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Prezenta inventie se refera la un
procedeu de preparare a unui produs
dimeric de ribonucleaza, care se utilizeaza
la tratarea infectiilor virale si bacteriene.

Numarul tot mai mare de tulpini
bacteriene si de boli virale ce prezinta
rezistenta fata de antibioticele cunoscute
duc la necesitatea de a introduce noi tipuri
de medicamente in scopul tratarii
oamenilor si animalelor. Printre multiplele
tratamente prezente, utilizate la ora
actuald in medicind, se cunoaste si
administrarea de enzime in forma de
monomer, pacientilor afectati de diferite
afectiuni. In unele cazuri, acest lucru este
necesar, deoarece anumite conditii ale boli
produc o reducere a activitatii anumitor
enzime. Enzimele sunt proteine catalitic
active, ce efectueaza aproape intreaga
majoritate a praceselor vitale din organism.
Astfel, multe enzime, fie individual, fie In
combinatii, au fast izolate datorita efectelor
lor fiziochimice, fiziologice sau biologice.

Printre diferitele enzime care sunt
cunoscute ca avand efecte terapeutice
sau care sufera o reducere a activitatii in
anumite conditii ale bolii, sunt ribonu-
cleazele. Ribonucleazele constituie un grup
de enzime nucleice prezente in mod
obisnuit la multe animale si plante.

Studiul proprietatilor ribonucleazei
si metodele de izolare a acestei enzime
au fost initiate la mijlocul anilor 1950 de
catre Schmidt si McDonald. Printre multe
descoperiri bazate pe enzima, s-a
descoperit si faptul ca tesutul canceros
prezinta o foarte redusa activitate a
ribonucleazelor sale. Intr-un caz, s-a
descoperit c& soarecele ce prezintd
leucemie are o considerabild scadere a
activitatii ribonucleazei ce s-a observat in
mad particularin formatiunile mitocondriale
si microsomiale obtinute din fractiuni de
tesut de splind a acestor animale. Studii
de acest gen au indicat cd administrarea
de ribonucleaza ar putea fi utilizatad pentru
prevenirea sau combaterea simptomelor
asociate leucemiei virale.

Din nefericire, efectele benefice
potentiale ce ar putea fi atinse prin
utilizarea ribonucleazei nu s-au materializat
in primul rand datoritd efectului puternic
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citotoxic al formei monomer a enzimei. De
exemplu, in teste cu fibroblaste cultivate,
s-a abservat efect citotoxic rezultat de la
daoze de ribonucleaza in forma de monomer
chiar la administrare de doze extrem de
scazute. Evident, s-a impus necesitatea
de a dezvolta cai de a aduce la maximum
efectele  benefice  potentiale  ale .
ribonucleazei in timp ce se aduc la
minimum efectele citotoxice daunatoare
potentiale asociate cu forma monomerica
a enzimei.

De curand, s-a descoperit ca o
compozitie antivirald sau antibactetriana
poate fi construita din ribonucleaza ce nu
prezinta efecte citotoxice cand se prepara
0 compaozitie bazata pe forma dimerica a
enzimei. Utilizarea unei compozitii cu dimer
de ribonucleaza s-a dovedit a fi efectiv
eficientd n tratamentul a numeroase
afectiuni infectioase, siin acelasi timp, nu
produce efectele citotoxice ridicate normal
asociate ribonucleazei in forma de
monomer.

Carlsson si colaboratorii {Carlson
et al., Biochem.d. 173, 723...737, 1978)
analizeaza prepararea de conjugati
proteind-proteind, folosind N-succinimidil
3-(2-piridilditio)propionat. Ei prezinta
legarea - intr-o prima faza - ribonucleazei
de un agent de reticulare si dupa aceea -
intr-0 a doua faza - legarea derivatului de
ribonucleaza cu o solutie de mercaptal-
bumin la pH=7,5. Dupa un timp de reactie
de 40 de min, amestecul este supsus unei
filtrari pe gel, asupra Sepharose 6B.

