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Esta invención se re fie re  a la  preparación y p u rifi­
cación de polinucleótidos y especialmente a la  preparación 
de ácido poli-inosinico, denominado en adelante "Poli I", 
y ácido p o lic itid ilico , denominado en adelante "Poli' C",por 
polimerización enzimática de inosina 5'-d ifosfato  para pro­
ducir Poli I  y .c itid ina  5 '-d ifosfato  para producir Poli C- 
y la  purificación posterior de los productos resultantes.

En general, los nncleótidos oontionen tre s  componen­
tes en la  molécula, a saber¡ un componente "base, un compo­
nente azúcar y un componente fosfato, estando unidos separa 
damente e l componente base y e l componente fosfato a l com­
ponente azúcar. La combinación del componente base y e l com 
ponente azúcar es denominado babitualmente nucleosido. Cuan 
do también se encuentra presente e l componente fosfato, e l 
compuesto se denomina un nucleótido. Los nucleosido fosfa­
tos pueden ser polimerizados por la  acción de enzimas para 
producir compuestos de elevado peso molecular conocidos co­
mo polinucleótidos en los que los componentes azúcar están

H 9conectados entre s i  a través de un ligando -O-P-O-C-. En el' Hcaso de la  inosina difosfato o c itid ina difosfato, e l compo-' 
nente azúcar es un anillo  de 5.miembros y la  polimerización 
se produce en la s  posiciones 3' o 5 '.

Es sabido que cuando se mezclan entre s i  el Poli I  y 
Poli C forman un dúplex de ácido poli-inosin ico :po lic itid i­
lico  de doble cordón, denominado en adelante PI:C. También 
es sabido que cuando se inyecta PI:C en la  corriente sanguí­
nea de los animales hace que el organismo produzca una can­
tidad mayor de interferón que presenta un efecto antivírico,1 *como se describe en Science, Volumen 162, págs. 811-813, 15 
de Noviembre de 1968.
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Como la  polimerización enzimática de un nucleótido 
es probable que dá lugar a la formación de compuestos de 
peso molecular variable así como de subproductos, es muy 
conveniente efectuar la  preparación y purificación de Poli 
I  y Poli C de ta l forma que se controle la  composición del 
producto resultante dentro de lím ites bien definidos y se 
eliminen los subproductos que pueden ser tóxicos o indesea­
bles por otras razones.

Uno de los objetos de la  presente invención es pro­
porcionar un procedimiento de preparación y purificación 
de pollnucleótidos por polimerización ensimática de un 
nucleótido como inosina difosfato o citidina difosfato, con 
lo que la composición del producto puede ser controlada den 
tro  de lím ites bien definidos.

Un objeto más específico de la  invención es proporcio 
nar un nuevo y perfeccionado procedimiento para la prepara­
ción de Poli I .

Otro objeto especifico de la  invención es proporcio­
nar un nuevo y perfeccionado procedimiento para la  prepara­
ción de Pcli C. Otros objetos se pondrán de manifiesto más 
adelante.

De acuerdo con la  invención, se prepara un polinucleó 
tido por polimerización enzimática de un nucleótido, v.g. 
inosina difosfato, para obtener Poli I , o citidina dífosfa- 
to para obtener Poli C, sometiendo el nucleótido a la  áo- 
ción enzimática con un enzima como polinucleótido fosfori- 
lasa de Micrococcus lysodeikticus en un medio acuoso regula 
do a pH* alcalino, preferiblemente alrededor de 9,0 y de pre 
ferencia con t r j —hidroximetilaminometano, conteniendo tam­
bién dicho medio urea, un agente de quelntaoión, por ejem-
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1 pío la  sal disódica del ácido etilendiaminotetraacético, y 
cloruro magnésico, efectuando la  polimerización a tempera­
turas ordinarias, por ejemplo 25°C, hasta que se obtiene 
la  viscosidad máxima y después deteniendo la polimerización

8 enzimática y purificando el producto resultante mediante 
una serie de etapas que consisten en mezclar la  mezcla de 
reacción enzimática con un agente tensoactivo, un adsorben­
te sólido finamente dividido y fenol liquido concentrado, 
dejar que la  mezcla resultante sedimente, recuperar e l l i -

