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INVENCION

por "UN METODO PARA SINTETIZAR POLINUCLEOTIDOS SINTETICOS®,

a favor de la corporacidn estadounidense THE BOARD OF TRUSTEES
OF THE LELAND STANFORD JUNIOR UNIVERSITY, domiciliada en
Stanford University, Stanford, California 94305 (EE.UU,)

MEMORIA ILESCRIPTIIVA

_Extracto

Los polinucledtidos que tienen axufre reemplazando
uno o mds de los 4tomos de oxfgeno enlazados al fdéaforo, '
se preparan al polimerizar un mononucledtido en el cual
el fégforo estd presente en la forma de un tioato de f£dés-~

Se 'foro,'quﬁ tiene uno o mds 4tomos de azufre enlazados al
fésforo, Se utilize un blocatalizador apropiado para efec-
tuar: la polimerizacién y cuando es necesario, se utiliza
asimismo un bioregulador, Los tio-andlogos de polinucledti-
do regultantes tlenen acclén antivirica incrementada, pro-

10, pledades incrementadas de induceidn de interferencia y/o
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un efecto beneflcioso sobre los tumores.

Degcripeidn

Esta solicitud es una continuacién en parte de
nuestra solicitud copendiente serial ndmero 833,314y pre-
sentada en 14 de Junio de 1.969. -

A -,

Esta invencidn se refiere a polinucledtidos
sintéticos en los cuales wno o mds dtomos de oxigeno en—
lazados a los dtomos de fésforo del polinucledtido ue
sustituyen mediantg azufre. La invencidén se refiere esimis-
mo & los intermediarios utilizados en la sintesis de es~
tos polinucledtidos, a los procedimientos de sintetiza-
oidn de los intermediarios y a la sintetizacidn de los
polinucleétidos, a las preparaciones que contienen los
polinucledtidos que son Utiles para propdsitos médicos
o para veterinaria, etc. y a los pracedimientos de utili-
zar los polinucleétidos.

Bs conocido que ciertos polimeros, entre ellos
ciertos polimeros sintéticos no-nucledtidos (Merigan and
Pinkelstein Virology, 35, 363, (1.968)] y ciertos poli-
nucledtidos [Lampson, Hilleman y otros, Proceedings
National Academy of Seiences, 38, 782, 1,004, 1,719,
2,102, (L.967) y 61, 340 (1.968)] tienen actividad anti-
virica en razén de su estimulacidén de las células para
producir interferencla. Sin embargo, la efectividad éns
tivirica de tales polinueledtidos ha sido deficiente,



por ejemplo, ha sido solamente efectiva por cortos perid—
dog de tiempo. Los no-nucledtidos sintéticos, por ejemplo,
el pirano (que es un copolimero de dcido maldico de eter
divinilico) han mostrado tener efectos antiviricos por

5. largo tiempo, pero no han sido sometidos a biodegréﬁédién

- guficlentemente rdpida.

Es un objeto de la presente inveancién propor-

cionar mejoras en el campo de agentes antiviricos y agen-
tes efectivos para inducir la produccidn de interferencia,

10, Es un objeto ulterior de la invencidn proporcio-
nar inertos andlogos de polinucledtido sintético que tie-
nen mayor y mds actividad antivirica efectiva que los has-

ta shora disponibles,

Es aun otro objsto de la invencidn proporcionar
15. polinucleébtidos sintéticos que tienen efectos terapéuticos

incrementados sobre los tumores.

Los objetos anteriores y otros de la invencién
serdn evidentes de la descripcién que sigue y de las rei-

vindicaciones anexas.

20, Deseripeidn general

Lo giguiente servird como una descripcidn gene~
ral de la invencidn y establecerd asimismo cierta nomencla~
tura y definird ciertos simbolos utilizados aqui a conti-

nuscidén,

25, En general, los polinucledtidos distintos que
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log de la presente invencidn tienen unas férmula general

que puede representarse como sigue:

en la que
n es un nimero entero,
X es hidroxilo (por ejemplo, la cantidad de
azicar es ribosa) o hidrdégeno (por ejemplo,
la cantidad de azfdcar es deoxiribosa) y

B  representa la entidad de'base.

Pipicamente n tiene un valor grands, por ejemplo,
aproximadamente 50 o mds. B puede ser cualquiera de las ba-
gegs de purina o de pirimidina, tal como adenina, citosina,
guanina, uracilo, timina, hipoxantina, ete. ELl polimero
puede ser un homopolimero coﬁ regpecto a la base, por
ejemplo, la totalidad de las bases B son idénticas o pueden



ser hetero con respecto a la base al tener dos o mds bases di-~

ferentes unidas a la cadena central del polimero, Un e¢jem-

plo de un homgpolimero es el.siguiente:
0 A
De
0 OH
e S B
10, &
N\ 7n
II
en la que
3 A representa la adenina base. Este poli-
mero pusds representarse asimismo por
una férmula simplificada como sigue:
i
TP TP e
20,
I1I
e‘n la gue
r represahta la entidad de ribosa,
A representa la entidad de adenina y
25, '

representa la entidad de fogfato,
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Esta férmula puede acortarse ulteriormente

de la forma siguiente:

Poli rA
Iv

en la que .
Ayr tienen la misma significacién y el
prefijo "poli" indica que se repite

la unidad rA.

Es de comprender que la entidad de fosfato
estd asimismo presente. Un heteropolimero en donde,
por ejemplo, la adenina y el uracilo bases estdn enla~
zados a la ocadena central del polimero, pucde represenw
térse como gigue:
A

e
0

OH

OH

8
o~——o
)
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en la que
Ay U significan respectivamente las entida-

des de adenina y uracilo,

- Bste polimero puede representarse asimlsmo por las

férmulas:

A U A T

} J
......rprp:’*prp...—-o Poli rAU

VIA VIB

En las férmulas I a VIB, la unidad de pentusa pucde
ger deoxiribosa (d) en lugar de ribosa y la cadena central del
polimero puede ser heterogénea con respecto a lasg unidades de
pentosa, por ejemplo, pucden es%ar presentes tanto unidades
de ribosa (r) como de deoxiribosa (4). Asimismo otras unidades
monogacdridas pueden reemplazar la ribosa y deoxiribvosa, por

ejemplo, xilosa y arabinosa.

Bagtante comunmente tales polinucléétidos se asocian
como hélices miltiples de ramificacién al emparejar base (por
ejemplo al ligar hidrdgeno) de dos o mds ramificaciones de po-
1imero, Asi se verificard normalmente poli rAU cuando dos ra-
mificaciones en la forme de una hélice con las unidades i de
una ramificacidn emparejan con las unidades U de la otra, y
viceversa. S1 sec agocian dos ramificaciones de homopolimeros,
por ejemplo, poli rA y poli rU, la hélice se deslgnard como
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poli rA/rU.

De acuerdo con la presente invencidn, un numers
sustancial (preforentemente la mitad o mds y mds preferen-

temente todas o sustancialmente todas) las entidades de. fos—

fato,
{ 0

—C
o
O—
s

=1

° |
VIIA

en la cadena polinucledtida se reemplazaran por tio-anflo-

gos, asis

- _ - v N
B B
0 — 0
0
S = % 0 0= E [
& )@
- A

\ o
VIIB VIIC /



B
- 0
e
? X
S =P S
10, (')@
VIID
15 En las f£érmulas VIIB, VIIC y VIID, B representa
la base y X rcpresenta hidrégeno, hidréxilo o hidrdxilo sus-
+ituido,
Con referencia a las férmulas VIIA-VIIB, se com-
20 prenderd que el oxlgeno doblemente enlazado (VIIA y VIIC)
]
¥y el agufre doblemente enlazado (VIIB y VIID) estdn envuel-
tog en tautomerismo como sigues
| . |
i 7 o, ¢
16 < I
0
i I
25, 0 — o |
VIIB 8= P e 0 oee <—————-——- S s P O e
b ¢
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VIID S =

g T

o .

Los polinucledtidos de la presente invencidn,
en su amplio aspecto, comprenden polinucledtidos que tie—

nen la unidad recurrente siguiente:

o N\,
[ 1
B
) 0
‘fl
13
- VIII o
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en la que

e

10,

15,

20,

es una base de purina o de pirimidina,

es hidrégeno o hidroxilo (o un hidroxilo
sustituido), n. es un nimero entero, por
ejemplo de 2 a 2,000, preferentemente

de 10 a 1,000 para ramificaciones dobles
(ver mds abajo) o de 20 a 1.000 pare rami-

ficacliones simples,

Yl, Y2, Y3 e Y4 son oxigeno o azufre, sien-

do azufre por 1o menos una de las Y. Se
comprendera que la asignacidén de un dow
ble enlace a Y,y de un simple enlace a
Y3 ¢s arbitraria y que existe un equili-~
brio tautomérico o una forma hibrida en
la que el doble enlace y la carga negati~
va son compartidos por Y2 e Y3. La enti-
dad de agicar, ilustrada en VIII por ri-
bosa y sus derivados 2'~hidroxi y deoxi-
ribosa, puede serremplazada por otros

azdcares como se explica mis abajo.

Tales tio-andlogos de polinucledtidos tienen ac-

tividad antivirica mejorada y/o capacidad mejorada pars og-
vimuler células para producir efectos de interferencia y/o

2%,

efectos terapéuticos mejorados sobre tumores.
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Sintegis de nucledtidos conteniendo 8

Tipo VIIB
Ejemplo 1_
5. Tioato 5'—trifosférico de 2’~dioxitimidina (XTII) (a7TPs)

Lias reacciones envueltas son como sigues

S . , -
N 0 ) .