Sorrentino si colaboratorii (Sor-
rentino et al., Eur.J.Biochem., vol. 124/],
1882, 183...190) prezintd o metoda de
dimerizare a deoxiribonucleazei de
pancreas de bovind cu dimetilsubeimidat
ca agent de reticulare, la un pH=8,5, unde
reactia de dimerizare se termina prin
adaugare de acetat de amoniu, dupa care
produsele de reactie care rezultd sunt
supuse cu filtrari pe gel intr-o singura faza
cu Sephadex G-100 superfin, care produce
10% din dimerii de deoxiribonucleaza.

In timp ce metoda lui Carlsson si
colaboratorii nu da posibilitatea sa se pre-
pare ribonucleaza dimerizata si nici sa se
separe monomeri ai ribonucleazei, neintra
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te in reactie, din amestecul de reactie,
metoda lui Sorrentino si colaboratorii
cuprinde - ca un dezavantaj major - ada-
ugarea de acetat de amoniu pentru oprirea
dimerizarii. Prin addugare de acetat de
amoniu la agentul de reticulare neintrat
in reactie al amestecului, moleculele sunt
blocate prin reactie cu ioni de amoniu,
unde se evitd reciclarea fractiunii de
monomer nedimerizat. De asemenea,
purificarea prin filtrare pe gel, dupa cum
arata Carlssan si colaboratorii si Sorrentino
si colaborlatorii, nu este convenabila pentru
o separare suficienta de molecule mai mici
adica a monomerilor de ribonucleaza din
dimeri mai mari si agregate oligomerice.

Aceste dezavantaje existente in
stadiul cunascut al tehnicii sunt depasite
de procedeul de preparare conform
inventiei.

Cu toate ca anumite cai de
preparare a formei dimer a ribanucleazei
din formele sale monomer sunt cunoscute,
este important ca sa existe posibilitatea
de a se obtine cantitdti mari de forma
dimer la preturi de cost scazute si in
manierd eficientd. Este deci foarte de dorit
sa se dezvolte un sistem pentru produ-
cerea si testarea unor cantitati mari de
dimer ribonucleaza purificat care are
minimum de impuritdti ca monomeri,
multimeri, sau alti contaminanti.

Procedeul de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza, conform
inventiei, consta in aceea ca, reactia de
dimerizare este opritd prin scaderea pH-
ului la valoarea de aproximativ 7 prin
adaugarea de acid, dupa care amestecul
rezultat este concentrat si supus purificarii
care cuprinde cel putin doua faze ulterioare
de cromatografie lichida, unde dupa prima
fazd de cromatografie lichida, fractiunile
care contin in special forma dimerica a
ribonucleazei sunt colectate si concentrate
sl apoi supuse la o a doua faza de
cromatagrafie lichida. Solutia de ribonu-
cleaza monomerica se regleaza la un pH
de circa 10, preferabil prin addugare de
NaOH. Sclutia tampon din faza A cuprinde
disodiu hidrogen fosfat dihidrat. Reactivul
de cuplare se adaugd in solutia de
ribonucleaza monomerica in timp ce solutia
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este mentinuta la un pH de aproximativ
10. Reactivul de cuplare suberimidat
cuprinde dimetil suberimidat. Faza (b) de
dimerizare se efectueaza la temperatura
camerei, preferabil in timp ce solutia este
continuu agitata. Reactia de dimerizare
se opreste prin adaugare de HCI. Solutia
de ribonucleaza  dimerizata
concentratd inainte si/sau dupa prima faza
de cromatografie lichida, folosind un sistem
de curgere tangentiala. Cel putin o faza
de cromatografie lichida se efectueaza
folosind 0o matrice reticulatd cu dextran
cu un domeniu preferat de fractionare
pentru peptide si proteine globulare cu
greutati moleculare de 1500 pana la
30000. Se adauga o parte din reactivul
de culoare la o solutie de monomer de
ribonucleaza constituit din 10 parti de
monomer de ribonucleaza la 100 parti
solutie tampon, partile fiind in greutate.
Fractiunile colectate dupd prima faza de
cromatografie lichida sunt liofilizate.
Fractiunile colectate dupa prima faza de
filtrare care contin, n principal, ribonu-
cleazd monomerica sunt reciclate in faza
(b) de dimerizare. Cel putin o faza de
cromatografie lichida se efectueaza folosind
0 rasina convenabild, schimbatoare de ioni.
A doua faza de cromatografie lichida se
efectueaza la un pH de circa 5, pH-ul fiind,
preferabil, reglat cu un tampon de acetat
de sodiu. Fractiunile colectate in timpul
primei si/sau celei de-a doua faze de
cromatografie lichidad sunt analizate prin
gel-electroforeza. Se efectueaza dupa a
doua faza de cromatografie lichidd, cel mai
bine cu ajutorul unei matrice reticulata cu
dextran, cu un domeniu de fractionare
pentru peptide si proteine globulare, cu
greutati moleculare de 1000 pana la
5000. O faza de indepartare a endo-
toxinelor din solutia de dimer de ribonu-
cleaza, purificata, preferabil cu ajutorul
cromatografiei pe gel folosind o matrice
de cromatografie pe gel pentru detoxifiere,
convenabila.