10 quido que sobrenada, separar del liquido que sobrenada cual 
quier partícula sólida en suspensión, precip itar e l polinu- 
cleótido por adioión de una solución acuosa salina satura­
da y alcohol e tílico  al liquido que sobrenada, preferible­
mente a.temperaturas bajas del orden de 3-5°C, recuperar el

- is - polinucleótido precipitado, disolver de nuevo el precipitar- 
do en agua, dializar la  solución acuosa del polinucleótido 
sucesivamente contra una solución de un agente de quelata- 
cíón, por ejemplo ácido etilendiaminotetraácetico, una so­
lución salina y agua, f i l t r a r  a través de un f i l t r o  M illi-

. 20 pore y papel de f i l t r o  (preferiblemente papel de 8 mieras) 
y l io f i l iz a r  hasta que.se obtiene un producto sólido.

*Bn este procedimiento, la  adioión del agente tensoao- 
tivo y del adsorbente, separa los enzimas nucleasas, inte­
rrumpiendo con ello la  acción enzimática posterior. Aunque

' 2 5  - pueden u tilizarse  cualquiera de los agentes tensoáctivos co 
nocidos, por ejemplo sulfatos de alcoholes, es preferible 
u tiliz a r  dodecilsulfato sódico. Bl adsorbente es preferible­
mente bentoni.ta aunque pueden u tiliza rse  tie r ra  de d ia to -

30
meas y otros tipos de adsorbentes. 121 fenol liquido os pre­
feriblemente una solución a l  'JO % de fenol on agua nue oo!:á
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regulada al pH de la mezcla de reacción enzimática, prefe­
riblemente utilizando el mismo regulador empleado en la rea 
lización de la  reacción enzimdtica.

El fenol extrae las  proteínas del producto de reac­
ción y hace posible la obtención de una solución transpa­
rente. la extracción con fenol se repite preferiblemente 
dos o tres  veces y después la  totalidad de la  fase acuosa 
que ha sido separada del fenol se centrifuga preferiblemen­
te, recuperándose el liquido que sobrenada.

La precipitación con alcohol y solución salina del 
polinucleótido se efectúa preferiblemente empleando una so­
lución saturada de cloruro potásico y un alcohol desnatura­
lizado conocido comúnmente por SHA, constituido por 95 % 
de etanol y 5 % de metanol. En lugar de cloruro potásico, 
pueden u tilizarse  otras sales que sean.solubles en solución 
hidroalcohólica, por ejemplo cloruro sódico, acetato potá­
sico o acetato sódico. El polinucleótido obtenido en la  pre 
cipitación con alcohol-sal se redisuelve preferiblemente en 
agua y se precipita de nuevo una segunda voz con alcohol- 
sal. El precipitado fina l se disuelve después en agua y se 
dializa sucesivamente, de preferencia a temperatura baja 
del orden de 3-5°C, contra una solución de un agente de que 
latación como ácido etilendiaminotetraacético capaz de ,e li­
minar el cloruro magnésico, una solución de una sal como 
acetato potásico capaz de eliminar el difosfato que no ha 
reaccionado y finalmente contra agua destilada, preferible­
mente 5 o 6 veces, hasta que se obtiene un producto puro de 
composición constante.

Después es preferible f i l t r a r  la solución dializada
30 antes de l io f i l iz a r . En la etapa de lio filinación , la solu-
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ción dializada f il tra d a  se coloca en bandejas y se separa 
el agua por secado por congelación*

Las etapas de proceso u tilizadas en la  preparación 
.de Poli I  y Poli C son la s  mismas a excepción del nucleóti- 
do utilizado como material de partida y tambión con la ex­
cepción de que en la  purificación úel Poli I, despuás de la 
precipitación filia l con alcohol-s".l e inmediatamente antes 
de la  d iá lis is , e l Poli I  se disuelve en agua y se agrega 
una solución de acetato potásico a un pH de 7,6 aproximada­
mente, siendo la concentración de la  solución de acetato po 
tásico ta l  que da una solución f in a l con una concentración 
que es la  cuarta parte de la  saturación con respecto a l  ace 
tato potásico. De esta forma precipita Poli I  quedando el 
difosfato que no ha reaccionado en solución. Ü1 Poli I  se 
disuelve en agua de nuevo y se purifica otra vez dializándo-- 
lo en la forma previamente descrita .,
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. la invención será ilustrada mediante.los siguientes 
ejemplos en los que las carcidades se dan en peso salv-. in­
dicación en contrario. ,

