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(57) KIVONAT

A taldlmény tdrgya eljaras ribonukledz dimer elG4llita-
sdra, melynek sordn

a) ribonukledz oldatot 4llitanak el gy, hogy ribo-
nukledz monomereket adagolnak egy legaldbb 9-es
pH-értékd puffer oldathoz,

b) egy parafaimidét kapcsol6reagenst adagolnak a
ribonukledz oldathoz, és a ribonukledz monomereket
dimerizaljak, mikdzben a reakcidelegy pH-értékét
nem engedik 9 al4 csokkenni.

c) a dimerizéciés reakci6t egy adott ponton ledllit-
jék’

d) a kapott dimeriz4lt ribonukle4zt folyadékkroma-
tografidsan tisztitjdk, oly médon, hogy a c) lépésben a
dimeriz4ci6s reakciét gy éllitjdk le, hogy sav adago-

A leirds terjedelme: 10 oldal (ezen beliil 2 lap dbra)

lasdval az oldat pH-értékét 710,2-re csokkentik, a ka-
pott oldatot téményitik, majd a d) tisztitdsi 1épésben
két folyadékkromatogréfias tisztitdsi 1€pést alkalmaz-
nak, ahol az elsG tisztitdsi 1épésben kapott, f6 tomegé-
ben ribonukleaz dimert tartalmazé frakcidt toményités
utan vezetik a masodik tisztitasi 1épésbe; és

kivant esetben a kapott ribonukledz dimert sémen-
tesitik a médsodik kromatografids tisztitdsi 1épés el6tt
vagy utdn, és

kivéant esetben a kapott ribonukledz dimerbdl elti-
volitjak az endotoxinokat, és

kivant esetben a tisztitds sordn kapott ribonukleaz
monomereket tartalmazé frakciékat visszavezetik a b)
lépésbe.
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Jelen taldlmdny tdrgyit ribonukledz dimerek el54llita-
séra szolg4l6 eljdrds képezi.

Az eddig ismert antibiotikumokra rezisztens baktéri-
um torzsek és virusos megbetegedések egyre novekvs
szédma teszi sziikségessé azt, hogy dj gy6gyszereket pré-
béljunk ki emberek és 4llatok kezelésében. A jelenleg al-
kalmazott szdmos kezelési méd és gyégyszer kozott is-
mertek olyanok, amelyben enzimek monomer form4jat
Juttajdk be kiilonbdz6 betegségekben szenveds betegek
kezelése sordn. Néhany esetben erre azért van sziikség,
mert bizonyos betegségek soran bizonyos enzimek akti-
vitdsdban (mikodcképességében) csikkenés tapasz-
talhat6. Az enzimek katalitikusan aktiv fehérjék, amelyek
az €16 szervezetekben szinte az 6sszes 6 életfolyamatban
részt vesznek. fgy szdmos enzimet akir egyedileg, akdr
bizonyos kombinécikban kiilonboztettek meg fizikoké-
miai, fiziolégiai vagy biol6giai hatdsai 4ltal.

A ribonukledzok az egyik olyan enzimcsaldd a kii-
16nb6z8 enzimek koziil, amelyekr6l ismert, hogy tera-
pids hatdssal birak illetve kiilonbozs betegségek sordn
aktivitdsuk csokken. A ribonukledzok a nukledris (sejt-
magban taldlhat6) enzimek egyik csoportja, amelyek
szdmos dllatban és novényi organizmusban ltaldénosan
megtaldlhaték. A ribonukledzok izoldldsdra szolgals
eljdrdsok vizsgélatit Schmidt és McDonalds inditotta
el az 1950-es évek kdzepén. Ezzel az enzimmel kap-
csolatos szdmos felfedezés koziil az egyik megiéllapitas
az volt, hogy rakos szdvetekben nagymértékben csok-
kent ezen ribonukledzok aktivitdsa. Egy esetben kimu-
tattdk, hogy leukémids egerekben a savas ribonuklez
aktivitds jelentSs csokkenést mutat, mely kiilsndsen
ezen 4llatok lépszoveteib8l nyert mitokondrium és
mikrosz6ma frakci6kban volt megfigyelhet5. Ehhez
hasonlé tanulményok azt jelezték, hogy ribonukledz
adagoldssal lehetséges a virusos leukémidval egyiitt
Jaré tiinetek megel6zése vagy kezelése.

Sajnos a ribonukleaz alkalmazéséval elérhets lehet-
séges elonyos hatdsai nem val6sithat6k meg elssorban
ezen enzim monomer forméjinak erdsen toxikus tulaj-
donsdgénak koszonhetSen. Péld4ul tenyésztett fibrob-
lasztokkal végzett vizsgdlatokban citotoxikus hats fi-
gyelhet6 meg monomer formdban 1év6 ribonukledz
esetén még akkor is, ha igen alacsony dézisokat alkal-
mazunk. Nyilvdnval6, hogy olyan eljirss kifejlesztése
sziikséges, mely a ribonukledzzal elérhets lehetséges
elényds hatdsokat maximalizilja, mig az enzim mono-
mer formédjéval egyiittjaré kdros citotoxikus hatdsokat
minimalizilja.

Ujabban felfedezték, hogy ribonukledzbdl olyan
antivirdlis és antibakteridlis készitményeket lehet al-
kotni, melyek nem fejtenek ki citotoxikus hatdsokat, ha
az enzim dimer formdin alapul6 készitményt llitunk
el6. Dimer formdban 1év§ ribonukledz készitmények
alkalmazdsa hatdsosnak bizonyult szdmos fert6z6 be-
tegség kezelésében, és ugyanakkor nem okoz a mono-
mer formdval 4ltaldnosan egyiittjiré ersen citotoxikus
hatdsokat. Ribonukledz dimerek kiilonbozG terdpids
kezelésekben torténG alkalmazisit ismertetik a
WO 89/11 294 szdmon kozrebocsétott nemzetkdzi
(PCT) bejelentésben.
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A ribonukledz dimerek elGéllitdsdra tobb eljdrds is
ismert, melyeket az aldbbiakban ismertetiink réviden.

Wang és tarsai [Biochemistry 15 (3), 660—665. ol-
dalak, (1976)] a dimerek el64llitdsa sordn tobbféle pH-
értéken dolgoztak, optimélis intervallumnak a 7,5-
8,0 pH-tartoményt jel5lték meg, és a maximdlis kiter-
melést 20% koriil jelezték. A dimerizdci6és reakci6t
ammonium-acetdt adagoldsdval allitottak le, azonban
az el nem reagélt ammoénium-acetdt a kapcsolészerrel
reagal, azt tovabbi felhaszndldsra alkalmatlann4 téve. A
terméket egy Iépésben tisztitottdk oszlopkromatografi-
4san.

Hartman és tarsai [Biochemistry 6, 2439-2448. ol-
dalak, (1967)] 10,5-6s pH-értéken végezték a dimeri-
z4ciét, kapcsolészerként dimetil-adipimatot alkalmaz-
va.