La prepararea formei dimer a
ribonucleazei, conform prezentei inventii,
orice forma disponibilda de monomeri
ribonucleaza se poate utiliza ca materie
prima de pornire. Monomerii utilizati pot

este .
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cuprinde Ribonucleaza A, sau orice alte
varietati de ribonucleaze disponibile.
Monomerii ribonucleazei sunt preparati
pentru reactia de cuplare prin dizolvarea
monomerilor ribonucleazei in tampon fosfat
la temperatura camerei, in scopul de a
prepara o solutie de monomer ribonucle-
aza. Tamponul utilizat este preferabil
solutie 0,1 m disodiu hidrogen fosfat
dihidrat, si monomerul este dizolvat prin
agitarea continuad a salutiei timp de cel
putin doua ore. O solutie tampon
corespunzatoare s-a preparat prin
dizolvarea a aproximativ 70 g de disodiu
hidrogen fosfat dihidrat in aproximativ
1000 ml apa. Cu toate ca, cantitatile
actuale de reactivi si solutii utilizate in
prezenta inventie pot varia, reactia de
dimerizare, conform prezentei inventii,
poate fi efectuata utilizand de la 40 la
aproximativ 60 g de monomer ribonucleaza
dizolvat intr-un pahar continand aproximativ
5 | de tampon disodiu hidrogen fosfat
dihidrat. Este preferabil de asemenea ca
solutia monomer sa aibd pH-ul ajustat la
cel putin aproximativ 9, si cel mai preferabil
aproximativ 10. Ajustarea pH-ului poate
fi facutd utilizand solutie O,1 n hidroxid de
sodiu.

Reactia de dimerizare este lasata
sa aiba loc prin addugarea reactivului de
cuplare-suberimidat in proportie fata de
solutia monomer de ribonucleaza in timp
ce se mentine pH-ul la sau aproximativ cel
putin aproximativ 9, si preferabil 10 (+ sau
-0,2).

Este preferabil ca in prezenta
inventie sa se utilizeze agentul de cuplare
dimetil suberimidatul, dar se pot utiliza si
alti agenti de cuplare suberimidatat
cunoscuti. La solutia preparata conform
descrierii de mai sus, se adauga preferabil
4...6 g de dimetil suberimidat in solutia
monomerica, si reactivul de cuplare se
dizolva in aproximativ un minut. Cu agitare
continud, cu ajutorul unui agitator magnetic
sau altui dispozitiv de agitare, reactia de
dimerizare se lasa s& aiba loc timp de
aproximativ 30...60 min la temperatura
camerei, aproximativ 25°C (+ sau minus
5°C). Reactia poate fi intreruptd prin
scaderea pH-ului la 7,0 (plus sau minus
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0,2), si acest lucru poate fi facut prin
adaugarea de solutie de acid clorhidric Tm.
La acest punct, este preferabil ca
amestecul rezultat sa fie concentrat,
utilizand sistemul de curgere tangential,
asa cum se va descrie mai detaliat in cele
ce urmeaza.