W% & mo >l NW\E o 1 P TN o~ o1
80 (D) |7 Dy
’ 0COCH, = OCOCH. 4 — =

- 3 oH
10.
IX X . XI XII
(1)
0 0 § m
' ' 0 I 0 Ill H..o °
I + H,P0.—> -—J’?- —!)-O—F
. OH OH OH
15, H
XIII

(2)
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En XIII, T significa el radical de timina. Bl intermediario
XTI no se separé: Omitida de la ecuacidén (1) existe una molé-
cula de imidazolnproducida en la primera etapa reacciclal.
Omitida dc la ecuacién (2) existe una moléeula de pirofosfato

de imidazol,

2 gramos de 3'-O-acetiltimidina (7 milimoles) se di-
suelven en 20 cc de piridina absolute y se adiciona 2 una so-
luocidn de 3,7 gramos de sulfuro de triimidazolil~fosfira (14
milimoles) disueltos en 150 cc de piridina absoluta. Despuds
de reposar durante la noche, se evapora la piridina y el re-
siduo resultants ss agita en 100 cc dc amoniaco concentrado,
Degpués de 2 horas se separa por destilacidn el disolventc y

el residuo s¢ sacude en 100 cc de agua (llevada a un pH de

845 mediantc amoniaco). Despuds de la evaporacidn el residuo

se recoge en agua y se¢ cromatografia en uns columna de DEAB-
celulosa. El producto se eluye con gradiente 0,07-0.C8 M.
Rendimtento: 39.700 A ff-umidades (56%). E1 producto es
homogéneo mediante cromatografia en papel (sicndo el disol~
vente T:1:2 proporeiones en volumen de 2-propanol, amonizco
concentrado y agua) y electroforcsis (pH 7,5), donde es idén~
tico al fosfato do ditimidina (3’—>5'). De esto y la rcac~
oidn descrita en el pdrrafo siguiente, determinamos gue esta
sustancia es el monoimidazolidato XIT deseado. La timidina

se puede witilizar en la rcaccidn (1) en lugar de la 3'-0-

acetiltimidina, .



5.

10,

15.

20,

10.000 A267m/4(” unidades de XIT (1 milimol) (sal
de triatilemonio) secadas por evaporacidén con piridina absolu~
ta (3 X), benceno absoluto (I X) y dimetilformemida absoluta

(I X), se disuclven en 20 cc de dimetilformamida absoluta y

‘se adicionan 2,5 milimoles de¢ acido pirofosférico (ammp‘sal

de tri-n~butilamonio). Después de reposar durante la noéhé,

se centrifuge la mezcla reaccional, el pfécipitado (pirofosfa—~
to de imidazolio) se lava con dimetilformamida y la solucidn
de dimetilformamida se cromatografia sobre una columns dé.
DEAE-celulosa. -

El producto desecado se eluye con un gradiente de
aproximadamente 0,3 M. Rendimiento: 1.700 A, At~ unida-
des (17%). El producto se transforms en la sal de sodio al
pasar sobre una columna intercambiadora de iones Merek I
(Na 4+ forma); es homogéneo por cromatografia en papel (sien-
do el disolvente 2:5 proporciones en volumen de acetato amé-
nico 0,5 M 1levade a un pH = 3,8 mediante deido férmico y
etanol) y clectroforesis (pH 7,5 y 3,5), en donde es idéntico
gl 5'-trifosfato de timidina. La determinacién de fésforo (ver
King, Biochems J., 93, 292 (1932) muestra timidina: P =
1:2,95. E1 mdximo de absorcidn de 1luz en H20 a 267 milimi-
eras (ppsilonM + 9.600). La degradacidn con fosfatasa slca-
Jina B. Coli da tioato 5’~fosférico de timidina (aproximada-

mente 97%) y timidina (aprox, 3%).



Ejemplo 2
Tioato 5’—trifosférico de uridina (XVI) (rUTPS)

Las reacciones (simplificadas) son como sigue:

5
- -
(3) N -
10. : i P= 8 4 HOwee, 0 ’ %
- ™3
X ’ 0
\TH/
15' I
OCH,
XIV
20,
. U
N
=\ |
Ne P =0 0
L—/,....._.. e
25.
XV 0 0
AN ‘CH/
OCH



0 0 S
XV & H,P @o‘ o '
(4) 42o07— -f~o~1‘>-o-f-o 0
OH OH OH
5. :
OH® OH
VI
10,

ELl procedimiento es como en el ejemplo 1 excepto
para la sustitucidén de 2', 3'-O-metoximetiliden wridina (XIV)
en lugar de acctiltimidina (X).

Se omite el tratamiento con amoniaco concéntrado.
15. Rendimientos 54.000 A259 m/jQ/ ~widades (77%). E1 producto
es homogéneo mediante cromatografia en papel (el mismo disol=-
vente gue en el ejemplo 1) y electroforesis (pH 7,5), en donde
es idéntico gl fosfato de diuridina (3155’),

Lios experimentos se realizan esencialmentes como en

20. el ejemplo 1, Antes de la cromatografia de intcrcambio iénioo,
se elimina el grupo metoximetilénlco mediante tratamiento con
dcido acético acuoso al 20% durante 1,5 horas a temperatura
ambicente, Rendimiento: 1. 570.1\.259 n /ﬁ(, -~ unidades (15%)

El producto es homogéneo mediante cromatografia en papel (di-

25.

solvente como en el ejemplo 1) y electroforcsis, en donde es
idéntico al 5'-trifosfato do wridina). Bl mdximo de absorcidn

a la luz en H20 a 259'm (epsilén n= 10,000), (Hallado: @,
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15.01; Hy 2,905 Ny 3,65; Py 12,705 Sy 4,02. CgHy 01 P.5 Ma,
8H2 requicre: Cy 15,22; H, 3,975 N, 3,94; P, 13,08; S, 4,51),
Se degrade mediantec fosfatasa alcaling B, Coli para formay

5. tioato 5'-fosfdérico de uridina (aproximadamsnte 97%) y wuri-

dina (aproximadamente 3%).

Ejemplo 3
Tioato 5'—trifosférico de adenosina (XIX) (rATPS)
10. Las rcaccioncs (eimplificadas) son como sigue:
A A
O .
(5) IZ + HO Y. i
NewPe O e
L—’ ERAVEN
15.
0 0
\?H/“ O\CH/O
002H5
‘ OOZHS
20, XVIiI AVIIT
' H,P,0 0 ’ )I! 0 P 0 0 !
(6) XVIII + 7-——} -’--~~-----.
25, QH OH OH
0H oH

LIX



18

380781

i
i

Ia sintesis se rcaliza como en el ejemplo 2, susti-
tuyendo la 2’, 3’-O-ctoximetiliden-adenosina (XVII) a la 27,
3! -O-metoximetiliden~uridina (XIV), XIX se purifica en una
columna DEAE-Sephadex A25 con bicarbonato %rietilamémézb ‘
5. 0,3 M N

E jemplo 4 .
Tioato 5'—trifosfdérico de citidina (XXIT)- (xCTPS) y tioa~
to 5’~trifosférico de inosidina (XXTII) (rITPS)

ELO Se emplea el procedimiento de los ejemplos J. .y 2
pero sustituyendo los respectivos nucledsidos, 2', 3'-0-me~

toximetiliden~citidina,

15, . c
0
HO
A 0O 0
20.
‘\?H/
0 -~ CH,
XX
25.

vy 27, 3’-O-metoximetiliden —inosinaj



con XX ore
- .

e wew LA
- - - Y

.

gH
10. _om

a los nucledxidos dc los ejemplos 1y 2.

15, Los tiotostrifosféricos resultantes tienen, rcs-
pectivamente, las férmulas cstructurales siguicntes:
20
‘ 0 8 c
@, 1, 0 ..
O =P =0w«P =0 =P = 0mem 0
- L
0H OH OH
OH OH
XX1T

25,
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y
S
H OH OH
10, XXITT

Sintesis de nucledtidos conteniendo S- tipo VIIC

Fiemplo TA
15. 5 wtrifosfato dc 5'~deoxie5’—~mereapto=s’—dioxitimiding
(VIITA)
Se prepara 5'-deoxi~5'-mercapto~3’~O-acetil~timidina
20, 7
HS 0
25. 0C0. CH,
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por el método de Baddiley y Kamison, J. Chem. Soc. (Londres),
1.955, pds. 1085, por reaccidn de 5’=deoxi~5’-~p~toluen-culfo—

nil-3?-O~acetil timidina

5
) f
CH3--- SO2 0 0 .
10.
0,C0.CH
3
15 con acetato de tiol. XA sustituyc a la 3’-O-acetil-timidina
(X) v el éxido de triimidazolil-fosfina (IXA) sustituye al
sulfuro de fosfina correspondionte; por otra parte, el procc—
dimiento del cjemplo 1 se realiza como se ha descrito. ELl in-
termediario XITA tiene la egtructura
20,
N ﬁ T
N-P—S 0
25,
l————J,._.____.. e /
H

- XTTA
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Bl producto final tiene la estructura XIIIA

OH

XIITA

Ejemplo 24
57 wtrifosfato’' de 5'~deoxi=5'-mercapto~uridina (XVIA)

En estc caso, se prepara 5’'-~deoxi-5’-mercapto-2’,
3'~isopropiliden-uridina por ¢l método d¢ Baddiley y Jamison,
supra. Bste tio dorivaedo (XIVA) tiene la estructura
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XIVA y el 8xido do triimidazcil-~fosfina (IXA) sustituyen a
XIV y IX reepectivamente, en el procedimiento del ejemplo 2,
oonduciendo al intermedio XVA o

5e
N
TR
10, -
15.
XVA
y al producto final XVIA
‘20.
= U \
®0->-0-1!-0-P-S>
" | .
: &H OH OH
25,
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Ejemplos 3A y 4A

S5=trifosfatos de 5'=deoxi=5'-mercapto~adenosing, =—citidi

na, y —-inosina

Estos tienen las estructuras

0 0 0 . _
© | ﬂ | A Oy I
OH OH OH
OH OH
XIXA, XXIIA, XXIITIA
donde

A significa adenina,
c significa citosina e
I significa hipoxantina

Se efesetian sustituciones apropiadas en los ejem~
plos 3 y 4, es decir, el éxido de fosfina IXA se utiliza en
lugar del sulfuro de fosfina IX, y los derivados 2', 3'-iso-
propilidénicos de 5'-deoxi~5’~merocapto-adenina (XVIIA), 5
deoxi~5'~mercapto citidina (Xil) y 5'-deoxi~5'-mercapto~ino-
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gina (XXIA) sustituyen a XVII, XX y XXI rospectivamente,

il
u

Los intermediarios correspondientes (es deseir, compueéto

XVA pero con A, ¢ o I reemplazando U) y los productos fi-
nales corregpondientes gse producen, tal como productos finales
que tienen las estructuras anteriormente mostradas, XIXa,
IXTIA y XXIIIA.