Bartholeyns és tdrsai a Wang-féle eljards olyan val-
tozatdt ismertették [Science 186, 444-445. oldalak,
(1974)], melyben dimetil-parafaimidétot alkalmaznak
kapcsoldszerként. A dimerizdci6 eldllitdsat és a tiszti-
tdst ugyantgy hajtottdk végre, mint a Wang-féle méd-
szernél.

A Koostra és tarsai 4ltal lefrt médszer [Biochim. et
Biophys. Acta 631 (3), 439450 (1980)] 1ényeges ele-
meiben megegyezik a fent ismertetett Wang-féle méd-
szerrel, €s az apré véltozdsok nem hozhaték kapcsolat-
ba a jelen taldlmdny szerinti megold4ssal.

Bér a ribonukledz dimerek monomer form4jukbél
torténd elbdllitisdra a fenti eljardsok ismertek, valto-
zatlanul nagy fontosséggal bir, hogy képesek legyiink a
dimer forma nagy mennyiségének olcsé és hatékony
titon val6 eld4llitdsdra. [gy nagyon kivénatos egy olyan
rendszer kidolgozasa ribonukledz dimerek elallitdss-
ra, melynek segitségével szennyezdket — mint pl. mo-
nomereket, multimereket és més szennyezé anyagokat
— minimélis mennyiségben tartalmazé terméket lehet
eldallitani.

A jelen taldlmdany tirgya a fentiekkel sszhangban
egy hatékony eljaras tisztitott ribonukledz dimer el54l-
litasdra, melynek sordn

a) ribonukle4z oldatot 4llitunk elS gy, hogy ribo-
nukledz monomereket adagolunk egy legaliabb 9-es
pH-értékd puffer oldathoz,

b) egy parafaimidit kapcsoléreagenst adagolunk a
ribonukledz oldathoz, és a ribonukledz monomereket
dimeriz4ljuk, mikozben a reakcidelegy pH-értékét nem
engedjiik 9 al4 csokkenni,

¢) a dimerizécids reakci6t egy adott ponton ledllitjuk,

d) a kapott dimeriz4lt ribonukledzt folyadékkroma-
togréfidsan tisztitjuk, oly médon, hogy a c) épésben a
dimeriz4ciés reakci6t gy 4llitjuk le, hogy sav adagol4-
sdval az oldat pH-értékét 740,2-re csdkkentjiik, a ka-
pott oldatot tdményitjiik, majd a d) tisztitasi 1épésben
két folyadékkromatogréfids tisztitdsi lépést alkalma-
zunk, ahol az elsé tisztitdsi Iépésben kapott, f5 tomegé-
ben ribonukle4z dimert tartalmaz6 frakci6t toményités
utdn vezetjiik a masodik tisztitdsi lépésbe; és

kivint esetben a kapott ribonukledz dimert sémen-
tesitjiik a mdsodik kromatogréfias tisztitdsi 1épés elGit
vagy utén, és
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kivant esetben a kapott ribonukledz dimerbdl elta-
volitjuk az endotoxinokat, és

kivint esetben a tisztitds sordn kapott ribonukledz
monomereket tartalmaz6 frakcidkat visszavezetjiik a b)
lépésbe.

A fenti eljarast alkalmazva nagy mennyiség( tiszti-
tott ribonukledz dimer terméket allithatunk elG, és e
termék kiilondsen alkalmas szdmos virusos és bakteria-
lis betegség kezelésében.

A jelen taldlmény targyét képezd eljaras djdonsdga
és haladé jellege alapvetSen azon a felismerésen alap-
szik, hogy a dimeriz4ci6s reakci6t egyszertien le lehet
éllitani a pH-érték 7-re torténd csokkentésével, és igy
nincs sziikség ammoénium-acetdttal végzett lefojtdsra,
ezdltal lehetSség nyilik arra, hogy az el nem reagalt
monomereket tartalmazé oldatot visszavezessiik egy
tijabb kapcsoldsi reakci6ba, ami nyilvdnvaléan jelentds
megtakaritassal jar, kiilonos tekintettel az alkalmazott
reagensek magas 4rara.

Tovébbi eldnye a taldlmany szerinti eljardsnak, hogy
a két 1épésben alkalmazott folyadékkromatografids tiszti-
tds ipari méretd termelésre is kivdl6an alkalmas.

Az 1. és 2. dbra a jelen taldlmdnynak megfelelGen
végrehajtott ioncseréld kromatografidval nyert eldicids
kép grafikus megjelenitését mutatja.

A jelen taldlmédny szerint ribonukledz dimer formdi-
nak elddllitdsdban barmely jelenleg hozziférhetd ribo-
nukledz monomert alkalmazhatunk kiinduldsi anyag-
ként. Jelen taldlményban olyan ribonukledz monome-
reket alkalmazunk, amelyeket a Serva Feine BioChe-
mica. GmbH. Heidelberg cégtdl véasdroltunk, katalégus
szdm: 28 260. Az alkalmazott monomerek tartalmaz-
hatnak Ribonukledz A-t vagy barmely mds, a kereske-
delemben hozzaférhetS kiilonbsz6 ribonukledzt. A kap-
csoldsi reakcithoz a ribonukledz monomereket gy ké-
szitjiik elS, hogy a ribonukledz monomereket egy fosz-
fat pufferben szobahSmérsékleten oldjuk fel egy ribo-
nukledz monomer oldat-készitése céljabél. Az alkalma-
zott puffer eldnyosen egy 0,1 mél/l dindtrium-hidro-
gén-foszfat dihidrat puffer, és a monomert az oldat
legaldbb kb. 2 6ran keresztiil toérténd folyamatos keve-
résével oldjuk fel. Egy megfelelé puffer oldatot kb.
70 g dindtrium-hidrogén-foszfat dihidrat kb. 1000 ml
vizben val6 oldasdval készitiink. Bar az alkalmazott
reagensek €s oldatok aktudlis mennyisége a jelen taldl-
mdnyban véltozhat, a taldlmédny szerinti dimeriz4ci6s
reakciét kb. 40-60 g ribonukledz monomernek egy kb.
5 liter dindtrium-hidrogén-foszfat dihidrdt puffert tar-
talmazé f6zGpohdrban valé felolddsdval val6sitjuk
meg. Az is eldnyos, hogy a monomer oldatot legaldbb
9 koriili, legelGny6sebben 10 koriili pH értékre llitsuk.
A pH dliitast 0,1 m6l/t NaOH-dal végezhetjiik.

