprecia el sedimento (re-

siduos de células)

5v Se agrega ace%ato potésmco (del producto 4 M)
en cantidad sufmomente Dara que el 1iqu1do que sobrenge
da rasulte C;2 M y se agita aurante mlnubo». Después
ge agreggn dos vqlﬁmenes de"etanol frgo, se sacude bien

1o mezcla y se mantiene durante 2 horss ocomo minimo a

-=20°C. -Se centrifuga a baja velocided y el liguido que

gobrenada se de sprecia.
6+ EL prec¢p1taao se suspende en 36 ml de Tris-

0 02 M - MnCl 0,005 1M, pH 7,2. Ho se d:.auelve compleba—-

mentq pero se obtilene una suspensidn homogénea. A con~

“tinuscibn se aflade desoxiribonuscleasa de pidncreas de

LRI e
r‘- 7 e
-0 -5 ;¢ T
St & B e s
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buey hasta una concentraclén de 1 a zo'pg/hl y la pre-

.o -

vez en cuando.

7. Se agregan 4 ml de 10 X SSC (1 X 85C =
O 15 M - citrato sédico 0,015 M, pH 7,0). A continua-

paracién se incuba a 25 % aqurante 1 hora, agitando de

HaCl

clén se agregs. rlbonucleasa A de pénereas de buey hag-

ta 20 pgybl ¥ la mezcla se 1ncuba durante 1 hora a

37°G, agitando de vez en cuando.

8. El producto digerido se centrifuga para sepa~

. rar tgda la materia insoluble. Se aﬁgdgn dgs volﬁmenes

de efanol frio al liguido que sobrenade clarificado y

se gacude bien. IEsta mezcla se mantieng 8 =g

2 horas como minimo. Se centrifuga a baja velocidad y el

1iQuido que sobrenada se desprecia.

0% durante

9. E1L pr901pitado se seca parclalmente a vacio

gobre lentggas de KOH. Son ngcesarnas varias horas para

elimingr le mayor parte del aicohol.

10, i precipiﬁado se suspende de nuevo y se diw

suelve en S3C. Se“aﬁade una cantidad de“SSC exactamen=—

te sgficiente pars Gisolver e} precipitados. EL objeto

es manteney egte volumen lo még peguefio posible pero

permitir la d;solugidn completa gel grecipitgdo. o
11+ Se eplica la solucién a una columna de Sephadexé

G200 (hidratado y equilibrado en SSC). La columna se elu

ye con SSC y las fracciones del volumen hueco se reunen.

“nr ﬂ-
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12« Se afiade Nall sdlidg a lasg gracoionas reu-

nidas de forma que su concenﬁracidn sea 0,3 M. Se rea

. liza una medida de la densidad Sptica a 260 mp y por

cada 21 unidades D.O. se agregan 0y1 ml de bromuro de.
cetiltrimetilamonio a2l 2 % (QTAB): Se forga imediata~
ﬁenﬁe un precipitado. Se deja a la ‘temperatura ambiente

durante 10 minutos y después se centrifuga,desprecidn-

- dose el liguido gue sobrenada.

-

13 R pre0¢p1tado se suspende en NaCl 0 3 ¥ -
Posfato 0,005 U, Pl 7 (se emplea un volumen igual al
de las fracciones del volumen hueco reunidas). Se agl
‘ta durante 5 minutos exactamente; despuds se centrifu~
ga de nuevo y el iiquigo que gobrenada se gesprecia.

. 14+ B precipitado se Qisué}ve en NaCl 0,5 M-
fosfato 0,005 M, pH ;, utilizando 1/10 a 1/5 del volu-
men de las fracciones del volumen hueco reunidas ori=

ginales. Sobre esta solucidén se aficden tres volituenes

~ de etanol frio y la mezcla se sacude bien. Se mantie-

ne a 42000 durante 2 horas, después de lo cual cé cen—
trifuba y se desprecla el 1iqu1do que sobrenadae B
15+ El precipitado se lava una vez con etanol al
95 % frio y después. otra vez con etanol absoluto frio.
~16e A cgntinuacmén se seca el precipitado en wn
desécador de vaclo sobre lentejas de KOH. .

El DS-RNA purificado obtenido por este procedi~ -

€ T q o o~

"12"' (p.,"‘
Wb 4 s.\d:...r.)
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mmento megorado de alulamlenio es esencialmente idén~
tico al obfenido por el procedlmlento antlguo. Este ma-
terial presenta una relatlva resistencla a la“ribonu~ '
cleaua y una curva de transicién térmica elevada con
und temperatura de fusién (Tp) de 10;—10700 en SSCo
Cuando se admlnlgtra'a los aglma;esﬂen cantidades del
orden de microgrémos, desencadena la formacién de inter
feron y por lo tanto pro%;ge'a los animales ocontra las
infecéiéngs viricas. 5

Una tercera caracteristica del invento es qu
gl se requiere o se desea una purificacién adicigna;
del DS-RFA MU-J, puede conseguirse por cromgtografia
sobre”hidéogilapatita en polvo (HTP). El procedimiento
ge realizard sobre el producto del Ejemplo 1 y consis—
te en lo siguiente: ‘

