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‘de dcido poli-inosinico, denominedo en adelante "Poll I',

Esta invencién se refiers a la_preparabién ¥y purifi-

cacién de polinucleétidos y especialmente & la preperacibn

y écido policitidilico, denominade en adelante "Poli ¢',por

polimerizacibn enzimética de inosina 5'-difosfato para pro-
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“ducir Poli I y citidine 5'-difosfato para producir Poli G

1. mo polinucledtidos en los que los componentes azlicar estdn
‘nente azdcar es un anillo de 5. miembros y la pollmerlzaclén
Poli C formen un diplex de dcido poli-inosinicospolicitidi-

@8 sabido que cuando se inyecta PI:C en la corriente sahguiﬁ

‘de Hoviembre de 1968.

v le purificacién posterior de los productos resultentes.
En-geheral; log nucledtidos contienen tres componen—
teg en le molécula, a seber, un componenfe bage, un compo—
nente eziicar Jy un coumponente Fosfato, éstando widos éepang
damente el componente base y el componente foéfato al com-
ponente aszicar. La combinacidén del componente'base v el con
ponente azicar es denominado habitualmente aucleosido. Cuan|
do también se encuentre presente ei componeﬁte fosfafo, él
coﬁpgesto se denomine un nucledtide. Ios nucleosido fosfa-
t08 pueden ser polimerizados‘por 1la acéién de enzimas pars

producir compuestos de elevado peso molecular conocidos cow

. w X
conectados entre si a través de un ligando —O—?—O—G—. En el

caso de la inosina difosfato o citidina difosfato, el compot

se pro&uce en las pos1clones 3" o 5.

Es sabido que cuando se mezclan entre si el Poli I y
lico de doble corddn, denominado en adelante PI:Ce También
nea de los animales hace que el organismo produzcé una can-

tidad mayor de interferén que presenta un efecto antivirico,

i : .
como ge describe en Science, Volumen 162,'pégs. 811-813, 15
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Iy Poli C de tal foruma qﬁe se controle la-bomposicién del

porcioner un. procediziento de preparacién y purificacién

de polinueleétidos por polimerizacién enzimdtice de un

o pare obtener Poli C, sometiendo el nucledtido & la o~

Como la polimerizacién'enzimética de un nucledtido
es probable‘que aé iugar a le formacién de compuestos de

peso molecular variable asl como de subproductos, es muy

conveniente efectuar la preparacién y purificacién de Poli|.

producto reaultante dentro de 1dimites blen deflnldos ¥y se

eliminen los subproductos que puyden ser . tdxlcos o] indeseaa-

bles por otras razones.

Tno de los objetos de la presente invencibn es pro=

nucleétido como inosina difosfato o citidina difosfato, con
le que la composicién del producto puede ger controlada den
tro de 1imites bien definidos. '

Uh objeto nde oapeclfico de la invenclén es proporclo

nar un nuevo y perfecc;onado procedlmlento para la prepara~

cién de Poli L
‘Otro objeto especifico de la invercién es proparcio-

nar un nuevo y perfeccionado procedimiento para la prepara-

cién de Pali C. Otros objetos se pondrdn de manifiesto méé

adelante.

Do acuerdo con la invencién, se prepara un polinuclqél

tido por polimerizacién enzimdticn de un nuclebtido, Vege

in&sina,difosfato, para obtener Poli I, o:citidina difosfa~

éiénféhéimética con un enzime como polinucledtido fosfori-

lasa de Micrococcily lysodeilticus en un medio acuoso regula

do a pH'alcalino, preferiblcmente alrededor de 9,0 y de pre
ferencia con trimhidroxmetllauinometano, contenlendo tom-

bién dicho modio ures, un agente de quelntaolﬁn, por ejemr
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“buras ordinafias, por sjexplo 25°G§ hastéQQué se obtiene
énzimética y purificando el producto resulﬁahte nediante