A dimerizéci6s reakciét a ribonukledz monomer
oldathoz egy parafaimidat kapcsol6 reagens részletek-
ben torténd adagoldsdval engedjiik végbemenni, mi-
alatt a pH-t legaldbb 9 koriili értéken vagy e folott
tartjuk, elényosen 10 koriili értéken (10=0,2) tartjuk. A
jelen taldlmanyban elGnyos egy dimetil-parafaimidat
kapcsol6 reagens alkalmazdsa, de mds ismert parafa-
imidat kapcsol6 reagens is haszndlhat6. A fent ismerte-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

56

60

tett médon készitett monomer oldathoz elSnyGsen 4—
6 g dimetil-parafaimidétot adunk, és a kapcsold rea-
gens kb. 1 percen beliil oldédni fog. Mégneses keverdn
vagy mas eszkozzel torténd folyamatos keveréssel, a
dimeriz4cids reakciét kb. 30—60 percig kb. 25 °C szo-
bahémérsékleten (2515 °C) hagyjuk végbemenni. A re-
akci6t pH 7 koriili (740,2) értékre valé csokkentésével
allitjuk le, és ez 1 m6l/1 HCI oldat adagoldsdval végez-
hetd el. Ezen a ponton elGny0s, ha a kapott keveréket
bekoncentréljuk egy tangencidlis dramlési rendszert al-
kalmazva, ahogy ezt aldbb részletesebben ismertetni
fogjuk.

Hasznos, ha a kapcsoldsi reakci6 elinditdsatdl sza-
mitott kiilonboz6 idGpontokban az oldatb6l vizsgilati
mintdkat vesziink és ezeket gélelektoroforézis analizis
ald vetjilkk. A gélelektroforézis vizsgélatok azt mutat-
jak, hogy bdr az enzim monomer formdja szinte az
Osszes vizsgalt frakci6ban tisztdn l4thatd, a ribonukledz
dimer formdjanak megfelel§ csik vildgosan lathaté kb.
15 perc utdn, és ez a csik a reakcié elSrehaladdsdval
egyre kifejezettebbé vélik. Az enzim oligomer formdi
szintén megfigyelhetSk a kapcsol6 reagens hozzdada-
sdt kovetden kb. 30 perc milva. A ribonukledz mono-
mer formajdnak relativ molekulatdomege kb. 15 000, és
a dimer formdja kb. kétszer ekkora méretd.

Annak érdekében, hogy nagy mennyiségil terméket
4llitsunk el6, mely elsGsorban tisztitott ribonukleaz di-
mert tartalmaz, el6nyds, hogy a dimerizalt ribonukleaz
oldatot legaldbb két sziirési lépésen vezessiik keresztiil
azért, hogy izoldljuk a ribonukledz dimert és eltavolit-
suk a monomer vagy multimer formdban 1évé ribonuk-
ledzt. Az eltavolitott nem dimerizélédott ribonukledz
monomereket ily mddon Osszegydjtjiik és a jelen taldl-
mény szerint elénydsen visszavezetjiik, ezzel tovabb
maximalizdljuk az enzim dimer forméjanak elGallitdsa-
nak hatékonysagit.

A dimerizélt ribonukledz oldatbdl az oligomerek
elvélasztasanak céljabdl eldnyos, ha az oldatot egy
folyadékkromatografids oszlopon szirjilk at. Az el6-
nyds megvaldsitds szerint a szdrést egy Sephadex gél-
szlirG oszlop alkalmazasaval végezziik. Egy 25 cm at-
mérdji és kb. 120 cm hosszi Sephadex oszlopot készi-
tiink, amit kb. 60 liter 50 mmd6l/l amménium-hidrogén-
karbonat, kb. 8,6 koriili pH-ji oldattal mosunk. Ezt a
karbonit puffert kb. 4 g amménium-hidrogén-karbonat
1000 ml vizben val6 olddsdval készitjik. A fent kapott
ribonukledz oldat teljes mennyiségét az oszlopra visz-
sziik és egy egyensiilyi pufferrel eludljuk. Egy frakcié-
szedS, mint pl. LKB 2211 Suprec, felhaszndldsdval
frakci6 oldatokat gydjtiink, és az oldat dramldsi sebes-
sége durvdn 80 ml percenként. Az eliciés képet egy
regisztrilé berendezés, mint pl. LKB 2210, segitségé-
vel kirajzoltatjuk 0,5 mm/perc sebességet hasznélva. és
az adszorbci6t 280 nm hulldmhosszon egy LKB 2238
UNICOR SII fotométerrel mérjiik.

Az igy végzett sziirési lépéssel nyert eliciés kép
ltaldban hiarom fehérjecsiicsot mutat: az elsd fehérje-
csiics a ribonukledz multimereket jelzi, a masodik fe-
hérjecsics a dimer formdknak felel meg, és az utolsé
fehérjecsics az enzim monomer formdban marado



1 HU 212929 B 2

mennyiségének felel meg. Ezen a ponton tanicsos az
egyedileg gydjtott frakciSk vizsgilatat elvégezni gél-
elektroforézis analizist alkalmazva. Ilyen vizsgilat
SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) se-
gitségével végezhetd amint ezt Thomas és munkatér-
sai, PNAS 72,2626 (1975) cikkben kozolték. Ezen
elektroforetikus vizsgdlat sordn mindegyik gydijtott
frakci6bél eldnydsen kb. 50 pl-t 6sszekeveriink 50 pl
fedS pufferrel és kb. 10 percig kb. 95 °C-on forraljuk.
Ezt kévetden ebbdl a keverékbdl 25 pl-t tsltiink be a
gélzsebbe. Végiil, az elektroforézist kb. 4 6ran keresz-
tiil 20-35 mA 4dramerdsséggel hajtjuk végre azért, hogy
a ribonukledz enzimek kiilonb6zs forméit egymast6l
elvdlasszuk. A fehérjecsikokat festékkel, mint pl. Coo-
massie Blue R250 (Merck), torténé festéssel tessziik
lathatéva.

A fenti SDS-PAGE elektroforézis rendszert alkal-
mazva a ribonukledz monomer, dimer vagy oligomer
formdit, vagy ezek keverékét tartalmazé frakciék azo-
nosithaték és egymdstl elvélaszthaték. A frakciék
Osszetételének azonositdsa utdn a féként dimer format
tartalmazé frakciokat izoldljuk és osszegydjtjik. Az
osszegy(jtott dimer frakcidkat elénydsen 800 ml-re
koncentrdljuk be egy tangencidlis 4dramldsi rend-
szerben. A tangencidlis draml4si rendszer membrén
diafragmdjét egy megfelels oldattal djra mossuk iigy,
hogy nagyobb mennyiség( dimert tartsunk vissza. EI5-
nydsen ezt az oldatot liofiliz4ljuk és a tovabbi 1épések
elvégzéséig 4 “C-on tdrolhatjuk. Ideslis esetben a liofi-
lizdldst gy végezziik, hogy az oldatot kb. 200 ml-es
adagokra osztjuk szét 500 ml-es gomblombikba és fo-
lyékony nitrogén atmoszférdban egy rotéciés evapora-
torba helyezziik. A gémblombikot tomitéssel szorosan
lezérjuk €s 30 percig -30 °C-on tartjuk, ezdltal az
anyag liofilizal6dik.