Sintesis de nucledtidos contenicndo S- tipo VIID

Ejemplos IB a 4B

En estos ejemplos, se repiten el procedimiento de
los ejemplos 1, 2y 3 y 4 pero con las modificaciones slgulen—
tess como en los ejemplos 1A, 24, 3A y 4A se emplean los de-
rivados 2', 3'-isopropilidénicos de los 5’~deoxi-5'~nercapto-
nuclebsidos XA, XIVA, XVIIA y XXA, pero como en los ejemplos
1, 2, 3y 4 se utiliza sulfuro de triimidazolil-fosfina (13).
Por otra partd, se realizan los procedimientos de los ejem~

plos 1, 2y 3 ¥y 4 como agui se ha descrito.

Los derivados de¢ mono-imidazolidato que correspon-

den a XIX en el ejemplo 1 son como sigue:

S
= || OT,U, 4, Co I

N-P=S

/o

OH X

en donde X= H o OH._
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0 0 s o,
o “ ' "_ T, Up Ay C & I
0=-P -0 = P - 0 - ? -8 — 0 -
éH 0H OH

oH X

(X= H u OH)

XIIB - tiocato 5'-trifosférico de 5'—deoxi-5’—merca§to—
2'wdeoxi=-timidine

XIVB -~ tioato 5'~trifosférico dc 5’'-dcoxi=5'~-mercapto-
uriding

XIXB - ‘tioato 5'-trifosférico dc 5'-dcoxi~5'~mercapto~
adenoging

XXTIB - tioato 5'=trifosfdérico de 5’~dcoxi-5'-mercapto
citidina '

IXIIIB~ tioato 5 trifosférico de 5-decoxi-5!-mercapto

inogina

Polimerizacidn de nucledtidos que contiencn S

para producir polinucledtidos que ticnen
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S
et () - U -~ 0 - en la cadena central.

Ejemplos egpecificos

Ejemplo 5
Poli rASUS (XXIV).

Los nuclebtidos trifosféricos XVI y XIX sc COpO~

limerizan asi:

A
0
be
OH
o SO
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en donde

n  ¢s un ndmero entcro, que pucdc ser, como
por ejemplo, de 2 a 1,000,

El prdducto sintetlzado tiene un peso molecular
de aproximadamente 30,000 = aprbximadamcnte‘BO unidades -de
nuclodtido y estd doblemente ramificados. Una dnica ramifica-
cién tiene un peso molecular de sproximadamente 15,000 ¥ apro-
xlmadamentz 40 unidades de nucledtido. -

Los nuclebtidos XVI y XIX con el azufre designado
(355) en XIX) se polimerizan al incubar con poli dAT como
un regulador, y polimerasa RNA depondicnte de DNA ccme el
catalizador de polimerizacidn,

TLa mezcla de polimerizacidn consta de lo siguiente:
68 //é litros de XVI (44/{£ moles/cc) = 3 /lbmoles
460/L( litros de XIX (6,5/2moles/cc) = 3/12'mples
600 A 1itros de poli dAT (10 0D/cc) = 6 OD (uni-
- dades de densidad 6ptica)
300 litros de -polimerasa RNA dependiente de DNA
' (1 mg do proteina/cc, actividad especifica
1,400) = 420 unidades
240 1litros de acctato magndsico (0,1 M)
300 AL litros dc medio tampdén estandar (solucién
de tris-NH4pl.= 1,2 M de NH4Cl, 0,3 tris.
HCL pH 7,9)
1,032 litros de HO

2
3.000_% 1itros total
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Esta mezela se incuba a 372. Despuds de 11 horas sc
adiciona durante 10 minutos 6OQ/Zlitros de solucidn de DNAse
(aproximadamente l'ﬁg dc DNase I (Worthinton, grado DPFF) en
un cc de tampdn dc acetato 0,1 M, pH 4,0). Luego se scpara la

5. proteina por cxtraccién con cloroformo/alcohol iso-amilicv. Ta
capa acuosa sc concantra a aproximadamente 0,5 ce y sc §rqma~

tografis sobrz una columna Sephadex G25,

El matcrial eluido con volumen a vacio se cromato-
grafia sobre una columna Sephadex G100, El producto polimérico
10. eluido en el volumen a vacio se libera de la sal mediante cro-
matografia sobrec una columna Sephadex G25, Rendimicecnto 6,93 OD
de poli ras®?, s (XEIV).

El poli rAS.US (XXIV) rcsultante tiene una 1amdamax
(Hzo, pH 6,5) = 259 milimicras, 1amdamin.= 232 milimicras.
15. 1a T, es 492 en citrato sédico, 0,01 M, pH 7,5, que es idén—
tico con la T, para polirAU (482) bajo estas condiciones. Un
andlisis mds conciso por degradacidn alcalinas de este poli

rAS35.US muestra transferencia completa de la marca a 2’ (37) -

UMPS (XXT) asi:
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Ademds, sec obtienen 2’-~isomcros, En esta rcaccidn,
la linca de¢ trazos indica el punto de scparacién y el azufre
dentro de un circulo cs el azufre marcado, 358, que se derivs
dcl tioato 5’-trifosfdérico de adenosina (XIX) y termina en la

vridina (ZXIV) bajo degradacidn.

Uno comparacién de las cindticas dc degradacidn de
poli riU y de poli rAS, US sc mucstra en las figuras 1 a 5 de
los dibujos para 5 nucleasas difercntes. lLiag cantidades por
minuto (medidas p'or un contador de centelleo y producidas por
el azufrc radioactive) son una medida de la cantidad de poli-
mero no degradado. Ver Eckstein y Gindl, FEBS Lettors, 2, 262
(1.969),

Ejemplo 6
Poli r CSIS (XXVIIL)

Lo mezcla de incubacidén consta de:

2004¢ Litros de tris—acetato (0,3 M, pH T,9)

Zoo/olitros de acctato dc manganeso (0,1 M)

450/{(,11171'05 de 35S—I‘ITPS (XXII1) (20/4[\01@5/00) =
S /(i/moles

. 257/&/ litros do 5°

S-rCcTPs (XXII) (3;/¢molcs/cc) =
9 M0les
200/4/ litros de polimerasa RNA (7,5 mg de proteina/cc,
actividad especifica 1.140)
___6_33,;(,1:11;1*03 de H20
2, OOO,Z(/ litros
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La mezcla se incuba a 372, Despuds se adiciona
aproximadamcnte durantc 66 horas, un cc de HZO’ seguido
por 2 cc de una solucidn al 2% Qe sulfato dodccil sdédico
en tris-acctato 0,01 M., (pH 7,4). Bsta solucidn se extrae
(3 x) con cloroformo (alcohol isoamilico). Las capas 2Cu0-
sas combinadas se concentran & aproximadamente 0,5 9?13:
sc cromatografia sobre wna columna Sephadex G-25, El ma-
terial eluido con el volumen a vacio sc cfomatografia‘so—
Yre una columna Sephadex G-200, Este matarial poliméﬁiéo
se libers do la sal por cromatografia sobre uns columnn
Sephadex G-~25, Rendimiento aproximsdamente 1,5 OD (252)
poli rIScs. Lamdamax (XZO’ pH 6,5) 262 milimicras, hom-
bros a 252 milimicras, lamdamin 228 milimicras.

La rzaccidn es como sigue:

, e

XAII & XXITE

b4




Ejemplo 6A
Poli rCS/IS

Pucde prepararse poli rCS y poli rIS por polime-
rizacidén de rCDPS ¢ rIDPS recspectivamonte con fosforilasa
Se dc polinuclecétido bactdrico sin rcgulador como se dogéfibe
para el poli rUS por F, Eckstein y H. Gindl, FEBS-Lef%ers
2 (1.969) 262. Los polinucledtidos de ramificado ﬁnicé asi

preparados pucden rccocerse al polinucledtido rCS/IS;dbble~

mentes ramificado.

lo L]

15.