La diferite puncte, la timpul ce .
urmeaza dupa inceperea reactiei de cu-
plare, este util sa se indeparteze probe
din solutie si sa se supuna analizei prin gek
electroforeza. Studiile de gelelectroforeza
au aratat ca desi forma monomerica a
enzimei a fost clar vizibild in aproape
majoritatea fractiunilor analizate, o banda
corespunzatoare formei dimerice a
ribonucleazei este detectabilda dupa
aproximativ 10 min de la pornirea reactiei.
Banda corespunzatoare formei dimerice
a enzimei poate fi vazuta cu claritate dupa
aproximativ 15 min, si aceastd banda
devine mai pronuntata cu progresarea
timpului de reactie. Formele oligomere ale
enzimei pot fi observate de asemenea dupa
aproximativ 30 min dupa adaugarea
agentului de cuplare. Forma monomerica
a ribonucleazei are o greutate moleculara
relativa de 15.000, si forma dimerica va
fi dubla fata de aceasta.

In scopul de a prepara cantitati man
de produs, care este in primul rand dimer
purificat de ribonucleaza, este preferabil
ca solutia de ribonucleaza dimerizata sa
treaca prin cel putin doua etape de filtrare
in scopul de a izola dimerii ribonucleazei
si indepartarea formelor de ribonucleaza
monomer sau multimer. Monomerii
ribonucleazei nedimerizate indepartati pot
fi colectati si preferabil recirculati, conform
procedeului prezentei inventii, astfel ca in
continuare sd se maximizeze eficienta
producerii formei dimere a enzimei. In
scopul separarii oligomerilor din solutia de
ribonucleaza dimerizata, este preferat ca
solutia sa se filtreze prin rasind schim-
batoare de ioni. Intr-o forma preferata,
filtrarea este efectuata, prin utilizarea unei
coloane preparate cu material schimbator
de ioni tip Sephadex. Coloana cu Sephadex,
de aproximativ 25 cm diametru si
aproximativ 120 cm inaltime se prepara
si se clateste cu un volum de aproximativ
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60 | de solutie SO molara amoniu hidrogen
carbonat la un pH de aproximativ 8,6.
Acest tampon carbonat se prepara prin
dizolvarea a aproximativ 4 g de amoniu
hidrogen carbonat in 1.000 ml de apa.
Intreaga solutie de ribonucleaza obtinuta
mai sus este apoi aplicata pe coloana si
eluatd cu tampon la echilibru. Fractiunile
de solutie sunt colectate prin colector de
fractii, astfel cum ar fi un LKB 2211
Suprec, si viteza de curgere a solutiei este
aproximativ grosier 80 ml/min. Profilul
de eluare este inregistrat prin dispozitive
de inregistrare, cum ar fi inregistratorul
LKB 2210, masurandu-se viteza de 0,5
mm/min, si absorbtia poate fi masurata
la 280 nm cu LKB 2238 UNICOR Sit.
Profilele de eluare obtinute din aceastd
etapa de filtrare vor fi in general cu trei
picuri; primul pic reprezinta multimerii
ribonuclelazei, al doilea pic reprezinta
dimerii, si ultimul pic reprezinta cantitatea
ramasa de monomer de enzima. In acest
punct, este de asemenea bine sa se
analizeze fractiunile colectate individual,
utilizand analiza gel-electroforeza. O astfel
de analiza poate fi efectuata cu procedeul
SDS-poliacrilamid gel-electroforeza (sau
SDS-PAGE) descris de Thomas si
colaboratori PNAS 72:2626 (1975). In
acest studiu electroforetic, preferabil
aproximativ. 50 microlitri de fractiune
colectatd se amesteca cu aproximativ 50
microlitri de tampon de acoperire si se
incalzeste o perioada de aproximativ 10
min la aproximativ 95°C. Apol, aproximativ
295 microlitri din acest amestec se
raspandesc pe un suport de gel (fractiune
de gel]. In final, electroforeza este
efectuatd timp de aproximativ 4 h, la
20...35 mAin scopul de a separa diferitele
forme de enzime ribonucleaza. Benzile
proteinei sunt facute vizibile prin colorarea
cu colorant cum ar fi Coomassoe-Blue
250.