Mivel a kiindulési anyagok gyakran drigdk lehet-
nek, kiilondsen elényds, ha az el6z6 sziirési 1épésben
kiszdrt monomereket -visszavezetjiik a jelen talél-
many szerinti dimerizdci6s folyamatba. Ez dgy vé-
gezhetS, hogy Osszegydjtjiik azokat a frakcidkat, me-
lyekben jelentSs mennyiségii ribonukledz monomere-
ket azonositottunk, ezeket egy tangenciélis dramlési
rendszert alkalmazva koncentraljuk, és a fenti kap-
csol6 reagenst adjuk hozzd. A kapcsoldsi reakcié a
fent ismertetett médon megy végbe, és eldnydsen a
fenti szlirési 1épést is elvégezziik. A visszavezetett
ribonukle4z liofiliz4l4sa utén az djonnan kapott dime-
reket alaposan Osszekeverjiik az els6 dimerizaci6s
1épésben kapott dimerizélt termékekkel. Ezzel a re-
ciklizdl6 eljardssal a dimer termék Kkitermelésének
30%-os ndvekedését érhetjiik el.

A fent kapott elsGdleges dimeriziciés oldatot to-
vébb tisztitjuk egy méasodik sziirési 1épést végezve ab-
b6l a célbdl, hogy a dimereket még jobban elvilasszuk
a monomerekt6l €s oligomerektdl tovabbi, hogy a vég-
termék tisztasagat tovabb noveljitk. Ebben az esetben
elonyds, hogyha a fent kapott liofilizalt enzimkeveré-
ket egy gélsziirésre alkalmas anyagon, mint pl. Sepha-
dex G 50 F oszlopon eludljuk. Ebben a lépésben az is
elonyds, ha az oszlopot 5 koriili pH értékre Allitjuk, és
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ezt egy 0,2 mé6l/l nétrium-acetat puffer alkalmazasival
érhetjiik el. A nétrium-acetdt pH =5 puffert kb. 27 ¢
natrium-acetat trihidrat 1000 ml vizben valé6 oldds4dval
készitjiik.

A misodik fehérjecsicsnak megfelel§ osszegydjton
frakcidkat, amint azt elsG sziirési lépésben végzett mé-
résekkel meghatdroztunk, a Sephadex oszlopra visz-
szilkk. Elényosen az elsG sziirési 1épésben ismertetett
koriilményeket és anyagokat alkalmazhatjuk djra a
frakci6k mésodik sziirési 1épésénél is. Az eliiciés képet
ismét felvesszilk és ezt haszndljuk a mésodik sziirési
lépést kovetSen gydijtott kivant frakcidk azonositisa-
ban és izoldlasdban. Ebben az esetben az eliicids kép
egy nagymennyiségl dimert tartalmazé {6 fehérjecsi-
csot €s csak két gyenge mdsodlagos fehérjecsicsot
mutat.

Ujra eldny0s, ha az 6sszegydjtott frakciokbdl elvé-
gezziik a ribonukledz enzimek SDS-PAGE analizisét.
amint ezt fent jeleztiik. E vizsgdlatok szerint az eltcids
kép f6 fehérjecsicsdnak megfelel§ frakcidk alaposan
tisztitott ribonukledz dimer terméket tartalmaznak.
Ezen a ponton a f6 fehérjecsiicsdnak megfelels frakci-
Okat 6sszegyfjtjiik és elényssen egy tangencidlis dram-
ldsi rendszer segitségével koncentraljuk. Az is elonyds.
ha ennél a pontndl egy sétalanitsi 1épést is végrehaj-
tunk a frakciék Sephadex G25 oszlopon keresztiil tor-
ténd sziirésével. A sétalanitdsi 1épést kivitelezhetjiik
egy 25 cm 4tmérdjid és 65 cm hosszi és 32 liter alaptér-
fogati oszlopon 15 liter/6ra dramldsi sebességgel mii-
kodtetve. Tovabba, egy 50 mmdl/l amménium-hidro-
gén-karbonit puffert hasznalunk.

Ennél a pontnél 1év§ termék alaposan tisztitot ribo-
nukledz dimer terméket fog tartalmazni. Ahhoz azon-
ban, hogy a liofilizalt, ribonukledz dimereket tartalma-
z6 termékbdl egy gylgydszatilag alkalmazhat6 format
kapjunk, ajanlott, hogy a dimereket endotoxin eltdvoli-
tasi folyamaton vezessiik keresztiil. Ezért el6nyés, ha a
fent kapott tisztitott dimer terméket egy tovébbi kro-
matogréfids eljardsnak vetjiik ald, mint pl. egv nagy
endotoxin megkotd képességd Detoxigel oszlopon
(Pierce Chemical Company, USA) keresztiil eluiljuk.
A detoxigel endotoxin megk6t6 képessége kb.
2 mg/ml. Mivel méds komponensek, pl. fehérje dime-
rek, nemspecifikus kotddése is lehetséges, a dimerizalt
anyag maximdlis visszanyerése a pufferek fiziolégids
pH tartomdnyban val6 alkalmazisival érhetS el. Egy
maximdlis dimer kitermelés elérés érdekében 0,1-
0,5 mél/1 séoldatot (pl. NaCl) adunk a sziikséges pH
tartomanyban. Altalsban 1500 endotoxin egység/ml
(E. U./ml) endotoxin tartalmii oldatot detoxifikalé osz-
lopon valé kromatogrdfidval 1,0 E. U./ml énék ald
csokkenthetd.

A ribonukledz dimer oldat endotoxinoktél valé meg-
szabaditdsa utdn az oldatot Osszegydjtjiik, sterilre szir-
jiik, és liofilizdldshoz steril gémblombikokba osztjuk
szét. A végtermék endotoxin tartalmét egy diagnosztizalé
rendszer segitségével, mint pl. ,,Coatest (R)” (Kabi-Vit-
rum, Miinchen) hatdrozhatjuk meg. Ez a vizsgdlat a Li-
mulus—AmoeboCyten—Lysat (LAL) endotoxinnal valé
aktivéldsan alapszik. Az aktivélt LAL p-nitroanalint, egy
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sdrga szin@ festéket hasit le a kromogén szubsztratbél (S—
2423), melynek extinkci6j4t, mint az endotoxin tartalmat
405 nm-en spektrofotométeren mérjiik. Ha az endotoxin
tartalom 0,1 ng/mg alatti, a dimer oldatot gémblombi-
kokba rakjuk és liofilizaljuk.

A fenti folyamatot annyiszor ismételjiik, ahdnyszor
sziikséges a kivdnt mennyiségd ribonukledz dimer vég-
termék eléréséhez. Az egyedi dimer termékeket tiszti-
tds utdn sterilizdlhatjuk vagy sziikség szerint tovabb
liofilizaljuk, és homogén ribonukledz dimert fogunk
kapni, amely igen hatékony szdmos virilis és bakteria-
lis betegség kezelésében, mint azt a WO 89/11 294
szdmon kozrebocsdtott nemzetkdzi (PCT) szabadalmi
bejelentésben ismertetik. Az anti-virélis és anti-bakte-
ridlis hatds mellett a ribonukledz dimerek m4s terapids
elényokkel is birnak, pl. gyulladdsgétiéként és anti-
hisztamin reagensként is ismertek az enzim monomer
forméjdndl tapasztalt lehetséges citotoxikus hatds je-
lentkezése nélkiil. A jelen eljdrds kiilondsen hasznos
tisztitott ribonukledz dimer termékek nagy mennyiség-
ben torténd hatékony eldillitasdra. A jelen taldlmany
szerinti eljardsdt alkalmazva a kapott ribonukledz di-
mer termékek enzimaktivitdsdt ribonukleinsav oldato-
kon vizsgilhatjuk és a ribonukledz dimer hozzdaddsa
utdn egy spektrofotométeren kovethetjiik. Ezt az elj4-
rdst alkalmazva lehetdség nyilik alaposan tisztitott di-
mer forméban 1€v6 enzim el64llitds4ra és az aktivitdsa-
nak vizsgélatéra is.