Preparación de Poli C
Se disuelven 26C g de citid ina 5 '-d ifosfato  en agua 

destilada para formar un to ta l de 4 l i t ro s  de solución y 
el pH se ajusta a 9,0 con hidróxido potásico. Se añaden 
2,6 l i t ro s  ¿e una solución acuosa 1 M de tri-h idrexim eti1- 
aminometano. Además se agregan 1040 mi de una solución acuo 
sa 8 IR de urea, 1300 mi de una 'solución acuosa 0,02 IR de la 
sal disódica de ácido etilendiaminototraacótico y 338 mi de 
una solución acuosa 0,2 li de cloruro magnósico. A --ute mez­
cla se a.*ade despuás el enzima polinucleótido fosforilasa de
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Mi ero coceas lysodeilcticus. Esta adición se realiza  a p artir  
de tres lotes diferentes de enzima constituidos por una so­
lución acuosa de 300 a l con una actividad de 12,6 unidades . 
por l i t r o ,  400 mi con una actividad de 28 unidades por l i ­
tro y .i 50 mi con una actividad de 31 unidades por l i tro , 
siendo* por lo tanto la actividad to ta l de 17)68 unidades . 
gramo. Se agrega agua adicional para llegar a un volumen to-' 
ta l  de 26 l i tro s  y se in ic ia  la  reaceión a la temperatura 
ambiente (25°C). Se toman muestras ¿é la mezcla de reacción 
en un tubo a intervalos de media hora y se observa la  v is­
cosidad determinando e l número de segundos necesarios para 
que la  mezcla salga del tubo. La viscosidad máxima se obtie 
ne al cabo de 4 horas y 45 minutos pero la  reacción se pro­
sigue durante media hora más, a l f in a l de la cual se obser­
va qué la viscosidad lia comenzado a disminuir.

En este momento se a ¡la den 260 mi do una solución a cu o 
sa a l 10 íLúe dodecilsulfato sódico a la mezcla de reacción, 
que después se agita durante 20 minutos. Después se agregan 
65 mi de una suspensión a l 4 /- de bectornta en agua y la mez 
cía se agita durante 20 minutos. A continuación la mezcla 
se transfiere a un tanque do doble pared, forrado de vidrio, 
de 3Ó galones (113)6 l i t ro s ) .

En una vasija d istin ta , provista de una salida en su 
fondo, se mezclan 610 mi de una solución acuosa 2 1.1 de' t r i -  
hidroximetilaminometano (pH 9,0) con 5000 mi de agua y 27 l i  
tros de fenol líquido constituido por 90 % de fenol y 10 
de agua. Esta mezcla se agita y después se agrega a la mez­
cla de reacción enzimática. Después de agitar durante 1 ho­
ra, la mezcla resultante se meja separar durante un periodo 
de 17 horas aproximadamente. A contiguación se separa la ca
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pa fenólioa. ,
La solución residual se tra ta  con 260 mi de una solu­

ción acuosa al 10 % de dodecilsulfato sódico, se agita du­
rante 15 minutos y despuós se trata 'con 65 mi de una suspen 
.sión a l 4 /- de bentonita y se agita durante 15 minutos. A 
la  mezcla resultante se agrega una solución regulada de fe­
nol, preparada mezclando por separado 27 l i t ro s  de fenol l i  
quido conteniendo 90 % de fenol y 10 % de agua, 610 mi de 
una solución acuosa 2 J  de tri-hidroximetilaminometano y 
5000 mi de agua. Despuós de la  adición de la  solución de 
fenol, la  mezcla se agita durante 1 hora y se deja que se 
separe. Se separa la  solución de fenol; se repite la  ex trac­
ción y la  mezcla se deja, sedimentar durante la  noche. Des-! ' ^puós de la  sedimentación, se extrae,la solución de fenol.

A la  solución residual - se ahaden 130 mi de una solu­
ción acuosa a l 10% de dod.ecilsuifato sódico seguida de 
agitación durante 15 minutos y 35 mi de una.suspensión a l 
4% de bentonita en agua seguido de agitación durante 15 mi 
ñutos. En una.vasija d istin ta  sé mezclan 13,5 l i tro s  de fe­
nol liquido, conteniendo 90 de fenol y 10 % de agua, con 
2500 mi de agua y 305 mi de una solución, acuosa 2 de t r i -  
hidroximetilaminometano. Ésta solución fenólica'se agrega 
a la  solución qué contiene el Poli C y la  mezcla*resultante 
se agita durante 1 hora, despuós dé lo cual.se deja que se 
separe y se elimina la  solución*fenólica. Se rep ite 'e s te  
mismo, procesé. * ...