Utilizdnd procedeul SDS-PAGE
electroforeza, fractiunile contindnd formele
monomer, dimer, sau oligomer ale
ribonucleazei, sau amestecuri ale
acestora, pot fi identificate si sortate. Dupa
identificarea compozitiei fractiunilor, acele
fractiuni care sunt cel mai apropiat de
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forma dimerica sunt izolate. Fractiunile
dimer sunt preferabil concentrate in
continuare pana la aproximativ 80 ml in
sistemul de curgere tangential. Diagrama
membrand a sistemului tangential de
curgere poate fi din nou clatitd cu un
solvent corespunzator astfel ca sa se
retind o cantitate mai mare de dimer. .
Aceasta solutie este preferabil liofilizata
si poate fi stocatd la temperaturi de
aproximativ 4°C pana ce au loc alte etape
de prelucrare. Ideal, liofilizarea este
efectuata prin distribuirea portiunii de
aproximativ 200 ml de solutie n baloane
rotunde de 500 ml si introduse in
atmaosfera de azot si apoi in evapaorator
rotativ. Baloanele sunt etansate si stocate
timp de 30 min la - 30°C, dupa care
materialul este liofilizat. Deoarece materiile
prime de placare sunt adesea scumpe,
este preferabil In mod particular ca
monomerii filtrati in etapa anterioara de
filkrare sa fie returnati la procesul de
dimerizare, conform prezentei inventii.
Aceasta se poate efectua prin colectarea
fractiunilor identificate ca, contindnd o
cantitate  substantiald de monomer
ribonucleaza, concentrarea lor utilizand
un sistem de curgere tangential, si
adaugarea agentului de cuplare identificat
mai sus, reactia de cuplare apare asa cum
s-a aratat mai sus, si apoi se efectueaza
etapa de filtrare descrisa mai sus. Dupa
liofilizarea ribonucleazei recirculate, noii
dimeri formati sunt complet amestecati
cu produsul dimerizat obtinut din primul
ciclu de dimerizare. Cresterile 1n
randamentul produsului dimer de pana la
30% pot fi obtinute prin mijloacele acestor
tehnici de recirculare.

Solutiile dimeri primari obtinute mai
sus sunt purificate in continuare prin
efectuarea unei a doua etape de filtrare
in scopul de a separa in continuare dimeril
de monomeri si oligomeri si de a creste
puritatea produsului final. In acest caz, este
preferabil ca amestecul enzimatic liofilizat
abtinut mai sus sa fie complet eluat prin
rasind schimbatoare de ioni cum ar fi o
coloand cu Sephadex G 50 F. De
asemenea, este preferabil ca in aceasta
etapad coloana cu rasina schimbatoare de
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loni sa aiba pH-ul ajustat la aproximativ 5,
si acest lucru poate fi atins prin utilizarea
solutiei tampon de acetat de sodiu O,2
molar. Tamponul acetat de sodiu de pH
O se prepara prin utilizarea a 27 g de
acetat de sodiu trihidrat dizolvat in 1.000
ml de apa. Fractiunile colectate corespund
celui de-al dollea pic, asa cum s-a
determinat prin masuratorile din prima
etapa de filtrare, ce se aplica coloanei cu
Sephadex. Conditile si materialele descrise
in prima etapa de filtrare sunt preferabil
utilizate din nou cand fractiunile sunt
supuse celei de-a doua etape de filtrare.
Din nou, un profil de eluare este inregistrat
si utilizat la identificarea si izolarea
fractiunilor dorite colectate dupa a doua
etapa de filtrare. In acest caz, profilul de
eluare arata un pic principal corespunzator
unei mari cantitati de dimer si numai doua
picuri secundare ascutite. Din nou este
preferabil ca analiza SDSPAGE a enzimelor
ribonucleaza prelevatd din fractiunile
colectate sa fie efectuatd dupd cum se
indicd mai sus. Aceste studii indica ca,
fractiunile corespunzatoare picului principal
a profilului de elutie contin produs dimer
al ribonucleazei puternic purificat. La acest
punct, fractiunile picului principal sunt
colectate si preferabil sunt concentrate
cu ajutorul sistemului de curgere
tangential. De asemenea, este preferabil
la acest punct ca procesul de desalinizare
sa fie efectuat prin trecerea fractiunilor
peste o coloana cu Sephadox G 25. O
coloana de aproximativ 25 cm ca diametru
si 65 cm ca naltime cu un volum de baza
de 32 | este operata cu viteze de curgere
de 15 |/hin scopul efectudrii procesului
de desalinizare. Suplimentar, se utilizeaza
un tampon de 50 mmoli de amoniu
hidrogen carbaonat.