A kovetkez6 példdkkal a jelen taldlmany tirgydnak
bemutat4sat kivanjuk szolgdlni anélkiil, hogy birmely
értelemben ezekre korldtozédnank.

1. példa

Ribonukledz dimerek elédllitdsa

50 g ribonukledz monomert egy 5 liter 0,1 mél/l
dindtrium-hidrogén-foszfit dihidrat oldatot tartalmazé
edényben oldunk fel, és a pH-t 0,1 mél/1 NaOH oldattal
10-re dllitjuk. A dindtrium-hidrogén-foszfat dihidrat
puffert 70,98 g dinatrium-hidrogén-foszfat dihidrat
1000 ml vizben val6 olddsdval készitjiik. Ezutén 5 g
dimetil-parafaimidét (Sigma, No. 29F3687) kapcsol6
reagenst adunk 25 "C-on (szobahdmérséklet), és a di-
metil-parafaimidat 1 perc alatt feloldédik. Az oldat pH-
Jat folyamatosan ellendrizziik és 10-re liitjuk 0,1 méi/]
NaOH-dal. M4gneses keverdvel az oldatot folyamato-
san keverjilkk és a reakci6t 45 percig végezziik kb.
25 "C-on. A reakci6t a pH 7 koériili értékre val6 csok-
kentésével dllitjuk le 1 m6l/1 HCI hozzdad4s4val.

A kapcsoldsi reakci6 elinditdsdt kovetSen kiilonbo-
z6 idSpontokban vizsgdlati mintdkat vesziink, melye-
ket gélelektroforézissel analizalunk. A ribonukledz mo-
nomereket, dimereket és multimereket SDS gélen vi-
lasztjuk el. Az alkalmazott ribonukle4z monomer rela-
tiv molekulatémege 15 000, a dimer formaé ennek kb.
kétszerese. Az elektroforézissel végzett vizsgalatok azt
mutatjdk, hogy a dimereknek megfeleld fehérjecsik
tisztdn l4thaté 15 perccel a kapcsol6 reagens hozzaads-
sa utdn, és ez a fehérjecsik egyre kifejezettebbé vilik a
reakci6 elGrehaladtival. Tovabb4, a ribonukledz oligo-
mer formdi 30 perc elteltével képzddnek.
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A dimerizdlt ribonukledz oldatot 800 ml-re kon-
centrdljuk be egy tangencidlis dramldsi rendszerben
(Millipore). A Millipore rendszer egy Filtron Aussch-
luss 10 000 d sziirst, egy 7 bar szakit6szilardsdgd ole-
fin membrant és egy Verder 80W 20-30 # 60 079 tipu-
si pumpdt tartalmaz. A bemeneti nyomds 2 bar, a ki-
meneti nyomas minimélisan kisebb, mint 0,2 bar. A
munkakapacitds kb. 1 liter 6rdnként. A berendezés
holttere kb. 400 ml, ezért a koncentrilasi folyamat be-
fejezésekor a berendezést 400 ml-re 4t6blitjik, igy a
végtérfogat 1200 ml lesz.

A koncentrélt ribonukledz oldatot ezutdn Sephadex
G 50 F (Pharmacia) oszlopon val6 sziirési folyamatnak
vetjiik ald a dimeriziciés folyamat alatt képzédott kii-
16nb6z3 oligomer formdk elvdlasztdsa érdekében. E
szdréshez egy 25,2 cm dtmérgji és 120 cm hosszi osz-
lopot 60 liter 50 mmél/1 amménium-hidrogén-karbonét
pufferrel pH = 8,6 mossuk. Az 50 mmél/l amménium-
hidrogén-karbondt puffert 3,95 g amm&nium-hidrogén-
karbonét 1000 ml vizben valé olddsaval készitjiik. Ezt
kovetSen az 1200 ml térfogati fehérjeoldat teljes
mennyiségét a géldgyra vissziik és egyensulyi pufferrel
eludljuk. Kb. 1000 ml-es frakci6kat gydjtjik egy frak-
ciészedd segitségével (LKB 2211) 15 percig, amely
80 ml/perc dramlési sebességnek felel meg. Az eliciés
képet egy LKB 2210 regisztrdl6 berendezéssel vessziik
fel 0,5 mm/perc sebességet hasznalva, és az abszorpci-
6t 280 nm-en egy LKB 2238 UNICOR SII fotométeren
mérjiik. Az 2. dbrdn lathatd eliciés kép hdrom fehérje-
cstcsot mutat, az elsS fehérjecsiics a ribonukledz mul-
timereket jelzi, a mdsodik fehérjecsics a dimer for-
maknak, és az utolsé fehérjecsics az enzim monomer
formdinak felel meg. Az 1. dbrdn a vastag vonal a
ribonukledz oldat adszorpciés profiljat jelzi nagyobb
érzékenységgel mérve, mig az alacsonyabban futé vé-
kony vonal egy kisebb érzékenységgel valé mérést
jelenti.

Ezutan a ribonukledz keveréket az egyedileg gy(j-
tott frakcidkban SDS-poliakrilamid gélelektroforézis-
sel (SDS-PAGE) analizéljuk Thomas és munkatdrsai,
PNAS, 72,2626 (1975) cikkében kozolt eljardsnak
megfelelen. Ebben az eljarasban mindegyik frakcio-
b6l 50 pi-t 50 pl fed6 pufferrel keveriink 6ssze. és a
keveréket 10 percig 95 “C-on forraljuk. Ezt kovetGen a
keverékbdl 25 pl-t a gélzsebekbe juttatunk. A vizsgdlat
sordn a standard IV (Merck) fehérjekeveréket alkal-
mazzuk referenciaként, mely 12, 300, 30 000, 45 000,
66 200 és 76 000 molekulatdmegd tartomanyt fedi. Az
alkalmazott fedS puffer az alabbi osszetevGkbal all:

— 0,72 g Tris HCI (0,06 méi/t),

- 0,136 g EDTA (III) (5 mmdiA),

- 0,18 g glicerin (10%),

— 5g SDS, a pH-t 7,2-re éllitjuk (90 ml vizet adunk),

— 10 ml beta-merkaptoetanol (10%).