20,
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En la férmula dc XXVITA (poli rCS/IS), las lincas de trazos
entre las ramificaciones de poli rIS y poli rCS indican empa-

rejamicento dc base,

Ejemplo 6B
Preparacidn de poli rISC (XXVIIB)

La mezcla do incubacidn consta de 10'siguiente: i

lZO,éblitros de tris-acctato (aproximadamente 0,3
pH 7,9)

120 AL 1litros de acetato de manganeso(aproximadaments
0,15 M)

54o/hylitros de 14G~CTP (10/Ovmoles/cc) aproximada—
mente 5,4 cc

540 Al 1litros de ITPS (XXILII) (10/éLmolea/co) aproxi-
madamente 5,4 milimoles

12Q/a/litros de polimerasa RNA (3,75 mg dc proteina/ce
actividad especifica 1.140)

13440,il/litros total

Esta mezcla se incuba a 372, Despuds de aproximddamcnte

43 horas se adiciona un cc de H20, seguido por 2 cc de una so~
lucidén al 2% dc dodecilsulfato sddico en tris-acetato 0,01 M
(pH 7,4). Esta solucidn se extrae (3 x) con cloroformo/alcohol
isoamilico, Das capas acuosas combinadas se concentran aproxi-
madamente a 0,5 cc y se cromatografia sobre una columna Sephadex
G, 25, Bl material eluido con el wvolumen a vacio se recromato-

grafia sobre wna columna Sephadex &.100, Este material polimd-
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Scphadex G,25. Readimiento 6,040D de poli rISC.

(252)

Lamﬂamax (HZO’ pH 6,5) 252 milimicras, lamdamin

" rico se libora de la sal por cromatografia sobre una columna

228

milimlcras. La T, ¢ aproximadémante 57¢ en eltrato sddico 0,1

M, pH 7,5. La estructura es como siguec:

0= P——0——t—

Eiemplos 5&, 5B, 5C y 5D

En egtos ejemplos se efcetian sustituciones en

el procedimicnto del ejemplo 5, como slguec:
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Ejemplo 5A

XVIA y XIXA sustituyen a XVI y XIX, respectivamentc,
conducicndo a lo giguiente:

A
el O
OH U
Q= P 3 0
0H
0 OH
J O = % S
OH
- “n
Ejemplo 5B

XVIB y XIXB sustituyen a XVI y XIX, respcctivamente,

conducicndo a lo siguicnte:



ses wer

A ven
% v N
« "o N . =
. “- -

A
0
!
S = 1" R — 0
OH
10. PO
g = ?-—-~S
OH

15 Ejemplo 5C

XVIA y XIXB se utilizan en lugar de ZVI y XIX respic-

tivamcnte, conducicndo a lo siguicnte:

20,

25.
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Ejemplo 5D ,
XVIB y XIXA se utilizan en lugar de XVI y XIX, respec—
tivamente, conduciendo a lo siguicntec:

/

OH

O
i

O —tg—~O
[47]

H

Serd evidente dc lo gnterior que son utilizablcs una
gama de polimsroé que pucden producirse por varias combinacio-~
nes de los fOSfatoé y tioatos fosféricos XIII, XIIIA, XIIIB,
XVI, XVIA, XVIB, XIX, XIXA, XIXB, XXIT, XXIIA, XXIIB, XXIII,
XXIIIA, y XXIIIB. Tales combinaciones conducen a una clase

de polimeros caracterizada como siguc:



5.

10.

15.

20,

25.

i

380761. ﬁ%%

By
0
Pon 2,
Y, = f————~Y2*'**““~ 0
OH
]
Y3 = P Y4
§ “n
en la que
B ¥y B, son las mismas bases de purina o pirimidi-

na o diferentes,

Xl v X2 son hidrdgeno, hidroxilo o hidroxilo sus-
tituido (Xl ¥ X2 pucden scr iguales o difc~

rentes), e

v

LTI O Y3 e Y4 son oxigeno o azufre siendo azufre

' por lo menos una de las Y.

Por anologia con la terminologia poli raASUS (ejemplo
poli rCsIS(ejemplo 6) y poli RCS/IS (ejemplo 64) puede ubili-

zarse una terminologia modificada como sigue:

5)



5.

10,

15,

20,

25.

380761

poli r AQSUOS = polimero de XVIA y XIX A

poli r ASSUSS = polimero de XVIB y XIXB

poli r COSIOS = polimero de ZXIIA y XXIIIA

poli r CSSISS = polimero de XXIIB y XXIIIB

poli r COS/I08= ramificacidén doble de polimero de

R XXITA y polimero de XXIITA 1‘7

poli r G8S/ISS= remificacién doble.de polfmero e
XXIIB y polimero de XXIIIB ‘;:

En la lista antcrior de polimeros, donde quiera que
un dtomo de oxigono o de azufre esté subrayado asi, 0 o g, sig-
nifica que el dtomo de oxigeno o el 4tomo de azufre forman una
partc de la cadcna central del polimero (es decir, entra en
formacidn de éster) y conecta un 4tomo de fésforo a la posi-
cidn 5’ de la entidad de azdcar. Aquellos dtomos de oxigeno
y de azufre que no estdn subraycdos, son dtomos ligados al f£és-
foro pero que no forman una parte de la cadena central del po-
limero (es decir, no entrar en formacidén de éstor). Por ejem~
plo andlogos de poli r CI y poli rC/xI de acuerdo con la pro-
sente modificacidn y con refercneia al ejemplo 6 (poli r OSIS)
vy 6A (poli rCs/rIS) se preparan y tienen estructuras como si-
gues

Poli rCOSIOS

En el proccdimiento del ejemplo 6, 5'-trifosfato de
5'-deoxi=~5~mercapto<citidina sustituye al rOTPS y ol 5'=trifos-

fato de 5'~deoxi~5’-mercapto-inosina sustituye al rITPS, Ta es-
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tructure dc r COSIOS es como sigue:

Poli rCSSIsSS

En el proccdimicnto del ejemplo 6, el tioato 5'-trifos—
férico de *5'~deoxi~5"-mercapto-citidina sustituye al rCTPS y
el fioato 5'<trifosférico de 5’~deoxi—5’-mercapto~inosina sus-—-

tituye al rITPS. La estructura del polil rCSSISS es como sigue:
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Poli rCOS/I08 y poli RCSS/ISS

Se sigue el procedimiento del ejemplo 6 al sustituir

(en el caso de.poli rCOS/TI0§) el 5’-trifosfato de 5’-deoxi-

5! -mercapto-citidina al rCTPS para preparar poli rCOS y el
5'~trifosfato de 5’-deoxi~5’-mcrcapto-inosina al rITPS, En el
caso de poli r0SS/ISS, se utilizan los tioatos 5'-mercapto-
5! wtrifosféricos correspondientes. Las estructuras de poli

rC08, poli rI08, poli rCSS y poli rISS son como sigue:
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poli rIO3
poli rCO§ - B= citosina, Y, = oxigeno
poli rISS -~ B = hipoxantina, Yl = azufre

B = hipoxantina, Yl = oxigeno

H

poli rCSS - B = citosina, Yl = azgufre

Al rccocor puesden prepararse parcs que constan de
(1) poli rIOS + poli rC0S, (2) poli rISS + poli rCss, (3)
poli rIOS + poli rCsS y (4) poli rISS + poli rCOS. Estos
tendrédn la estructura goneral de XXVII anterior perc con

sugtitucidn spropiada de¢ oxigeno por azufre.

Ensayos In Vitro

Ejemplo T

Registencia cclular a vesicular
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Virus de estomatitis (VsSV)

Se emplean fibroblastos de piel humana (HSF) como
el huesped. Los polinucledtidos son poli rASUS (polimero XZIV
del ejemplo 5) y poli rAU, es dcecir, el andlogo de oxigecno de
poli rASUS, E1l poli rAU se prepara exactamente a como se des—
ecribe en el ejemplo 5 para ¢l poli rASUS peré uiilizgﬁ@é ATP
en lugar de ATPS y UTP en lugar de UTPS,-- Lo

El procedimiento es como sigue: Las célulaé huesped
se cultivan idénticamente en MEM (medio do Eagle mininc) y
una monocapa de este cultivo se forma en un disco de Potri
vy sc mantiene a 37°C, El polimero sc disuelve en tampén PDS,
100 miecrogramos de polimero, por cc de tampdn y se‘alﬁacena
a 490, En el momento de¢ wtilizacidn, esta solucidén de poli-
mero s usae en dilucioncs (en MEM) de 40, 4, 0,4, 0,04 y
0,0004 microgramos de polimero por mililitro de MEM, La mono-
capa resvltantc de células cultivadas sec cubre con 4 cc de
solucién de polimero y se incuba durantc 24 horas a 379C.
Luego se elimina la solucidn de polimero, Luego el virus
retado (VSV) propagado en fibroblastos en forma embrionaria
se aplica a la monocapa impregnada con el polimecro, Se'preven
controles sin sl polimero aplicado., Las ldminas se mantionen
a 3792C durante 48 horas y se examlnan para cl ntmero dec pla-
quetasy cada una de las cuales se produce por un virus gque
tiene infectada una célula, se multiplica en la célula y re-

vienta la célula., Como es bien conocido, el medio similar



De

10,

15.