La acest punct, produsul consta
din compozitie dimer de ribonucleaza
puternic purificata. Totusi, in scopul de a
face liofilizarea dimerului ribonucleazei in
forma farmaceutica utild, este recoman-
dabil, ca dimerii sa treaca printr-un
procedeu in care endotoxinele pot fi
indepartate. Astfel este preferat ca
produsul dimer obtinut mai sus sa fie in
continuare eluat cromatografic cu detoxigel
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care are o ridicata capacitate de legare
a endotoxinelor. Detoxigelul are o
capacitate de legare a endotoxinelor de
aproximativ 2 mg/ml. Deoarece legari
nespecifice cu alti componenti cum ar fi
dimerii proteinei, nu este posibil, cererea
maxima de material dimeric poate fi
obtinutd prin utilizarea tampoanelor in _
domeniul de pH fiziologic. Adaugarea
solutiet saline de 0,1...0,5 m (de exemplu,
clorura de sodiu) asigura domeniul de pH
necesar in scopul obtinerii unui randament
maxim de dimer. Caracteristic, o solutie
contindnd 1.500 E.U./ml cand este
cromatografiata pe o coloana de detoxifiere
poate fi redusa la mai putin de 1,0 E.U.
mil.

Dupa racirea (inghetarea) solutiei
dimer ribonucleaza de endotoxine, solutia
este colectata, sterilfiltrata, si trecuta la
liofilizare Tn balon cu fund rotund steril.
Continutul de endotoxina final din preparat
poate fi determinat cu o trusd de
diagnosticare cum ar fi trusa “Coatest (R)".
Acest test este bazat pe activarea lui
Limulus-Amoebacyten-Lysat (LAL) cu
endotoxine. LAL-ul activat separa colorantul
galben p-nitroanilind  din  substratul
cromogenic (S-2423), a carui extinctie este
masurata ca determinant al continutului
de endotoxind, la 405 nm utilizdnd un
fotometru spectral. Daca continutul de
endotoxind este sub 0,1 ng/mg, atunci
solutia de dimer este introdusa ntr-un
balon cu fund rotund si licfilizata.