Después la  totalidad de la  fase acuosa conteniendo 
a l Poli. 0 se .centrifuga y a oootinuación el líquido qúo so­
brenada so. in troduce en un  recinto fr ié -au n a  tomporatura 
de 4̂ *C aproximadamente. . .
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Entonces se anaden al liquido que sobrenada 3700 mi 
de agua saturada con cloruro potásico, seguido de 60 li tro s  
de una mezcla de 95 de alcohol e tílico  y 5 de alcohol 
metílico. la mezcla resultante se deja sedimentar durante 
la noche. El liquido que sobrenada se.separa por sifonación 
y e l precipitado se centrifuga, se recoge y se disuelve en 
18 li tro s  de agua destilada.

A la  solución resultante se añaden 2810 mi de agua sa­
turada con cloruro potásico y 40 li tro s  de una mezcla de 95% 
de. alcohol e tílico  y 5 de aloohol metílico.

Se recoge el precipitado resultante y se disuelve en 
18 li tro s  de agua, dejándolo permanecer durante toda la no­
che a una temperatura de 4°C. En este momento la solución 
tiene un pH de 7,2. Esta solución se introduce después en 
una pluralidad de tubos dializantes fabricados con celulosa 
regenerada, con un diámetro de 47 mm y mía capacidad de al­
rededor de 1 l i t ro  cada uno. Los tubos, conteniendo cada 
uno da ellos alrededor de 1 l i tro  de solución, son dializadoj) 
después contra 200 l i tro s  de una solución acuosa 0,01 M de 
ácido etileudiaminotetraacético, a un pH de 7,5, en un re­
cinto frío  a una temperatura de unos 4°C durante 24 horas, 
después son dializados contra la misma cantidad de una solu­
ción acuosa 0,1 M de acetato potásico a un pH igual y en las 
mismas condiciones de temperatura durante otras 24 horas y 
a continuación son dializados sucesivamente durante periodos 
de 6-24 horas, en las mismas condiciones de temperatura, con 
tra  la misma cantidad de agua destilada.

A continuación se.sacan las soluciones de los tubos 
dializantes y se f il tra n  por un f i l t r o  Millipore y papel de 
f i l t r o  de 8 mieras y se lava hasta una solución fina l do
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22 l i t ro s .  A continuación se,recupera el producto (Poli C) 
por lio filización , es decir, la  solución se coloca en bando 
jas y e l agua se elimina por secado por congelación.

Él Poli C en forma de su sal potásica neutra tiene 
las siguientes propiedades:
Valores de la  extinción rela tivos al contenido en fósforo: 

¿p , 260 mu, pH7 5,0+  1,0*x1()3
Relaciones espectrales a pH7:

250/260 0,86 + 0,03
28Q/260 0,80 + 0,03

Contenido en fósforo:
Mi cromóle s/mg Porcentaje de P
2,7 + 0,5 - 8,4 + 1 ,5

Coeficiente de sedimentación:
S20,w
8-13

Dnpurezas de bajo peso molecular:
Ultracentrifuga nó detectadas
Cromatografía de papel no detectadas

Homogeneidad con respecto a la base Purina o Pirimidina: 
Degradar con ribohuleasa no se detectan contami- 
y examinar por electrofo nantes,
re s is  en papel

EJEMPLO 2
Preparación de Poli I  .

El procedimiento es él mismo que en;el Ejemplo 1, a 
excepción de que se u tiliz a  inosina 5 '-difosfato en lugar 
de citidina 5 '-difosfató y en e l proceso-de recuperación, 
después de la precipitación f in a l con alcohol-sal e inmedia
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tamente antes de dializar, el Poli I se disuelve en agua y 
se arlado una solución de acetato potásico a pH7,6 aproxima-- 
damenta, siendo la concentración de la solución de acetato 
potásico ta l  que da una solución f in a l cuya concentración 
es la  cuarta parte de la  saturación.con respecto al aceta­
to potásico. De esta forma precipita el Poli I que se disuel 
ve de nuevo en agua destilada y se purifica otra vez d ia li-  
zando en la  forma descrita en el ejemplo 1.