20,

25,

1
i

see eve LY TR g 4
® o ye, o P

380761

al empleado inmoviliza los virus quc se multiplican en y emer~
gen de una célula, y una cantidad de las plaquetas resultantcs
¢s una medids de la efeetividad del virus. Los resultados se
exponen en la scgunda columna de la tabla I gque sigue, ea la
que los ndmeros represcntan la concentracién de polimeros re-
querida para rcducir la formacidn de plagucta VSV por un 504,
en comparacidn a un control., (E1 tampén PDS es una solucidn
salina tamponada de fosfato descrita por R, Dulbecco y M. Vogt,
J. Bxp. Medicine, 99, 1.953, pdg. 167),

Ejemplo 8

Produceidn de intereferencia - Monocapas dc HSP

Monocapas de¢ cultivo de c¢élulas en placas de Petri
preparadas como en el ejemplo 7, se cubren cadz una con una cc
de una solucidn de 40 u 8 microgramos de los polimeros de la
tabla 2 (por cc) de MEM y se incuba durantc 3 horas a 379C. Se
elimina el medio y sc lava la monocapa scils veccs con MEM. Luc—

go se adiciona 4 cc de MEM y se incuba la monocapa durante 21

"horas a 379, E1l fluido supernadamente se colecta y se diluye

serialmente con dilucioncg de MEM a 1:3, 1:10, 1:30 y 1:100,
Cada dilucidén sc aplica a una monocapa de HSF cultivada, pre-
parada como en el ejomplo 7 e ilnocubada durante 24 horas a 372Q.
El medio so elimina y se aplica VSV como en el ejemplo 7. E1
t{tulo de interferencia se determina como la rosiprdca de

la diluciég még elevada de muesﬁra que reducg@iaoformacidn de

plaqueta por un 50% en comparacidn a un control. La interfe-
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renela se earactcriza por su sensibilidad a la tripsina y
resistenecia a la ribonucleasa; asimismo por su falta de acti-

vidad en celulas heterdlogas. R

-

Los resultndos se exponen en la terccra columma’

5e de la tabla 12 que siguc pora dos preparaciones difercntés.

Ta e

N
o RE
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TABLA I
Resistoncia ce- Produceidn 4 Estabilidad térmica
lular, Concen---  interfercncia - Tm (9C)

tracidn inhg‘[bi-v (unidadcs/4 .oe)
dora minima™ (mi

crogramo/cc),
Prep, Prep, En solu En tam- En solu
Polimero Prip. Przp. 1 2. cién se pon de cifn sa
) lina (Na citrato iina~
.+ 0,15 M) 0,01 M (Na +
(Na + 0,1 M)
0,01 1) _
pold rASUS 0.001 0,0001 62 24 - 48 -
(xzav) '
Poli rAUS -~ 0.01 - 4 - 69 - -
poli rA¥ 0,1 1.0 26 < 1 69.5 48 -
poli rA/rU 0,2 - <1 - 57,5 38 -
poli rISC - 0.0002 - 57 - - 56
(XXVIIB)
poll riC - L0 - /1 - - 47
poli I/rC 0.01 - 5~18 62 - -

1., Concentracidn de polimero requerida para reducir
formacidn de plagueta VSV por un 50%.

2. De 3 a 24 horas dcspuds de ecxposicidn de monocapas de
celulas confluentcs cn 60 milimotros de discos Petri
para 40 micrdéramos por cc del polimcro para la prepa-~
racién 1;. 8 microgramos por cc dec polimero para la pre-
paracidn 2, Las células se liberan del polimero des-
pués de 3 horas, se lavan exhaustivamente con MEM (me-
dio dec BEagle esencialmente minimo) y ulteriormcnte se

incuban con 4 cc de MM por disco do Petri.
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La Oltima columna de la tabla I expone la estabi-
lidad térmica cuando se mide al scguir la absorecidn ultravio-
leta de una solucidén del polimero raspsctivo. E1 polimcro,
poli r4/rU, es una hélice miltiple de ramificacién formada -
a partir de los homopolimeros poli rA y rU. Los heteropdlié'
meros, poli rASUS (XXIV) y poli rAU son asimismo en la fbr;
me de hélices miltiples de ramificacidn, y Tm represcata 1o
temperatura a la que la estructura de hélice doble se enpic-
za a disociarse en ramificaciones individuwales de polimeros

como se¢ refleja por la absorcidn ultrevioleta incrementada.

Tm no ge mide para el poli rASUS (XXIV) en solu~
eldn salina, que reproduce mds cuidadosamente 1 fluido en
células que el tampdén de¢ citrato. Al comparar los valores
de solucidn salina y de¢ citrato de poli rAU y poli rA/rU, se
concluye que la Tm del poli rASUS en la solucidn salinz es
de aproximadamente 699C.

Ensayos In Vivo

Ejemplo 9
Inyecciones en ratones

Una cepa estandar de laboratorio dc ratones blan-
cos Swiss se wtilizan como huéspedes. Los ratones (macho o
hembra) tienen cada uno un peso de aproximadamente 25 gra-
mos, Cada ratdn se inyecta intraperitonealmentc con 0,5 cc
de solucién de PDS que contiene 10 microgramos dc polfmero

XXIV. Después de 6 horas se mucren los ratones y la sangre
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se extrae por aspiracidén desdc detrds del ojo. La sangre

3¢ deja a tempcratura amblente durante 2 horas y lucgo sc r -
coge el susro y se¢ titula para células d: interfercncia
vsL929 como en Merigan y Pinkelstcin, Virology, 35, 363-374
(1.968). Los rcsultados son ocomo sigue: El suero de rotoncs
inycetados con polimcro XXIV ticne wn titulo de intsrfercn~
cia dc 25 unidzdcg/ce, mientras qua el suero dc ratones in-
yectados con poli rAU no ticne cantidad detecctable dé ine-

terfercncia.

Ejemplo lb

Inyecciones cn conejos

Conejos albinos (macho o hembra), que pesan aproxi-
madamcnte dc 1,5 a 2,0 kilogramos, se inyectan intravenosz-
mente con 0,5 cc dc solucién de PDS, que conticne 20 mi-
crogramos dc poli rAU o polimero XXIV (breparacién 2 dc 1o
tabla I). Se toman musstras de sangre por puncidn en el
corazén, 2 y 4 horas despuds de la inyeccidn. La sangre
sc deja a tomperatura ambicnte durante 1 hora, luego se
rccoge el suero y se titula para interferencia en células
RK13'90n virus dc cstomatitis vesicular (tdenica de roduc—
cién de plaqueta como se¢ describe por Merigan y Finkelstein
Virology, 35 363-374 (1.968) para las células L 929 con
virus ds estomatitis wvegicular). Da intcrferencia se carac—
teriza a como se ha descrito en el ejemplo 8, Los resul-

tados son como sigues E1 poli rAU egtimula la produccidn de
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5 unidadce ¢&/ (2 horas) y 15 unidadcs/cc (4 horas) dc intor-
feroneia de circulacidn en las quo se encuentran 1.000 uni-
dades/cc (2 horas) y 600 unidadcs/cc (4 horas) de interfercn-

cia en el suero dec conojos inyectados con polimero XXIV,

Descripeidn gencral de substratos, reguladorcs

v biocatalizadorcs. i

Bl reactivo o reactivos en la prodﬁooién de poli-
meros de la presente invencidn consta de una o mds especics
de tioandlogos o de di- o tri-fosfatos dec nucledsidos en gque
por 1o menos uno dec los 4tomos de oxigeno ecnlazados al‘fés-
foro es sustituido por azufre. Dondc dechen sintcrizarsé po~
1imcros tio-oxo mixtos, ol substrato contcndrd las especies
0 normales dc di- o tri~fosfatos de nucledsido en adicidn

a las cspeecies Sﬂ Bl substrato puede scr homogéneo (sola-

‘mente una especie de tio~andlogo) o hetorogéneo (dos o mds

'especies de di- o tri-fosfato de¢ nucledsido, por lo menos

uno de los cuales es de la especic S). Como serd evidente,

el substrato puede ser homogéneo o heterogéneo con respecto
al tio-andlogo. Pueden estar prescntes en el substrato bases
difercntes, entidades do azdcar difersntes y/o situncidén y
cantidades difercntecs de dtomos dc azufre. La unidad de
agicar serd ordinariamente una pentosa pero asimismo se puc—
den uwhbilizar hexosas, por sjemplo, d-glucosa., Pentosas apro-
pladas son la ribosa, la dioxiribosa, la arabinosa, la xilosa,

¥ las pentosas modificadas como’ pentosa metilada, por ejemplo,
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2’ -O~mctil-ribosa, ete,

El componente do basc del di~ o ftri-fogfato de
nueledsido puedc éer cualquicra de las bascs ds purina o -
de pirimidina (quec se prescntan naturalmente o sintéticas).
A continuacidn sc dan cjemplos dc bascs quc s¢ puedch em-

plear:

Adcnina,

Citosina,

2,6—diamino-4~hidroxi~5-N~mctil—formamidopirimi~

dina

Dihidrouracilo

N6, N6~dimetiladcnina

1-(gamma gamma- dimetilalil) adenina

N6—(gamma gamma~dimctilalil) adenina

2~dimetilamino-6~hidroxipurina, comprende Nz, Nz—di—
metilguanina, '

6-dimetilaminopurina, comprende Ns, Ne-dimetilamina,

Nz, Nz—dimctilguanina

Guanina

6-hidroxi-2~metilaminopurina, comprends szmctil~

.. guanina,

N6—(trans—4—hidroxi~3—metilbut-z—enil)»adenina,
comprende gzeatina,

6~(trang—4-hidroxi~3-metilbut-2~enilamino) purina,

comprcnde zeatina,
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S-hidroximetileitosina,