- una aerle de c'bapas que cona:.sten en mezolar la megzcle de

. dejar que la mezcla reaultante sedimente, recuperar 6l 14~
'quido que sobrenads, separar,del liqgldo que sqbrenada cual

,quier~partiohla'36lida en suspeﬂSiéh, brec;pitar el polinu~

' da y alcohol etilico al liquldo que aobrenada, preferlble-
do en agua, dializar le soluclén acuosa ael pollnucleotldo

"1uci6n salina ¥ agua, filtrer a través de un fllbro Milli-
' pore y papel de £iltro (preferlblemﬁnte papel de 8 mlcrao)

'ff_'y 1ioflllzar hasta que se obtlene un producto sélmdo.

tlvo ¥y del adsorbente separa los enzlmas nucleasas, inte~

' frrumpiendo con 611o la’ acc16n enzimética posherior. Aunqua

-nocldos, por ejemplo aulfatos de alcoholes, es prefer¢ble

iubilizar dodecllsulfato s6dico. El adsorbente es preferible

‘ 'meaa ¥ otros tipos de adsorbnntas. Li fenol llquido oy pro-

: feriblamenbe una golucién al Yo ¢ ﬁ de fenol on npua e oc“d

plo la sal disédica del dcido etilendiaminotetrascético, y

ciofuro magnésico, efectuando la polimg:izaciéh a tempera-

1a. visboaidad néxina y después deteniendo le polimerizacién

reaocmén enzimdtice con un agente tenaoactlvo, un adsorben-|

te sélido finamente dlvidido y fenol liquido concentrado,

6lebfidd por adicién de una solucién ééuosa saling satura~

mente a. temperaturas bajas del orden de 3-5° Cy recuperar el

polinucleétido precipltado, disolver de nuevo ol preclplta-

ucesivamente oontra una solucmén de un agente de quelata~

cién, por ejemplo deido etilendlaminotetraécetlco, una go-

En este procedlmiento, la adlcidn del agente tensomo-

pueden utillzarse cuaTqulera da 1os agentes tensoactivos col

mente bentonita aunque puedon utilizarae tiurra de dinto-
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'rente. s extraccifn con fenol se repite preferiblemente

“dos o tres veces y después la tdtalidad de la fase acuosa

ysicé:o acetato sédico, ¥l polinucledétido obtenido en la pre

" cipitacién con alcohol-sal se redisuelve preferibiemgnte en|’

'del orden de 3~5°C, contie una solucién de wa agent c de que

mlnar el cloruro magné31co, una soluciéi de una sal como

mente 5 o 6 veces, hasta que Be obtlene un.producto puro de

regulada el pH de le mezcla de reaccién enzimdtica, ﬁrefe—
riblemente utilizando el mismo regulador eupleado en la rqg
llzaclén de la reaccibn enzimética.

E1 fenol extrae les proteinas del producto de reao-

cién y hace posible la obtencién de una solucién trenspe~

que ha sido ‘separada del fenol se eenLrlfuga preferlblemen-
te, recuperdnrdose el 1liquido que sobrenada.

Ia prec1p1tQC16n con alcohol y solucién salina del
polinucledtido se efcctia preferiblemente empleando una so-
lucién saturade de cloruro potdgico y un alcohol désmatura;
lizado conocido comdnmente'por SDA, constitufdo por 95 %
de etanol y 5% de metanol.;En lugar de cloruro potésico,
pueden utilizagse'otras Saleg.que sean,sqlﬁﬁles en’SOIuQién

hidroalcohélica, por ejemplo cloruro sbédico, acetato potd-

égua y se precipite de nuevo una segunda vez con alcohol- ,
sal.. EJ-precipitado final se'disuelve después en aguae y se

dializa sueeslvamente, ae preferen01a a temporatura baja
latacién como &cido etlleudiamxnotetraacético capaz de eli-

acetato potdsico capaz de elininar el difosfato que no ha

reaccionado y finalmente contra ague destilada, preferible-

compogicibn constante.