Procedeul de mai sus poate fi
repetat atét de des, cét este posibil, pana
ce cantitatea doritd de produs dimer de
ribonucleaza se obtine. Sarjele individuale
de produs dimer, dupd purificare, pot fi
sterilizate sau liofilizate in continuare daca
se impune, si se obtin sarje omogene de
dimer ribonucleaza care pot fi puternic utile
la tratamentul multor afectiuni virale si
bacteriene. Suplimentar efectelor antibac-
teriene si antivirale, alte beneficii terape-
utice ale dimerilor ribonucleazei, cum ar
fi utilizarea ca agent anti-inflamator sau
agent antihistaminic, pot fi abtinute fara
a avea asociate efectele citotoxice asociate
formei monomer a enzimei. Prezentul
procedeu este util in mod particular prin
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aceea ca, cantitati mari de produs dimer
ribonucleaza purificat pot fi obtinute in mad
eficient. Produsii particulari dimeri ai ribo-
nucleazei obtinuti prin utilizarea procedeului
conform prezentei inventii pot fi testati
pentru stabilirea activitatii enzimatice a lor
pe solutii de acid ribonucleic si contraolati
utilizand un fotometru spectral dupa ce
dimerul ribonucleazei este aplicat. Utili-
zarea prezentului procedeu permite astfel
prepararea enzimei dimerice puternic
purificata si testarea activitatii sale la fel
de bine.

In continuare, se prezintd un
exemplu de realizare a prezentei inventii.

Exemplul 1. Prepararea dimerului
ribonucleazei. 50 g de monomer
ribonucleaza se dizolva intr-un pahar
acoperit continand 5 | de solutie 0,1 m
disodiu hidrogen fosfat dihidrat si se
ajusteaza pH-ul la valoarea 10,0 cu solutie
de hidroxid de sodiu O,1 n. Tamponul
disodiu hidrogen fosfat dihidrat se prepara
prin dizolvarea a 70,98 g disodiu hidrogen
fosfat dihidrat in 1,000 | de apa. Apai se
adauga 5 g de agent de cuplare dimetil
suberimidat la temperatura camerei (25°C)
si dimetil suberimidatul se dizolva intr-un
minut. Se controleaza nivelul pH-ului solutiei
Sl se ajusteazd continuu pentru a se
mentine la 10, utilizand solutie 0,1 n de
hidroxid de sodiu. Utilizdnd un agitator
magnetic, solutia se agitd continuu si se
lasa sa reactioneze 45 min la temperatura
de aproximativ 25°C. Reactia se opreste
la scaderea pH-ului la valoarea 7, utilizand
solutie de acid clorhidric 1 molar. La
diferite puncte de la pornirea reactiei de
cuplare, se recolteaza probe si se ana-
lizeaza prin gel-electroforeza. Monomerii,
dimerit si multimerii ribonucleazei se
separa prin SDS gel. Forma monomerica
a ribonucleazei utilizate are o greutate
moleculara relativa de 15.000, si forma
dimerica are greutatea moleculara dubla.
Studiile electroforetice arata ca banda
corespunzatoare dimerului se poate vedea
dupa 15 min de la addugarea agentului
de cuplare, si aceasta banda devine mai
pronuntatd pe masura ce reactia pro-
greseaza. Suplimentar, formele oligomerice
ale ribonucleazei se obtin dupa 30 min.
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Solutia de ribanucleaza dimerizata
se concentreaza la 800 ml in sistem de
curgere tangential (sistem Millipore).
Sistemu! Millipore include un filtru Filtron
Ausschluss 10.000 d, o membrang
olefinica de rezistenta la picatura de 7 bari,
si 0 pompa Verder 80 W tip 20 - 30 =+
60078S. Presiunea de intrare este de 2 .
bari si presiunea de iesire a fost la minim
mai mica de 0,2. Capacitatea de lucru a
fost de 1 |/h. Aparatul are un volum mort
de 400 ml astfel ca dupad terminarea
procesului de concentrare, aparatul se
clateste cu 400 ml ceea ce duce la
obtinerea unui volum final de 1.200 m.