5-hidroximetiluracilo,

S~hidroxiuracilo,

hipoxantina,

1-(A 2_ isopentenil) adenina,

N6-([§ 2—isopen’cenil) adenina,

l-metiladenina,

2-metiladenina,

T-metiladening,

6~motilaminopuring, comprende N6-metiladenina,

A-mctilaminopirimidin-2-ona, comprends N4~metilcitosina,

6=(3~metil-2~butenilamine) purina, comprcnde N6—(Z& 2—-J‘.so-—
pentenil)adenina,

3-metileitosina,

N4~metilcitosina,

S=-metileitosing,

l-metilguanina,

Nzumctilguanina,

S-metilguanina,

l-metilhipoxantina,

3=metilhipoxantina,

T-metilhipoxantina,

l—metil—NG-metiladenina,

lemetil-6~-metilamnlnopurina,

l-metiluracilo,
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3-metiluracilo,
5-mctiluracilo, comprende tinina,
T-metilxantina,
Acido ordético,
4-tiouracilo (o 2-~tiouracilo)
Timina,
Uracilo,
Xantina,
Zeatina,
S=Tbromouracilo,
Bwlodouraciloy
8~bromoguanina,
8~iodoguanina, _
4~tiotimina (o 2~tiotimina)
2~amino-purina,
2=zeto=puring,
- T-amino-pirazol [4,3-d] pirimidina,

Pirazol [4,3-d] pirimidina

La seleccidén de la base en el substrato puede
ger homogénea (solamente una sola base) o heterogénea (dos,
trésn cuatro ¢ mds bases diferentes, Los polfimeros resul-
tantes pueden permanccer como ramificaciones tnicas o pue-
den experimentar emparejamiento de base por ramificaciones
del mismo polimero (donde se seleccionan dos o mds bases

complementarias) o con ramificaciones de un polimero di-
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ferente, Asi, un polimero en el que solamente estd pre-
sente la base de adenina, formard waa estructura miltiple dec
ramificacién con un polimero que tienc solamente la base

de timina. Los polimeros que ticnen hipoxantina emparcjardn
con polimeros que tiencn citosine. Bl emparejomiento de
base de heteropolimeros debe ilustrarse comoﬁsigue, sigﬁdo
de comprender que otras bases pucden serwsustituidaS-por
adenina y uracilo y que los dtomos de azufre pueden siltuar—

se variadanmente,

| |

S === :;_’) P === S
i
?—A——U -

S === 9 me==
J )
Pl = f

S === ]'.3 ==z
S

Un substrato selcceionado pucde requerir y a
menudo requerird un recgulador para oricntar apropiadamente
los nucledtidos, Si debe prepararse un homopolimero (homo

en el sentido de que tiene una base dniea), el regulador

. puede ser un polinuclebtido sintético que es igualmente

homogéneo con respecto a su base poro en el cual la base
es capaz de emparcjar con la base del substrato. Asi, para

producir poli rAS, el substrato serd el nucleétido XIX o
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un polimero inferior del mismo y el rsgulador pucde sor
poli 4T (o —~p~?—p—%~-). Si debe producirse poli r CSIS (C=

T T .
dcido citidilico e I = 4cido inosinico, significando § el

azufre andlogo con azufre enlazado doblemcnte a fésforo

que tiene la férmulas

c
0
T
S::."Pm()_ 0
S
? OH
S‘.: _IP“""""’O-—--—-—--—
©

el regulador puede ser por ejemplo, poli dIC.



5e

Bl bioogtalizador empleado para polimerizar 1los
nucledétidos dependerd dc la naturaleza del substrato, En
la tabla IT inferior se¢ relacionan, en la primera columma,
nucledtidos y mezclas de nuclebtidos apropiados; en Ja
segunda columna, biocatalizadorecs apropiados; en la T
cera columna rcguladorcs apropiados (donde ‘ée precisgéi[x: 0
preficran); y en la cuarta columna, los'polinucledtirioé
resultantes, ' :

A s s
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(p) Biocatalizador (c) Regulador (d) Polinucled-

(a) substrato
(nuelebti- tido resul-
do o nueled tante
tidog)
(1) rATPS Polimerasa RNA de~ poli AT poli . ras
pendicnte de DNA,
por ejemplo, poli-
merasa RNA E, Coli :
(2) rATPS 4 xUTPS v " " " poli dAT poli wASUS
(3) rGT=8 4 rCTPS v " L " poli 4GC poli . rGSCS
(4) rUTPS " n " u poli dA poli »US
(5) rITPS " " L " poli ac poli rIS
(6) rCTPS " " " " poli dI poli xCS
(7) rCTPS n L 0 " poli d@ poli xCS
(8) rITPS 4 rCTPS " " " " poli 4Ic poli rISCS
(9) rITPS + rCTES ™ " " " poli 4Ge poli rISCS
(X0') rATPS 4 xCTPS " " " poli aIT poli rASCS
(11) mezclas de tres " " " polideoxiribo  poliribonucled
o mds de los nu nucleétidos con +tidos (tio and-
cledtlidos ante~ tres o mds nu~ logos) con tres
riores. cleétidos dlfe-~ o mds nucledti-
rentes en secuen dos en secuen~
cla alternante cia alternantc
(12) rBUTPS n " n n poli dA poli rBUS
(13) rUIPS ' polimerasa, RNA, poli ra poli xUS

por ejemploy PO~
limerasa RNA
azotobacter vi-

nelandgil; poli~-

meraso RNA mi-
erococus lisodeilke-
ticus; polimerasa
RNA E. Coli
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(a) Substrato (b) Biocatalizador (c)vRagulador (4) Polinuclelbi-

(nueledti- do resultante
do o nueled
tidos) ‘
(14) rATPS Polimerasa RNA, por Poli rU poli rAS . -
ejemplo, polimerasa
RNA agotobactecr vine-
landii; polimerasa
RNA micrococus li- -
sodeikticus; poli-
merasa RNA E, Coli
(15) »GTPS " " " U poli rC poli rG3
(16) rATPS 4 rUTPSH u " u poli rAU poli rASUS
(17) rGTPS & TATPSY " " 4 poli »UC poli reSAS
(18) raTPS " ) U u poli rT poli rAS
(19) rCTPS " o " " poli rG poli rCS
(20) rCTPS " " " “ poli rI poli rCS
(21) rCTPS &+ rITPSH ", n " poli rIC poll rISCS
(21a) rCTP & vITPS " " g poli rIC poli rCIS
(21b) rCTPS & rITP " " " poli rIC poli rCSI
(22) Mezclas de LI " " Poliribonucled Homopolimeros
tres o mds de tidos con tres de poliribonu~
los nuclebti- o mds nucledti oledtido .
dos anterio— dos diferentes
res en secucncia
alternante
\ ‘
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(a) Substrato

TABLA II (Continuacién)

(b) Bioeatalizador

(¢) Regulador

(d) Polinucled-—

(nucledti +id0 resul--
do o nu- tante
____clebtidos) -
(23) rITPS & BCTPS Polimerasa RNA, Ninguno poli rISCS
por ejemplo, poO-
limcrasa RNA azo
tobacter vine-
landii y Polime—
: rasa RNA E. Coli
(23a) rITP & rCTPS " woonu " poli rICS
(23b) rITPS 4 rCTP * " n " " poli »ISC
(24) Cualquicra e Cosforilesa de o) o oylador Polinucledti-

los varios tio

atos difosfd-
ricos d¢ nu-
cledsidos,
por ejcmplo,
rUDPS, rADPS,
rADPS 4 rUDPS
»CDPS, rCDPS

+ rIDPS, rIDPS

polinucledtido,
cOomo por ejem—
plo, fosforila-
sa de polinu-
clebtido, 2zo
tobacter vine-
landii o E. Coli o
fogforilasa de
polinucledtido
micrococus li-—
sodelictisus

1

pcero se utili-
za prceferente-
mente con un
primario tal
como un oligo-
nueledtido que
tiene un OH li=-
bre en la posi-
cidén €37

dos correspon-
dicntes, conmo
por ejemplo,
poli US, poli
AS, poli ASUS,
poli CS, poli
CSIS, poli IS.-



Haciendo shora referencia a la tabla II, estédn a
disposicién las explicaciones siguientes. Todos los nucled-
tidos numerados de (1) a (24) son los trifosfatos (tio-and-

logos) que tienen la férmula genecral

en la que
r indica la entidad de rihosa y

B indica la entidad de base.

Bl punto (25) se refiere a difosfatos de nuclel-

51d0 que tienen la férmula general
© @ i
0 ~P -0 - f -0 =-=2-3B
i
OH OH
en la que
r y B son come se ha referido anteriormente.

En el punto (12) el nucledtido en la columna (é)
es un ribvonucledtido de la base de uracilo en donde el bromo

sustituye al hidrdégeno en la posicidn 5 de la base, asi

I

Br

y
l
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La base se une a la entidad de ribosa en la posicidn
1 mostrada econ una valencia colgante, La férmula rBUTPS signi-
fica el ligado de bromo (B) a la base (U). Otros nucledtidos
halo sustituidos se pucden emplear, por ¢jemplo, rIUTPS que
significa yodo en la posicidn 5 del uracilo, rCLUTPS que sige
nifica cloro en esta posicidn, ete. En gensral, la sustitucién
de hidrdgeno sobre anillos de carbono por halégeno (Cl;“Br, I)

tlene un efacto estabilizante.

Aquellos sistemas tal como (23) y (24) que no requic-

ren un regulader, son ventajosos ya que se evita el coste de

. un rsgulador,

15,

20.

25.

En el punto (25), es innecesario un regulador pero
el sistema se utiliza de preferencia con un primario o acti-
vador tal como un oligonucledtido que tiene un hidroxilo €37,
es decir, un grupo hidroxilico libre en la posicién 3 de la

entidad de azidcar.

En la columna (c¢) poli dT significa polideoxitimi-
dina, poli dAT significa un polideoxinucleétido que tiene
uwnidades de adenosina y timidina alternantes, etc, Donde apa-

rece "r" gignifica ribosa y "d" significa deoxiribosa.