Después es preferible [iltrar 1a solucién dializada
l

antes de liofilizar. kn la etaps de 11011]1 aclén, le molu~-
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4 cepeibn de que en la purificacibn del Foli I, después de la

'ejemplos e 103 que 1&3 ca leaJeB se dau Dn ueso salvu in-

:';destilada para fCrﬁar un total de 4,1itr§s de golucién y

1 sal aisédlca de écldo_etll&galaq}uovctraacético y 338 ul de

.cién dializada filtrada se coloca en bandeaas J 8€e separs
el agua por decado por congelaclén. 7

las etapas ds proccso utilizadas en la prcparacién
.de Poli ; ¥y Poli C son las m¢smas a excepcibn del nucledti~

_do utilizado como material de partida y tewbién con la ex~

precipitaci6n7final con alcohol=gnl € iﬁmediatamen%e antes
de la dléllsls, el Poli I se disuelve en agua ¥y 9e agr@ga
una solucidn du acetato uotésmco a un pH de 7,6 ‘aproximade-
mente, siendo le concentraclén de la soluclén ée aceta&o po
ﬁt651co tal oue da una sclu01€n flna] con una coac@ntrﬂclén
que es 18 cuarta yparite ue la aaburuclén con respecto al aoe
'tato potﬂslco. ‘Do esta iorga preclglta roli I qundando el -
fdifosfato cue no ha rcacc;onado en suluc;on. El roll I ge
dmsuelve en agua de nueve y se purlflcn otra vez u¢alxzéxdo
»Jo en la formn prevmamenbe uescrloa., '

Ia 1nvenc16n Bers 11ugtrada mﬂdianﬁe los 'iguiéntes

dlcaclén LL contrario.
B0 1

-Prepsracibn de Loli €

. Se disuelven 260-g de citidina 5'=difosfato on agua

el pH se ajusta a 9,0 con hidréxido'potésiﬂo. Se afieden
246 litros de wna suluc16n acuosa 1M e trl—nlur»zlmetll-
amlnometano. Ademés g6 agregan 1040 ml de una soluclén acoug

sa 8 I de urea, 1300 ml de wna solucién ﬂcuoaa 0,02 If do la

una solucién acuosa 0,2 i de cloruro magnésico. 4 Uit uez-

cla'se'auade degpuds el pnziﬁa polinucleftido fosforilaga de
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aibiente (25°C). Se touen mucstres de la mezela de reaceién

-que_después:se agita durante 20 minutos. Despuds ue agregan

~de 30 galones (113,6 litros).

I{icrococecus lysodeikticus. Este adicién se realiza a partir

de tres lotes diferentes ds enzima constituidcs»por uma so~
lucién'acubsa de 300 nl con una activiiad de 12,6 unidades -
por 1i1§r9, 400 ml con une actividad de 28 Lmida&es por li-
tro y_iso'mi con ung actividad de 31 unidades por 1iﬁro,
Bignddvpor'loAtanto le actividad total de 17,63 unidades
gramo;'Se agrega‘agua adicional para 11ggar g un volunen o+

tal de 26 litros y se inicia la remceién a la temperatura

en un tubo & intervalos de media hora y ge obssrva 1é'vi§-
cosidad determinando el nimero de segunddﬁ necesarios para
que la mcébla,éalga del ‘tubo. Ta viecosidad méxima se obtig
ne al cabo de 4 hores y 45 minutos poro la reaceibn se pro-
gigue durante media hora mﬁs, al final de la cual 56 obser—
va que la viscoaidad ha comcn”ado a dlsmlnuir.