A gélelektroforézishez 18%-os elvilasztGgélt készi-
tiink, amelyre egy 3,9%-os gydjtGgélt fektetink. A
18% akrilamid tartalmd elvélasztogél oldat az alabbi
OsszetevGkbdl all:

— 9 g akrilamid,

— 0,045 g bisz-akrilamid,
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— 0,136 g Tris HCI pH = 8,8,

— 10 mg SDS,

— 100 pl 10%-o0s ammdnium-perszulfit oldat, és

~ 10 pul TEMED.

Az SDS-poliakrilamid gélt ugy készitjiik, hogy két
20 cmx20 cm nagys4gii liveglemezt alaposan megtisz-
titunk €s etanollal leblitiink, majd ezeket egymdsra
helyezziik. A két lemez kozotti rést, ahov4 a gélt fogjuk
6nteni, két, 1 mm vastagsagy (20 cm hosszd, 1 cm szé-
les) tavtart6 csik biztositja. A tdvtart6 csikokat az liveg-
lemezek bal és jobb szélére helyezziik. Az als6 szélt
egy textil tapadécsikkal zérjuk le, és mind a hdrom
szélt csipeszekkel erdsitjiik meg. A széleket ezenkiviil
még 1%-os agar6z oldattal is lezarjuk. Az agar6z meg-
szildrduldsa ut4n a fent elvilasztégél oldatot fiiggsle-
ges helyzetben a hézagba t6lijik az liveglemez tetejétsl
kb. 3 cm-rel lejjebb, és egy Pasteur-pipetta segitségé-
vel vizet rétegziink a tetejére. A g€l kb. 30 perc utén
polimerizélédik. A feds vizréteget ledntjiik, és a gél
szélét egyszer fentebb ismertetett gyujtSgél oldattal
oblitjiik.

Ezutén a gyiijt6gél oldatot a felsS szél tetejéig tolt-
Jik, €s egy Teflon mintagyijt6 fésit helyeziink be gy,
hogy a minta zsebek alja kb 1 cm-rel magasabban
legyenek az elvilaszt6gél tetejétsl. Kb. 15 perc miilva
a gy(jtégél polimerizalédik, és a fés eltdvolithats.
Ezutdn a textl tapadécsikot tavolitjuk el és a gélt
fiiggSleges helyzetben az elektroforézis késziilékbe he-
lyezziik. A puffer tartilyokat elektroforézis pufferrel
toltjik fel [6 g Tris bazis, (0,05 mélN); 28,5 g glicin
(0,38 mél/); 1 g SDS (0,1%); és 1000 ml H,0] és a gél
zsebeket egyszer a pufferrel 4tmossuk. A ribonukle4z
dimer mintadkat feddpufferben 10 percig 95 "C-on for-
raljuk és gélzsebeknek megfelels vizsgilati mintazse-
bek teriiletébe toltjik.

Az elektroforézist kb. 40 mA-en kb. 4 6rdn 4t vé-
gezziik. Ha azonban egy éjszakan keresztiil valé futta-
tds kivédnatos, az dramerdsséget kb. 6-8 mA-re csok-
kentve végezziik. A fehérjefront mozgdsdt l4that6v4
tehetjiik, ha a fed§ pufferbe 0,02% brémfenol-kék fes-
téket keveriink. Az elektroforézist akkor fejezziik be,
amikor a folyamat alatt mozgé fehérjefront a gél aljat
eléri. Az elvilaszt6gélt levigjuk, kb. 30 percig egy
fixdlé oldatban festjiik, majd 2 6ran 4t egy 400 ml
metanolt, 140 ml ecetsavat és 2000 ml vizet tartalmazé
szintelenitS oldatban szintelenitjiik. A fixdlé oldatot
500 ml szintelenitS oldat és 12 ml festék oldat keveré-
kébdl 4llitjuk els, mely festék oldatot 1 g Coomassie-
kék (R250, Merck), 50 ml H,0 és 50 ml metanol keve-
rékébdl készitjiik. A fehérjecsikok l4that6v4 tehetdk a
festék oldattal valé festéssel, amint ezt fent Jjeleztiik.
Az SDS-PAGE technikdt alkalmazva az eredmények
azt jelzik, hogy a mintdkban a ribonukledz dimerek
mennyisége fokozatosan novekszik, és végiil multime-
reket tartalmazé frakci6k is megjelennek.

Az Gsszes olyan frakci6t, melyek nagyrészt dimer
formét tartalmaznak, 6sszegydjtjiik és 800 ml-re kon-
centrljuk egy tangencidlis 4ramldsi rendszerben (Mil-
lipore). A membrén diafragmat iijra 400 ml szdrlettel
oblitjiik, igy a dimereket tartalmazé oldat teljes térfo-
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gata 1200 ml lesz. Ezutédn ezt az oldatot liofilizaljuk és
a kovetkezG 1épésig 4 “C-on téroljuk. A liofiliz4l4st gy
végezziik, hogy az oldatot kb. 200 ml-es részletekben
500 ml-es gémblombikokba osztjuk. A gémblombiko-
kat folyékony nitrogén atmoszféraba helyezziik és egy
roticids evaporétorban (Heidolph VV60) megfagvaszi-
Juk. A gomblombikokat témitéssel szorosan lezérjuk és
30 percig 30 °C-on tartjuk. Végiil ezt az anyagot a
standard eljaréssal liofilizaljuk.

A folyamat tovdbbi lépése el6tt az els§ szirési
1épésben kisziirt ribonukledz monomereket Osszegyijt-
Jjuk és a dimeriz4ciés folyamatba vezetjiik vissza. Ez
esetben az els§ sziirési 1épés azon frakci6it, melyek
féleg ribonukledz monomereket tartalmaznak, dssze-
gydjtjik és 4 literre konvertdljuk be a fentiekben is-
mertetett tangencidlis dramldsi rendszert alkalmazva.
Ezutdn a monomer frakciékat dimerizaljuk a fenti kap-
csolé reagenst haszndlva. A reciklizdlt monomereket
felhaszndl6 kapcsol6 18pést kévetSen a fent jelzen szdi-
rési lépést végezziik el, és ezzel a reciklizalt monome-
reket most dimer formaban kapjuk meg. Az elsé dime-
rizéciés eljardsbol kapott liofilizdtumokat a reciklizalt
monomerekbdl nyert dimer liofilizitummal &sszeke-
verjiik.

A fenti 1épésekbdl nyert liofilizdtum keveréket
djra Sephadex G50F oszlopon keresztiil kromatogra-
féljuk azért, hogy a dimerek a monomerektsl és oli-
gomerektdl torténd jobb elvélasztdsat érjiik-el. A kro-
matografids eljardst egy Sephadex GSOF (Pharmacia)
oszlopon 0,2 mél/l nétrium-acetdt pH =S5 pufferben
hajtjuk végre. A 0,2 mé6l/l nétrium-acetit puffert
27,22 g nétrium-acetdt trihidrat 1000 ml vizben val6
olddsdval készitjiik. A kromatogrifids eljarast az elsé
szlirési lépésben ismertetett korilmények kozou és
berendezésben végezziik.