. EEE0?2 L

1s Preparacién de la columna HTP. Se agrega 1 par
te de HTP, con ligera agluacldn, sobre 4.partes de solu~
cién reguladora de fosfato 0,005 M, pH"G,i, vy se deja
hinchar durante la noches. Después de"vargas decanyacio:
nes y suspensiones en so;ucidn regulgdora de fosfato pa-
ra“eliminar los finos, la suspensidn"de HIP se Yierte en
une columna de 3 cm de didnetro hasta una altura de %,5

ere L columna se lavq con cuatro o ¢inco veces su volu-

" men de solucidn reruladora de fosfato 0,005 I,

13 mmy e

é} V; VR,

=
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2, Cromatografia sobre la columna de HT?. Se disuel-
ven 40 mg de DS-RWA MU~9 seco en 20 ml. de“sglucidn B
regulagora'de fosfato 0,005 U y senhace pegar por la
cglumga, soguldo de un volgmgn igual de ﬂolgcién“regaf
ladora. Las impurezas se lavan de 1a*coiumna ﬁaaando-
cinco veces su volumen - (1 volumen de la columna 50 ml)
de solucién reg uladora de fosfato 0413 My pH 6, 7—6 8,

a través dehla columna.e ¥l DS-RHA se eluye de la colum

na medlanbe la adicmdn de dos veces su volumen de fosfaw-

o 0 21\1, PH 6 7"6 B

3e Recuperaolén de DS-RNA a partir de la s0lu~
eién.geguladora de gosfato 0,2 M. Se alladen 0,1 ml de
CTAB el 2 % por cada 21 unidades de D.Os Después de
1020 mxnu os de reposo a la tempera%ura amblenbe, el
preciplfago de RHA-CTAB se centrifuga durante 20 ninu-
tos & baja velocidads EL precipitado de CTAB se lava
una vez con agua destllada Y se dlsuelve en un pequeno
volumen (5-10 ml) de NaGl 0,5 M - ;osfato, 0,005 1, pH 7.
El DS—RNA g8 precipita por ddlCIGn de dos vol&menes de
etanolﬂaboo}uto frio. Elﬂpreclpltado"se lgva una vesz -
con etanol el 95 % y otra vez con etanol absoluto y
se seca sobre lentejas de KOH en un desecador de vacios

Debe entenderse que las condiciones del Ejem—
plo'2 no son absolutanente criticas; ya que una desvia~-

cidn en m4s o en menos del orden de 5 % de las cifras

w T3 om R -~

. .; : < .. J
C g - WL e Y
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cados.

dedas permitird la préctica del inventos.

Los ejemplos anteriores soﬁ'indicadores de
otras varlaciones que pueden introducirse dentro Qe
los }imifgs ¥y equivalentes antes mencionados. Agil ;
la cantidad relativa de Pronaga o deuna proteinasa |
equivalente puede variar dentro de los limites es-
tablecidos anteriormente. Dé forma similar, la canti~
dad relativa del compuesto de amonio cuaternario o

del compuesto equivalente conteniendo un radical ce-~

tilico puede variar dentro de los 1Imites antes indi- P

En resumen, la Patente de Invencidn que se solici-

ta, deberd recaer sobre las siguientes:
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REIVINDICACIONES

1. Un método para aislar Acido ribonucleico de
doble filamento (DS-RNA) de un caldo de fermentacién de
células de E. coli que han sido infectadaé con colifago
MS2 o con el mutante MU-Q de este colifago, cuyo método
incluye la operscidén de dislizar las células para libe-
rar el DS-RNA, sfladir un enzima proteolitico que no de~
grade el &cido nucleico, incubar la mezcla para degradar
la proteina, agregar fenol para extraer la proteina degrs
dade y centrifugar y recuperar la fase acuosa que contie-
ne el DS-RNA; opcionalmente, separar de nuevo el DS-RNA
crudo de dicha fase acuosa mediante las operaciones que
incluyen la adicién de un compuesto de amonio cuaterna-
rio conteniendo un radical cetilico a una preparacidn
conteniendo DS~-ENA crudo para precipitar con ello el DS-
RNA y recuperar el precipitado; ¥y, opcionalmente absor-
ber el DS-RENA sobre hidroxilapatita, eluir las impurezas
de la misma‘y postériormente eluir el DS-RNA en forma
purificada.

2. Un método segin la reivindicacién 1, en el que
dicho enzima se agrega para dar una concentracién de 0,25
1,0 mg/ml.

3. Un método segiin la relvindicacidén 1, en el que
dicho enzima se agrege para dar uns concen@racién de 0,50

mg/mln

" sy g
9 "3 oA ™
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4, Un método segin la reivindicacién 1, en el que
la adicién del compuesto de amonio cuaternario se reali-
za en la proporcién de 0,05 a 0,2 ml de una solucién acuo
sa al 2% por cada 21 unidades D.0., medidas con una luz
monocromatica de 360 ma,

5. Se reivindica por ltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la patente de invenecidén que se solicita:
UN METODO PARA AISLAR ACIDO RIBONUCLEICO.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de diecisiete pa-
ginas mecanografiadas.

Madrid, 24 sefiembre 1.969 i
BERNARDO UNGRIA
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