En este momento ge adaden 260 ml de’ une solu01dn acuo

se al 10 & de dodecilsulfato sédico a la mezola de reaccidn,

65 ml de una suspensidn sl 4 5. de baltonua en agua y la nez
cla se ‘agite durawte 20 mlnutos. A contlnuaciun la mezcla

58 bransfiere & un tanque de doble pared, forraau de vidario,

_ ‘En une vagija dlatinia, prov1 sta de una salida en su
fondo, se mezclan 610 ul de una soluclén gcuosa 2 Ii de fri-
nidroxinetilaninometane (pH 9,0) con 5000 ml de. agua y 27 13
tros de fenol iiquido cbnstiﬁﬁido por 90 % de fenol y 10 %
dé agua. Bsta mezcla se agite ¥ deépués se agrega a-le méz—
cle de reaccién cnzimdtica. Después dé néitar durante 1 ho-
ra, la mezcla resulLaute 56 “cga feLarar durante un periodo
de 17 horas ugrOTlHaUQmBnLG-VA coutluuacLén ge separa la ca

1

R
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;cién acuosa al 10 & de dodecmjaulfato sédico, se agita du-
’ 'quido ccnteniendo 90 % de Penol h's 10'ﬁ de agua, 610 mnl de-
:una 5oluc16n acuosa 2 .l de trl—hldroximatlJamlnometano vy

fsepare. Sa separa la soluclén de Ienol se repite 1a extrac

' pués de la sedlmcntaclén, se exwrae la solucién de fe“ol.

' ?hidroximetllaminometano. Lsta soluczon fenéllca se agrega

gsepare y se elimlna la aolucibn fenélioa. ue repite este

- | mismo, proceso.AA:

N 03
BT A
el O

N Wb

L 3
" ee

pa fenélice.

‘La -olucién r931uual se trata oon. 260 nl de-una golum

.rante 15 minutos y después me trata con 65 nl de una suspen
:slén al 4 4 de beubunita ¥ ue- agi»a duranre 15 minutog. A

la mezola resultaube ge Bgregs una soluclén rogulada de fe-

'nol, praparada mezclando por yeparado 27 lltros de feunol 11

5000 ml de egue. Despuds de la adlclén de la solucién de

‘fenol, la mczcla se aglta aurante 1 hora vy g0 deja que se

-016n Y- la mezcla ge deja sedimentar duranﬁe la noche. Deg-

h A la soluciun re31uual se- auaden 130 ml de una solu—

agitaeién durante 15 mlnutos y 35 ml de una duSthSlén al

'4 de benﬁonita en agua seguido de agitac¢6n durante 15 wi

nutoa. En una vasmja distinta 56 mezclan 13 5. llbros de fe-|

nol liquldo, contenlendo 90 de fenol y 10 5 o de agua, con

2500 nl de agu& y 305wl de e, aolucién acuesa 2 & de tri-

a la solucién que contiene el Polm C y la mezcla resultanbe .

¥se aglta durante 1 hora, después de lo cual se deja que - ge

Después 1a totalldqa de ]a faae acuosa couteniendo .
el Poli £ se centrliuga ye continunclén 02 11undo que. go=
_brennda ue introduce en- un racanto Irlo 0 unu tamporuhura

‘de 4°C aprom.uadamonte. e e : BN

L3

-
T
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. una. pluralidad de tubos dlallvantes fabrlcados con celulosa

'vcinto frio & une temperatura de unos 4°C durante 24 horasg,

.'~diailzantes y se flluran por un filtro Millipore y papel de

¥ntonces se afiaden al liquido gue Bébreﬁada 3700 ml
de agua saturada con cloruro potdsico, seguido de 60 litros
dé una mezela de 95 j de alecohol etilico y 5 & de alcohol
met{lico. la mezcla resultanté se deja sedimentar durante
la nédhe, Bl 1fquido que sobrenada se.geparse por sifonacién
y el precipitado se centrifugﬁ, ge recoge y se disuelve en
18 litros de agua destilada. '

A 12 solucidn resultente se aiiaden 2810 ml de agua SR
tureda con cloruro potédsico y 40 litros de une mezcla de 95%
de. alcohol etilico y 5 i« de alcohol metilicoe