Ez esetben ijra egy elici6s képet kapunk, mely a 2.
dbrén lathat6. Ezen az 4brén a vastag vonal a ribenuk-
ledz oldatok abszorpcids profiljat jelenti nagyobb érzé-
kenységen detektdlva, mint a vékony vonallal jelzett
profil. A nagyobb érzékenységgel felvett elticiés profil
kozepén egy nagy dimertartalmii f§ fehérjecsicsot, és
csak két gyenge mdsodlagos fehérjecsicsot l4thatunk.
A fehérjecsiicsokbdl vett enzimmintdk SDS-PAGE
analizise a dimerek nagyobb felhalmoz6d4s4t mutatja a
f6 fehérjecsicsban az els6 szlrési 16pésbdl szarmazoé
eliciés profilhoz képest.

A 6 fehérjecsiics frakciét dsszegyfijtjiik és a fenti
tangencidlis dramldsi rendszerrel bekoncentraljuk. A
sotalanitdshoz ezen Osszegydjistt frakcidkar egy
Sephadex G25 oszlopon engedjiik keresztiil. Az oszlop
25,2 cm 4tmérGjd és 65 cm hosszu, az alaptérfogara 32
liter, és 15 liter/6ra dramldsi sebességgel mikodtetjiik.
A misodik eliiciés profil {6 fehérjecsiicsab6l szdrmazé
Osszesen maximdlisan 5 liter ribonukledz oldawot a
Sephadex oszlopra vissziik. A sétalanitdst 50 mmol/l
amménium-hidrogén-karbonét pufferben végezzik. A
sOtalanitdsi Iépés 90 percig tart, ami alatt 5 liter szirle-
tet gydjtiink. A fennmaradé részt elontjiik. Felrajzoljuk
az eliicids profilt és a kapott egyetlen fehérjecsicsot
egy 5 literes Schott-flaskdba gydjtjiik. A tisztitott vég-
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termékbGl vett mintdkat beta-merkaptoetanollal redu-
kélva és nem redukalt koriilmények kozott vizsgaljuk.
A tisztitott végtermék SDS—-PAGE analizise azt mutat-
ja, hogy csak ribonukledz dimerek vannak jelen.

Annak érdekében, hogy a liofilizalt fehérjét gy6gyé-
szatilag hatékony formdav4 alakitsuk, a ribonukledz dime-
reket meg kell szabaditani az endotoxinokt6l. E célbdl a
tisztitott dimereket egy Detoxigel oszlopon kromatogra-
faljuk. A kivant ribonukledz dimer termék maximailis
visszanyerése szempontjabol sziikséges, hogy az alkal-
mazott pufferek fiziolégiai pH tartoményban legyenek.
Ez s6oldat hozz4ad4dsdval valésithaté meg. Az enzim ol-
datot a Detoxigel oszlopra vissziik fel, és az endotoxinok
kb. 1500 E. U./ml mennyiségben tdvolitjuk el. E 1épés
elétt a Detoxigel oszlopot 1% dezoxikoléttal regenerdl-
juk, ezt kdvetSen vizzel alaposan addig mossuk, mig az
elfoly6ban endotoxint tudunk kimutatni. Az oszlop térfo-
gata 750 ml (9,5 cm 4tmérGji és 14 cm hosszii), az oszlo-
pot 0,1 m6l/l amménium-bikarbonattal hozzuk egyen-
silyba. Az endotoxin-mentes puffert steril vizzel kever-
Jiik. A ribonukleaz oldatot 2 liter térfogatban a géldgyra
helyezziik és hagyjuk, hogy beszivédjon a gélbe. A fehér-
Jétezutan az egyenstilyi pufferrel eludljuk és egy steril G-
z6pohdrba gyfjtjiik. Az oldatot egy steril gdmblombikba
vissziik 4t liofilizalas céljabdl.

A készitmény endotoxin tartalmat egy ,,Coatest
(R)” (Kabi—Vitrum, Miinchen) diagnosztikai rendszer
segitségével hatdrozzuk meg. Ez a vizsgdlat a Limu-
lus—AmoeboCyten-Lysat (LAL) endotoxinnal valé ak-
tivdlasdn alapszik. Az aktivalt LAL p-nitroanalint, egy
sdrga szind festéket hasit le a kromogén szubsztritbél
(5-2423), és a szinintezit4s csokkenését, mint az endo-
toxin tartalmat 405 nm-en spektrofotométeren mérjik.
A 0,1 ng/mg alatti endotoxi tartalmii tisztitott ribonuk-
ledz dimer terméket gémblombikokba rakjuk és liofili-
zéaljuk. A kapott termék (15 g, 30%-os kitermelés) egy
liofiliz4lt, alaposan tisztitott ribonukledz dimer oldat,
mely tovéabbi felhasznaldsig tarolhatd.

2. példa

Enzimaktivitds vizsgdlat

A jelen taldlmény szerint elGallitott dimer ribonuk-
ledz enzimaktivitasat a Kunitz, J. Gen. Physiol., 24, 15
(1940) cikkben kozolt aktivitds vizsgdlattal lehet mér-
ni. Ez a vizsgdlat azon alapszik, hogy a ribonukledz
ribonukleinsavra valé hatdsa kovetkeztében ennek ab-
szorpcids spektruma az UV sivban a rovidebb hullam-
hossziisdgii tartomany felé mozdul el. A 290-305 nm
tartomdnyban a nukleinsav koncentracié csékken a ri-
bonukledzzal valé emésztés eredményeképpen. A reak-
cié kezdeti szakaszdban a csokkenés linedris és ez
felhaszndlhaté az enzimaktivitds mérésére. Ebben a
vizsgélatban a nukleinsav mennyiségének cstkkenését
300 nm-en mérjiik.

A vizsgilatot 25 °C-os 4lland6 hdmérsékleten végez-
ziik, €s egy termosztdlhaté kivettdt haszndlunk, igy az
Osszes oldat hasznélat el6tt 25 °C-on 5 percig kezelhetS.
A méréseket 300 nm-en egy spektrofotométerben végez-
ziik. A reakcidelegy térfogata 3 ml, a reakciét 3 ml-es kii-
vettdban végezziik, mely 1 cm vastagsagi.
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A reakcidkeveréket 1,5 ml ribonukleinsav oldatbél
és 0,05-0,5 ml ribonukledz frakciékat magukba foglalé
vizsgdlandé mintab6l készitjik, és vizzel 10 ml-re egé-
szitjiik ki. A ribonukleinsav oldatot 80 mg ribonuklein-
sav és natrium-s6 (Boehringer) 50 ml acetat pufferben
val6é oldasdval készitjiik. Az acetdt puffer 0,1 mdl/l
acetdt puffer pH = 5, amit 0,57 ml ecetsav és kb. 80 ml
desztilldlt viz keverésével készitiink, a pH-t 1 mél/l
NaOH-dal 5-re 4llitjuk, desztilldlt vizzel 100 ml-re
egészitjiik ki és sterilre szdrjiik. A ribonukledz dimer
frakciékat is magukba foglalé vizsgdlandé mintdkat
5 mg ribonukledz dimer 5 ml vizben valé olddsival
készitjiik és tgy higitjuk, hogy a mért érték a megfeleld
tartomanyon beliil legyen.