El Poli I  tiene las siguientes propiedades:
Valores de la  extinción relativos al contenido en fósforo:

. í p ,  260 mu, pH7 6 , 0 + 1 , 0 x 1 0 ^
Relaciones espectrales a nH 7 :

250/260 1,63 + 0,05
280/260 0,28 + 0,02

Contenido en fósforo:
Micromoles/mg Porcentaje de P
2,2 + 0,5 6,8 + í,5  %

Coeficientes de sedimentación: 
S2Q,w 
10-15

Impurezas de bajo peso molecular:
Ultracentrífuga no detectadas
Cromátografia de papel no detectadas

Homogeneidad con respecto a la  base Purina o Pirimidina: 
Degí-adar con á lca li y exa- no se detectan conta­
minar por electroforosis . minantes 
de papel
El Poli C preparado como en e l Ejaiaplo 1 y ul Poli 1 

preparado como en el Ejemplo 2 pueden sor mezclados a con­
centraciones equimolRculnres * en solución salina regulada
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con fosfato 0,01 M a ph 7)2, conteniendo 5 x 10**̂  moles por 
l i t r o  de cloruro magnésico para formar P1:C y ser u ti l iz a ­
dos en la  forma descrita en Science, Volumen 162, páginas 
811-813.

La invención tiene la  ventaja de que permite la 
preparación y purificación de polinucleótidos, por ejemplo 
Poli I  y Poli C, de forma que se puede controlar la  compo­
sición del producto resultante dentro de lím ites bien defi­
nidos y eliminar los subproductos que pueden ser tóxicos o 
indeseables por alguna otra razón.

En resumen, la  Patente de Invención que se so li­
c ita  deberá recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para la preparación de los 

polinucleótidos Poli C y Poli i  que consiste en someter 
atid ina 5 '-d ifosfato  o inosina 5 '-d ifosfa to , respectivamen­
te , disuelto en agua y regulado a un pR de 9 aproximadamen­
te , a polimerización enzimática con polinucleótido fosfori- 
lasa procedente de hicrococcus lysodeikticus. conteniendo 
también dicha solución urea, sal disódica de ácido e tilen - 
diaminotetraacético y cloruro magnésico, realizando la po­
limerización enzimática hasta que se obtiene una viscosidad 
máxima y después recuperando el producto por las siguientes 
etapas: -
(a) mezclar la  mezcla de reacción enzimática acuosa con un 

agente.tensoactivo y un absorbente sólido finamente di­
vidido para detener la  reacción enzimática y separar las 
nucleasas;

(b) extraer repetidas veces la  solución residual con fenol 
líquido regulado a l ph de la  mezcla de reacción enzimá-
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tica  para separar la  proteína;

(c) p recip itará , polinucleótido por adición de una solución 
salina acuosa y alcohol e tílico  al liquido obtenido en 
(b);

(d) recuperar e l precipitado de (c) y disolverlo de nuevo 
en agua;

(d') cuando se u ti l iz a  inosina 5 '-d ifosfa to , mezclar la so­
lución de la  etapa (d) con una solución de acetato potá 
sico en agua a un pü de 7)6 aproximadamente y a una con 
centración suficiente para dar una solución fin a l cuya 
concentración es la cuarta parte de la saturación con 
respecto al acetato potásico, recogiéndose el poli— 
nucleótido precipitado y disolviéndolo en agua otra 
vez antes de la  siguiente etapa;

(e) d ia liza r la  solución acuosa de (d) contra una solución 
de un agente de quelatación capaz de separar los iones 
metálicos;

(f) dialigar la solución de (e) contra una solución salina 
capaz de separar el nucleótido que no ha reaccionado;

(g) d ia lizar repetidas veces la solución de (f) contra agua 
destilada y

(h) recuperar el polinucleótido resultante.
2. Un procedimiento según la  reivindicación 1,

en el que se repite la  etapa (c).
3. Se reivindica por último como objeto sobre el

que ha de recaer la  Patente de Invención que se so lic ita :
"UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE LOS POLINUCLEOTI-
DOS POLI C Y POLI I " .
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en 

la  presente Memoria descriptiva, que consta de catorce pá­
ginas mecanografiadas. ' .

. Madrid, 4 de diciembre de 1970.
BERNARDO UNGRIA 

' P-P.
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