*~  Podos los nucledtidos de substrato [y difosfatos
de nucledsido, punto (25)] de la tabla II se muestran como
tiéatos trifosféricos de ribonucledbsido o tioatos difosfd-
ricos de rivonucledsido. Los poliribonuclebtidos resultan-

tes [columna (d)] son en general mds efectivos como induc-
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tores de interferencia que los polideoxiribonucledtidos co-

rregpondientes. No obstante, los Ultimos (polideoxiribonue-

cledtidos, en su forma tioandloga) ‘estdn dentro del objeto

de la presente invencidn y pueden prepararse al uiilizér"

sistemas tal como los mogtrados en la tabla 1la.

(a)

AATPS
dITPS

JATPS 4 dTTPS
dLTPS 4 dCTPS
dITPS 4 ACTP
aCTPS + aIéP
dATES 4+ ATTP
ATTPS + AATP

AITPS & 4CTPS
aITP 4 4CTPS
aITPS 4 ACTP

TABLA Ila y oo
(1) (c) (@) .
Polimerasa DNA poli 4T poli das/am
dependiente de o
DNA. -
" i " poli dA poli dA/dTs
" " n poli dAT poli 4ASTS
0 nada
L ! poli dIC poli dISCS
0 nada
" n n poli dIC poli 4ISC
0 nada
n i " poli A4IC poli 4ICS8
0 nadsa
u on 1 poli dAT poli AAST
0 nada
0 " i poli dAT poli dATS
0 nada
" u " 31/ac drs/acs (poli)
" 0] o ar /dC ar /dCS " 1t

n 1 1t dI/dC dIS/dC " n
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(a)

dATPS

dTTPS
dGTPS
dCTPS
aITPs

Con una mez-
cla de cual—~
quiera de log
nucleétidos
antcriores

Con una mez—
cla de cual-~
quiera de los
nucledtidos
anteriores

mds cualquie-
ra de los tri
fosfatos norma
les

Transferasa deoxi
nucleotidilica ter
minal utilizando
un oligodeoxinucled
tido, por ejemplo,
d(pTpTpT) como pri
mario

i}

()"

TARLA ITa

n

(Continuacidn)

(e)

Sin rggulador

t M 1]

(a)

poli 4AS

poli 4TS
poli dGS
poli AaCs
poli 4IsS

Hetero-poli-
deoxinucled-
tido

Polimero mixto
con respecto a
la base asi como
también tio-sug
+itucidn




Los polinucledtidos hidridos, +al como poli rASDAS,
poli rASAUS, poli d4ASrUS, poli dArUS, poli »ASdU, etc., pue-
den prepararse de forma que unidades de ribonucledtidos alter-
nan con unidades de deoxiribonucledtido en cadena de poli-

5. mero., Tales polinucledtidos hibridos pueden designarse éﬁ
general por la férmula poli rpTideQ, en donde 1 ya rcpre—
sentan las entidades de ribosa y deoxiribosa, respoot;va—
mente, p representa la entidad de ligazdén del fosfatq:(sienr
do por lo menos alguna de las p de las especies tio aqui

10. descritas), X, representa una base y X representa la. mloma
base o0 una base diferente. Con un 31stema catallzador apro-
piado, tal polinucledtide hivrido puede formarse a partir
de un substrato que consta de erTPS v dX2
un regulador apropiado, por via de ejemplo,

TPS, juato con

1k, Asimismo se pueden preparar ramificaciones mil-
tiples hibridas al templar ramificaciones de un poliribo-
nucledtido con ramificaciones de polideoxiribonucledtido,
como @or ejemplo al preparar una solucién acuosa en PDS
o NaCl 0,15 molar de poli rAS, al preparar una solucidn

20+,  equimolar similar de poli dUS, al mezclar las soluciones

' ¥y al mantener la temperatura ambiente durante un periodo
de tiempo, por ejemplo, de unas pocas horas, formendo con
ello poli rAS/dUS. Otros de tales homopolimeros hitridos
de ramificacibn miltiple serdn evidentes, como por ejem=

/ 25,  plo, poli rIS/aCS y poli 4ISjrCS, La barra de particidn
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indica una ramificacidén miltiple en la que una ramificacién
consta de un homopolimero y la otra consta de un homopoli-

mero diferente). ..

5, Adends de las variables de la %abla II anterior-
mente dcseritas y las indicadas en la tabla 1Ia, serdn evi-
dentes otras variantcs con respeeto a posicidn difcrente do
los dtomos de azufre, Asi, puecden congtruirse otras tallas
que son idénticas a la tabla IT pero en las cuales, en . la
columna (A) se reemplaza cada uno de los nucleltidos éor un

azufre andlogo en donde ¢l dtomo dc azufre se conecta en

10.

la posicibn 5’ de la entiiad de ribosa y la entidad de fos~
fato no tiene dzufre. Similarmente, puede construirse una
tabla en la cual los dtomos de azufre se indican como en
15, la tabla II, pero los dtomos de azufre estdn asimismo co-
neetados en la pogicidn 5’ de la entidad de ribosa. Ejem-
plo det2lles tablas reconstruldas son como sigue [con re-~

ferencia al punto (1) de la tabla II]:
TARLA ITY

(a) (b) (e) ()

(1) »ATPS Polimerasa RNA Poli 4T  Poli rA§
dependiente de
DA



De

10.

15.

20,

(a)

(1"1) rATPSS

0
@ |

1
it

66

3

TABLA ITc

(b) (c) (a)

Polimerasa RNA  Poli 4T JPoli raAsg
dependiente de .2
DNA )

-n

En la tabla IIb, dATPS significa el nucledtido

0 0

%J }] A
-0 - -o-1|°-s 0
H on OH

OH OH

¥y en la tabla ITc, rATPSS significa el nucledtido

1 A

0 - ? -0 - ? -0 «P -3 0
OH OH OH
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La estructura dc los polinuclebtidos en la columna
(d) de las tablas IIb y ITc seri evidente. Las mismas modifi-

caclones se aplican a la tabla IIa.

Usos de veterinaria y medicina

Los polinuclebtidos de la presente invencién tienen
un amplio espectro como agentes antiviricos, tanto qup agen-—
tes profildcticos para prevenir infceciones viricas;como agen-~
tes terapduticos para tratar infecciones viriecas. Enére 1os
usos veterinarios estdn la queratoconjuntivitis en cojenos,
moquillo y rabia en perros, enfermedad Aleutiana en visones,
leucosis en polluelos, y pasteurelosis y glosopeda en el ga—
nado. Bn el tratamiento de los humaﬁos, estos polinucledtidos
son Utiles en el tratamiento de herpes simplexX en el ojo,
mixovirus, enfriamiento comin, infecciones rinoviricas del
tracto respiratorio, vaccinia, variola, infecciones de herpes
zogter de la piel, meningoencefalitis virica y hepatitis. Es-~
tos polinucledtidos son asimismo efectivos contra virus on-
cogénicos que inducen malignidades que incluyen tanto tumorcs
sélidos como leucemias. En general, los polinucledtidos de la
presente invencidn son efectivos contra infecciones viricas
qﬁo gon susceptibles a profilaxis de terapia por interfe-
rencia. Discusiones de la actividad de interfercncia se en-
contrardn en varias publicaciones recientes tal como Interfe-
ron, Ciba Poundation Symposium, editada por G, E. W. Wols-
tenholme et al, 1l.968 (Little, Brown & Company, publishers);



5e

10.

15.

20,

25,

The interferons, An Internationsl Symposium, editada por
N.B. Finter, 1.966 (W. B, Saunders & Co.); Interferon 1.968),
M, S, Finkelstein y T.C. Merigan, California Medicine, 109,

24 (1.968); Interferon Induction and Utilization, M.R.

Hilleman, J. Cellular Physiology 71, 43 (1.968) y Interforon
and Interferon Inducers: The Clinical Outlook, T.Ce Mcrlgan,
Hospital Practice, March, 1,969, 42-49, '

Ademds, los polinuclebtidos de la presente invene
cidn son Gtiles contra infecciones bactéricas tal como in-
fecciones de listeria y estafilococos y de protozoos tal co~
mo toxoplasma y malaria. Asimismo son efectivos contra el
grupo clamidia (psitacosis, tracoma y 1inf0granulomé); Los
polinucledtidos de la presente invencidn son asimismo Gtiles
en condiciones patoldgicas no viricas, tal como ciertos tu~

noresg.

Lag formas en la que y el modo en que pueden ad-
ministrarse los polinucledtidos de la presente invencidn va-—
rian considerablemente, Pueden administrarse tépicamente,
por ejemplo, a lesiones de la piel, a la mucosa y al 0]jo;
intravenosamente, intradérmicamente, intramuscularmente y
(en animales) intraperitonealmente; por inhalacidn o gar-
garismo; oral, rectal e intravaginalmente; etc, Pueden in-
corporarse en polvos para la aplicacién tépica o inhalacidng
en cremas y ungiientos para la aplicacidén tépica a la piel;

en solucidn (por ejemplo solucidén acuosa) para inyeccién o
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pare aplicacidén tdépica, por ejemplo, como gotas para los ojos
0 log o0idos, o0 para gargarismos; como emulsiones disueltas
en aceite y emulsionadas en agua para aplicacidén tépica a la
piel, por ejemplo, como locién de calamina, en unglientos y

pastas, etc,

Puede utilizarse el medio usual en formular y pre-
parar estas formas dec medicamento, por ejemplo, solucidn acuo~'
ga isoténica, no pirogénica, ¢ solucibén PDS en el caso de so-~
luciones; dxido de einc, talco o didxido de titanio para pol-
vos; lanolina, acelte de oliva, acelte mlnoral y vasellaa
amarilla para emulsiones, unglientos y pastas (teniendo las’ i
“ltimas por ejemplo, dxido de cine omo espesador); polieti~

lenglicol para cremas, etc.