' Se recoge el precipitado resultante y se disuelve en
18 litros de ague, dejédndolo permanecer durante toda la no-
che(a una temﬁeratura de 4°C, tn egte momento la solucidn

tiene un pH de 7,2. zsta solucibn se introduce despubs en

regenerada, con un didmetro de 47 mn y una capacidad de al-
rededor de 1 litro ceda uno. Los tubos,-contenlendo cada

uno de ellos alrededor de 1 litro de soclucidn, son dializadoy
después contra 200 lit#os de une solucién acuosa 0,01 I de

dcido etilendiaminotetraacético, & un pH de 7,5, en un re- -

despuéa son dializados contre la misma cantidad de una S0lu-
cién acuose 0,1 M de acetato ﬁotésico a wn pi igual y en lag
nismas condiciones de tewpuratura durante otrag 24 horas y
& continuacién son dializados sucesivemente durahte periodos
de 6-24 horas, en las mismes condicicnes de temperétura, con
tra lo-miema canbidad de agua degtilada.

A continuacidn ae sacan las soluciones de los tubos

filtro de 8 micras y s6 lave hasta una solucién final de
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22 litros. A continuacién e recupera el producto (Poli C)

por llofilizaclén, eg decir, la solucibn se coloca en ban&e'

Jes y el agua ge ‘elimine por secado por con elac16n.
El Poli C en forma de su sal potéslca neutra “tiene

las siguientcs propledades: -

. Valores de la extlncién rclativos al contenideo en fésforo.

Zip: 260 iy pH 7

Relaciones egpgctrales a pH 7'

5,0 + 1,0% 103

- 250/260 - 0,86 + 0,03
' 280/260 . 0,804 0,03
_ﬁggjggido en fésforo: : o
. Micromolesggg "Poréentajé de P
2,7 & 0,5 8,4 11,5
Coeficlente de sedimentacién: -
Sp0sw
813
'VImpufézas.deghgjb peso moleculgg: A
' ;.Ultracentrifugé' A ' nd.defegtqdaé‘”
Cromatografia de papel Ai. no defédtadés‘

Homogeneidad con respecto 2 1a bese Purlna 0 Plrlm:aina.
' Degradar con rlbonuleasa no se. deﬁeetan contami-
y exaninay por elecurofo nantea.

r951s en papel

bmmo 2 -
Pregarac¢6n de_ Poli I L 7 :
El prooedlmlento us el mlsmo que cn el haemplo 1, 8
excepclén de que g6 uulllu& inoolna 5'-d1fo sfato en lugar
de cltidina 5'-d1foafato y en al proceso de recupuraclén,-

desPQéa ue la preclpltaclén x;nal con alcohol-ﬂal e inmedig
1. C e ‘
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zp,260mu,pH7: - ~60+1Ox103
Relaciones espectrales a pﬂA7
| 250/260 : 1,63 + 0,05
‘QBQ/260 R : o 0,28 + 6;02-
Contenido en fésforo: . ' '
id cromoles/ug ' B Porcentaje de P
2,2+ 0,5 648 & 1,5 %
Coeficientes de sedimentaciénﬁ’ ‘
- Ba00w°
| 10-15
impureéés de bajo npese molccuiafz '
.' 1U1tracéntrifuga . ‘no detectadas
'.Cromatégrafia de papel . no detectadas

tamente antes de dlallzer, ol Poll L ge disuelve en agua y

" Homogereidad con respecto & la base rurina o Pirimidina:

praparado como en el Ljemplo 2 guudun ser muzelados a con-

-ge aflade una Soluclén de acetato potéﬂlco & pH'7 6 aproxlmaL
damente, siendo la conuenbraolén de la soluclén de acetato
potdsico tal que de una solucién flnal cuya concentrac16n A
es la cuarte parte de la saturacién con resPecto al aceta—
$0 poté31co. De egta forma precipita el Poli I que sme disuq%h
ve de nuevo en agua destilada y se purifica.qtralvez:aiali-‘:;
‘zando en‘la_forma descrita en el uLjemplo 1.