A ribonukleinsav és a vizsgdland6 minta oldatokat
egy kiivettaban Osszekeverjiilk és a ribonukleinsav
csokkenést kb. 20 percig Spectronic 1001 (Bausch &
Lomb) spektrofotométeren mérjik. Az abszorpcids
profilt kirajzoljuk és a linedris tartomdnyt kb. 8 percig
észleljiik. A reakciét 25 "C-on addig folytatjuk, mig
teljesen végbe nem megy, ami kb. 3 6ra milva kévet-
kezik be. Az oldatokat djra mérjiik a végsd érték meg-
dllapitdsa miatt, és a méréseket kétszer ismételjiik
atlagérték meghatirozasahoz.

Az enzimaktivitds szdmitisdhoz a nukleinsav ex-
tinkci6jat meg kell hatdrozni a reakci6 elején (Eo) és a
AE/perc kezdeti linedris szakaszon a reakcié végén
(Ee). Aribonukledz dimer vizsgalandé mintak higitdsat
gy kell vélasztani, hogy a AE/perc 0,007-nél ne le-
gyen nagyobb. A reakciéhoz hasznélt vak értékét, ame-
lyet ribonukledzbdl és vizb6l készitiink, a mért értékek-
b6l ki kell vonni. Az enzim egységeként azt az enzim
mennyiséget tekingjiik, amely a vizsgalati koriilmények
kozott a szubsztrat E-Ee értékének percenként 100%
csokkenését okozza 25 "C-on. A 300 nm-en megfigyel-
het§ extinkcid legnagyobb lehetséges értéke Eo-Ee. Az
enzim specifikus aktivitdsit a kovetkez§ Osszefiiggés-
bl szamitjuk:

(3xAE/perc) higitasi faktor

(Eo—-Ee)xminta oldat térfogata (ml)

A jelen taldlméany szerint dimer ribonukledz enzi-
mek a szakirodalomban ismertetett [14sd pl. Sorrentino
és tdrsai: Eur. J. Biochem, 124, 183-189 (1982)] en-
zimaktivitast mutatjék.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljdras ribonukledz dimer elGillitdsdra, melynek
sordn

a) ribonukledz oldatot allitunk el 1igy, hogy ribo-
nukledz monomereket adagolunk egy legaldbb 9-es
pH-értékd puffer oldathoz,

b) egy parafaimidat kapcsoléreagenst adagolunk a
ribonukledz oldathoz, és a ribonukledz monomereket
dimerizaljuk, mik6zben a reakciéelegy pH-értékét nem
engedjiik 9 ald cs6kkenni,

c) a dimerizicids reakci6t egy adott ponton ledllitjuk,

d) a kapott dimerizdlt ribonukleazt folyadékkroma-
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tografidsan tisztitjuk, azzal jellemezve, hogy a c) 1é-
pésben a dimerizéci6s reakciét ugy 4llitjuk le, hogy sav
adagoldsdval az oldat pH-értékét 7+0,2-re csokkentjiik,
a kapott oldatot toményitjiik, majd a d) tisztitdsi 1épés-
ben két folyadékkromatografids tisztitdsi lépést alkal-
mazunk, ahol az elsG tisztitdsi lépésben kapott, £5 t5-
megében ribonukledz dimert tartalmazé frakciét témé-
nyités utdn vezetjiikk a masodik tisztitdsi lépésbe; és

kivant esetben a kapott ribonukle4z dimert sémen-
tesitjilk €s mdsodik kromatografids tisztit4si 1épés el6tt
vagy utdn, és

kivént esetben a kapott ribonukle4z dimerbdl elts-
volitjuk az endotoxinokat, és

kivant esetben a tisztitds sordn kapott ribonukledz
monomereket tartalmazé frakciokat visszavezetjiik a b)
lépésbe.

2. Az 1. igénypont szerinti eljras, azzal jellemez-
ve, hogy a monomer ribonukledz oldat pH-értékét
1040,2 értékre 4llitjuk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy az a) Iépésben nétrium-hidrogén-foszfat-di-
hidrét oldatot alkalmazunk puffer oldatként.

4. Az 1. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemez-
ve, hogy a kapcsolé reagensek a monomer ribonukledz
oldathoz valé adagoldsa kézben az oldat pH-jat 1040,2
értéken tartjuk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy parafaimidst kapcsol6 reagensként dimetil-
parafaimidétot alkalmazunk.

6. Az 1. igénypont szerinti eljdrés, azzal jellemez-
ve, hogy a b) dimerizéciés 1épést szobahdmérsékleten
hajtjuk végre, el6nydsen az oldat keverése mellett.

7. Az 1. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy a dimerizdciés reakciét HCl adagolésdval
allftjuk le.

8. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a ribonukledz dimert tartalmazé oldatot tan-
genciondlis dramlési rendszerben toményitjiik az els§
folyadékkromatografids 16pés el6tt és/vagy utdn.
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9. Az 1. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemez-
ve, hogy legaldbb egy folyadékkromatografids 1épést
egy olyan keresztkotott dextrdn mdtrix alkalmazdsdval
végziink, melynek peptidekre és globularis fehérjékre
vonatkozé6 molekulatomeg-frakci6tartomanya 1500
30 000.

10. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy a ribonukledz monomer oldat 10 t6megrész
ribonukledz monomert tartalmaz 1000 tSmegrész puf-
fer oldatra vonatkoztatva, amelyhez 1 tSmegrész
mennyiségben adagoljuk a kapcsoldszert.

11. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemez-
ve, hogy a folyadékkromatogréfids 1épés utdn kapott
frakciot liofilizaljuk.

12. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy elsé sziirési 1€pés utdn kapott, {6 tdmegiikben
monomer ribonukledzt tartalmazé frakcidkat visszave-
zetjiik a b) dimerizécids lépésbe.

13. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemez-
ve, hogy a legaldbb egy folyadékkromatografids 1épést
egy megfelelS ioncseréls gyanta alkalmazasdval hajt-
juk végre.

14. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy a masodik kromatogrifids lépést 5-6s pH-érté-
ken hajtjuk végre, ahol a pH-értéket eldnydsen ntri-
um-acetét pufferrel allitjuk be.

15. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy az elsG és/vagy mésodik folyadékkromatogra-
fids Iépések sordn Osszegyiijtott frakcidkat gélelektro-
forézissel analizdljuk.

16. Az 1. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy a mdsodik folyadékkromatografids 1épést ko-
vetGen sOmentesitési 1épést hajtunk végre olyan ke-
resztkOtott dextrdn mdtrix alkalmazdsdval, melynek
peptidekre €s globuldris fehérjékre vonatkozé moleku-
latomeg-frakci6tartomanya 1500-30 000.

17. Az 1. igénypont szerinti eljréds, azzal jellemezve,
hogy az endotoxinokat gélkromatogréfids médszerrel ta-
volitjuk el endotoxint megkotS matrixot alkalmazva.
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