Ademds, estas preparaciones pucden contener otros
editivos y/o materias activas terapéuticamente, tal como sul-
f£éxido dimetilico, dextrano dietilaminoetilico y albumina me-
tilada para promovcr la aplicacién y absorecidn por las célu~
las de los polinucledtidos; antibvidticos tal como, nepmicina,

e'tC. 4"". '_ R ‘v‘.\ a

Las dosificaciones se pueden variai ampllamcnte,
por ejemplo, de tan pequefias como un piligramo dec material
activo (polinucledtido) a un gramo. Para humanos adultos,
sé recomiendan dosificaciones d¢ 1 a 100 mg de polinucled-
tido con dosificaciones correspondientemente mds pequefias

para nifios, Para infecciones suaves, por ejemplo de la piel,

1.
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pueden ser suficientes dosificaciones dec 100 microgramos.
Para animales grandes tal como caballos y ganado, se rcco-
nmiendan doficacioncs de aproximadamente 10 mg a un gramo ¥y
para animales mds pequefios dosis correspondientemente mis
pequerias.

Las concentraciones de los polinucledétidos se pue~
den variar ampliamente por ejemplo de o,i"a.90¢ preferente—
mente aproximadamente de 1 a 5% en peso de la composicidn,
Los concentrados de los polinucledtidos que contienen por
ejemplo dc 20 a 60% en peso de polinuclebtido, pueden pre-
vorse pars dilucidn subsiguiente a concentraciones aﬁfabia—

das para la administracidn.

A continuacidn se indican ejemplos de prepara=-

ciones Utiles para propdsitos médicos y veterinarios,

Ejemplo 10

Gotas para los cjos, como por ejemplo, para tratar

infecciones de herpes simplex en la cdrneas

Polinucledtido, por ejemplo

poli ASUS o poli ISCS 2% en peso
Metileelulosa (4.000 centi-

poises de viscosidad) 14
Etanol fenilico 0s5
NaCl 0.5 "
Antigeno exento de agua 96

Bsta solucidn pucde prepararse’ por procedimicntos estandar

aceptados.



Ejemplos apropiados para inyeccidn - intravenosa,
intramuscular, intradérmica, subcutdnea, intratcecal

(intrapleural, intraarticular, intrasrterial)

S

Ejemplo 11
Polinucledtido 1-100 mg, preferentementc
' ‘ 10 mg :
Agun destilada 1 ml
Ejemplo 12
10, Polinucledtido 0.1-10%
NaO1 0. 9%
Polietilenglicol 4,000 3%
Polisorbato 80 0. 2%
Lgua destilada hasta 100%
15.  Edemplo 13
Polinucleétido 0.1 ~ 10% preferentcmente
1%
Alcohol bencilico 0. 5%
Citrato sédico 1,5
20. Bisulfato sddico 0, 2"
Polisorbato 80 0,02n
Agua'dqstilada hasta 100%
Ejemplo 14
Polinucleétido g.l - 10% prefercentemcnte
20s Tween 80 0.1 %
Celulosa carboximetilsédica 0.43 %
Tampén de citrato sédico 2w
Agua destilada hasta 100%
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Ejemplo 15 para inyeccidn intramscular

Polinucledtido
Monoestearato de aluminio

Aceite de sdsamo o aceite de caca—
huete

Ejemplo 16 gotas intranasales

Polinucledtido
Sulfato de neomicina
Efedrina

Agua destilada
Ejemplo 17 gotas intranasales

Polinucledtido
Sulfato de neomicina

Hidrocortisona

Agua dcestilada

1%

ok

hasta 100%

“n

LY

0. 01-1% profc& ente-
monte 1% :

0.1-1%, preferente—
mente 1%

0,5-2%, preferente-
mente 1% :

hasta 100%

0.01-1% preferente-
mente 0,1

0.1-1%, preferonte-
mente O.5%

0. 5%
hasta 100%

Bn estas preparaciones se puede emplear cualquiera

de los nucledtidos de la invencidén, por ejcmplo, poli AS, poli
US, poli ASUS, poli ISCS, poli IS/Cs, poli ASBUS, poli IS,

poli CS, ete.

Por consiguiente, serd cvidentec quc se han previsto

polinucledtidos nuvevos y Gtiles, métodos de prepararlos y pre-

paraciones médicas que contienen a los mismos.
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En los.dibujos anexos:

Las figurasg 1;2;3,4, ¥ 5 representan grédficas cuyas
ordcnadas exproesan recu.m:bos por minuto y las abeisas tienpo
en minu'tos; diagraméndose:

En la figura 1, on féaforo diesterasa os: comacal. a
pH 5, 6 y tomporatura 2700, giendo:

0~0 poli rAU (O 34—/( g proteina)

X=X poli erUS (0 34/( g proteina)

En la figura 2 on fosi‘orllasa polinuclebtido \E.col:.),
a pH8 /t'\mperatura 6000, s:Lendo.

0-0 poli rAU (0,5 m,f/g proteina)

X~X poli rASUS (0,5 m,?g protoina) '

En la f:.trura 3, en ribonucleasa pancredtica, a pH 7 4
¥y tempcratura 272C, .sn.endc?z

0~0 poli rAU (0,0§ ,?g protecina)

X-X poli rASUS (0,98 4 g proteina)

[~ poli rASUS (0,2 4g protoina)

'En la f?gura 4, on £6ésforo diesterasa del vencno de
sorplente, a pH 8,9 ¥y *bom%:eratura 3720; Siendo‘:

0-0 poli rAU (Z,Bﬂg proteina)

X~X poli rASUS (2, 5/¢(g proteina)

" [=0 poli zASUS (5,0 A8 proteina)

In la f:.mra. 5, en nucleasa mJ.erococcal a pH 8 6y
temperatura 272C, siendo

XX poli rAU (12, 5 Mk proteina)

0~0 poli rASUS (12,5mpyg proteina)

[0~ poli rASUS (50 e proteina)
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Descrito el objeto del presente invento, se dscla—
ran nuevas y de propia invencién las siguientes reivindica+
ciones, con prioridad de la sgolicitud de patente estadouni-

‘ dense serial n? 833,314 del 16.6.69 y de su continuacién en
5, parte serial n® 850,154 del 14,8.69, '

1.~ Un método para sintetizar polinucleétidos sine-
téticos que tiene en su cadena central la unidad repetitive

LT
: speies 3 Ylh' : Y4
10. | iy

vy sus tautdémeros, en donde Yo o Y3 e Y4 gon oxfgeno o
azvufre, siendo por lo menos una de las Y axufre, g es una
entidad de azdcar y B es una base de purina o pirimidina,
15, comprendiendo el citado méto@o proporcionar un substrato
que ocontiene por Lo menos un nuoleosido fosforilado que

tiene la férmula

0 0 Y
© | | I*
20, 0 T [0 ., =) Q) it -—4Y2-—s-——B

| I

OH OH Y3

- “n
en donde
nes 061,

25. dncorporar en tal substrato un blocatelizador que es efeetivo
para polimerizar el citado nucleoside fosforilado, incorporar

agimismo en el substrato, si es necesario o se desea, una pau?
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ta que es efectiva para alincar los nucleosidos en secuencia
deseada; luego producir la polimerizacién de los nucleosidos

fosforilados,

2.~ Un método segin la reivindicacién 1, en el que
el substrato contiens por lo menos dos de tales nucleosidos
fosforilados, uno de los cuales tiene una base B1 y el otro
una hase BZ gue son capaces de emparejar base uno con otro,
por 1o que se produce un polinucleotido que tiene como la
unidad repetitiva predominente en su cadena central, la en-
tidad

fl fz "32 fz
—-——qi——ﬁ-—x4-s-—31-—ﬁ—~x4~—-
Y3 Y3

y sus tautdémeros,

3.~ Un método segin la reivindicacibn 2, en el que

s cs una unidad de pentosa.

4,~ Un método segin la reivindicacién 3, en el quo

la pentosa es ribosa o decoxirribosa.

5¢= Un método segin la reivindicacién 4, en el que

la pentosa es ribosa.

o

6.~ Un método segin la reivindicacibén 5, en el que

“Bl y B, son edenina y uracilo, respectivamente.

7.~ Un método segln la reivindicacién 5, en el que
gy v B2 son cltosina e hipoxantina, respectivamento,

8.~ Un método segln la reivindicacién 1, en el quec
el componente nucloosidico del substrato comprende un ingrc-
dientc principal dc por lo menos un nucleotido que tienc la

estructura



1
OH " OH

o ~ . .
- 9.~ Un método segln la rcivindicacidn 1, en ¢l que
.8l ocomponente nucleosidico del subs trato comprende ¢omo un i
grodiente prinecipal por lo menos un nuclcotido que tiene la
cstructure

© 10, @ ﬁ ﬁ ?’ B
L O Lo ¢ W, - JORR - 0
! 1 é
OH OH H
OH OH

10,~ Un método segin la reivindicacién 1, en ol que
15. ¢l componentc nuclcosidico del substrato compronde como un in-

grcdiente prinoipal por 1o menos un nucleotido que ticne la
estructura

20,  Om—P——0—P——O—b—s

’ -
OH OH

4+

- Lle=Un método para sintetizer polinucleétidos
05, sintdticos,
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Segin se deseribe y rcivindica en la presentc me-
moria descriptiva que consta de 76 pdginas foliadas y cscri-
tag 2 mdguina por una sole dc sus caras.

Madrid, a 15 de Jundio de 1970

p.2a, JAIME ISERN ‘

. P
rrmadot JOSE F. NIETO

3

mpe,
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