= Polifi tiene les siguientes propicdades:

Valores de l& extincibn calatlvos al conuenldo en T6uforo:

Degradar con 4icali y exe~  no se detectan conla-
- minar por electroforesis . winentes
de papel

Bl Poll G preparads como en ol Ljemplo 1y el iold I

3 2 I * . "1 L2 ’
contraciones equimolicularss en sulucidn saline regulnda
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386162
‘con fosfato 0,01 M a pH 7,2, conteniendo 5 x 19’3 moles por|
litro de cloruro magnésico para formar PL:C y ser utiliza- ’
dos en la rorma descrita en Science, Volumen 162, plginas
811-813. '

La invencién tiene la ventaja de que ﬁermite la
preparacién y purificacién de polinucledtidos, por ejemplo
Poli I y Poli C, de forma que sevpuede controlar la compo-
sicidén del producto resultante dentro de limites bien defi-
nidos y eliminar los subpfoductos que pueden ser tdxicos o
indeseables por alguna otra razdn. "

' En resumen, la Patente de Invencién>que gse soli-
cita deberé recaer sobre las siguientes:

RELVINDICACIONLES

1. Un procedimiento para la preparacién de los
polinucledtidos Poli C y Poli L "que consisﬁe en someter
atidina 5°-difosfato o inosina 5°-dirostato, respectivamen-
 te, disuelto en agua y regulado a uﬁ pH de 9 aproximadamen-:

te, & polimerizacidn enzimética con polinucledtido rosfori-

lasa procedente de {iicrococcus 1ysodeikticus; conteniendo

también dicha solucién urea, sal disédica de &cido etilen-

diaminotetrascético y cloruro magnésico, realizando la po-

limerizacidén enzimética hasta que se obtiene una viscosidad
méxima y después recuperando el producto por lés siguientes
etapas: ‘

(a) mezclar la mezcla de reaccidn enzimética acuosa con un
agenfe.tensoactivo y un abéorbeﬁte sblido finamente di--
vidido para detener lavreaﬁcién enzimét}ca y separar las
nucleasas;r

- (b) extraer reﬁetidas veces la solucibdn residual con tenol

1iquido regulado al pht de la mezcla de reaccidn enzimée
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tica para separar la proteina;

el o
it \ I :

(e) precipitar e polinuclebtido por adicidn de una solucibn|

salina acuosa y alcohol etilico al liquido obtenido en
(b); |

(4) recuperar el precipitado de (¢) y disolverlo de nuevo
en agua;

(d°) cuando se utiliza inosina 5‘-ditosfato, mezclar la so-
lucion de la etapa (d) con una solucidn de acetato potd
sico en agua a un pd de 7,6 aproximadamente y a una con
centracidn suriciente para aar una solucidn final cuya
concentracidn es la cuarta parte de la saturacidn con
respecto al acetato potdsico, recogiéndose el poli--
nuclebdtido precipitado y disolviéndolo en agua otra

vez antes de la siguiente etapa;

(e) dializar la solucibn acuosa de (d) contra una solucién
de un agent; de quelatacidn capaz de separar los iones
metdlicos;

() dializar la solucidn de (e) contra una solucidén salina
capaz de separar el nucledtido que no ha reaccionado;

(g) diaiizar repetidas veces la solucidén de (f) contra agua
destilada y '

(h) recuperar el polinuclebdtido resultante.

2. Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,

‘en el gque se repite la etapa (c).

3., Se reivindica por ﬁltim6 como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencién que se aélicita:
"UN PBObEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE LOS‘fOLIHUCLEOTI~
DOS POLI C Y POLL I,

¥ a5
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Todo conforme queds descrito y reivindicado en
la presente Memoria descriptiva, que consta de catorce ph~

ginas mecanografiadas,

Madrid, 4 de diciembre de 1970.

BERNARDO UNGRIA

P.P-.
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