Solutia concentrata de ribonucleaza
este apoi supusa procesului de filtrare
utilizand Sefadex G 50 F in scopul de a
separa diferiti oligomeri formati pe
parcursul procesului de dimerizare. Pentru
aceasta filtrare, se utilizeaza o coloana de
diametru 25,2 cm si indltimea de 120 cm
ce se clateste cu 60 | de solutie 50 malara
de amoniu hidrogen carbonat la pH 8,6.
Solutia 50 molara amoniu hidrogen
carbonat tampon se prepard prin
dizolvarea a 3,95 g amoniu hidrogen
carbonat in 1000 ml de apa. Apoi,
intreaga solutie de proteina de 1.200 ml
se inglobeaza in patul de gel si se elueaza
cu solutie tampon la echilibru. Se
colecteaza fractiuni de aproximativ 1.000
ml cu un colector de fractiuni (LKB 2211
Suprec), timp de aproximativ 15 min,
corespunzator unei curgeri de 80 ml/min.
Profilul de eluare se inregistreaza cu un
inregistrator LKB 2210 la viteza de 0,5
mm,/min si absorbtia se masoara la 280
nm cu fotometru LKB 2238 UVICOR Sil.
Profilul elutiei se poate vedea in fig.1 si
prezinta trei picuri, primul din ele repre-
zentadnd multimerii ribonucleazei, cel de-al
doilea prezentand formele dimerice, iar
ultimul pic prezentand formele monomerice
ale enzimei. In fig.1, linia groasa indica
profilul de absorbtie al solutilor de
ribonucleazd cu detectie mai sensibild
decat in linia subtire cea mai scazuta (mai
de jos] a graficului.

Amestecul de ribonucleaza in
fractiunile individuale a fost apoi analizat
prin SDS-poliacrilamid-gel-electroforeza,
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procedeu (SDSPAGE) in concordanta cu
descrierea lui Thomas si colaboratorii,
PNAS 72:2626(1975). In acest procedeu,
50 microl din fiecare fractiune se
amesteca cu 50 microl de tampon de
acoperire si amestecul se incalzeste timp
de 10 min la 95°C. Apoi, 25 ul din
amestec se trece in locasul cu gel. Pe
parcursul testarii, amestecul standard lv
de proteind este raspandit ca referinta (ca
martor), acoperindu-se greutatile mole-
culare 12,300; 30.000; 45.000:;
66.200; si 76.000. Tamponul de aco-
perire utilizat a cuprins urmatorii ingredi-
enti:

0,72 g tris HCI (0,06 m];

0,136 g EDTA (lil} (5 mmol);

0,18 g glicerina (10%);

5 g SDS, pH fixat la 7,2 (se adauga
90 ml apa);

10 ml beta-mercaptoetanol (10%).

Pentru procedeul de gel-electro-
foreza, se prepara un gel separator 18%
care este acoperit cu un gel colector
3.8%. Solutia de gel separator de 18%
acrilamida cuprinde urmatorii ingredienti:

9 g acrilamida,

0,045 g bisacrilamida;

0,136 g tris HCI pH 8,8 (0,325
mJ;

0,03 g SDS;

200 ul 10 % amoniu persulfat-
solutie;

20 ul TEMED.

Solutia gel colectare pentru 3,9%
acrilamida cuprinde urmatorii ingredienti:

0,39 g acrilamida;

10,4 mg bisacrilamida;

0,125 m tris HCI pH 6,8;

10 mg SDS;

100 wu 10% aminiu persulfat solutie;

10 ul TEMED.

SDS. poliacrilamida gel se prepara
prin luarea a doua placi de sticla de 20
x 20 cm complet curdtate si clatite cu
gtanol, si introducerea intre ele a doua fasii
de spatiere de grosime 1 mm (lungime
20 cm, latime 1 cm) ceea ce asigura
spatiul dintre placi in care se toarna gelul.
Fasiile de spatiere se monteaza pe laturile
stanga si dreapta a placilor de sticla.
Partea de la baza se izoleaza cu o banda
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adeziva textild, si toate celelalte margini
sunt prinse pentru intarire, cu cleme.
Marginile sunt izolate suplimentar cu
solutie 1% de agaroza. Dupa intarirea
agarozei, solutia gel-separatoare preparata
mai sus este introdusa in interstitile
respective in pozitie verticala pana la
aproximativ 3 cm sub marginea de sus -
a placii de sticla, si cu ajutorul unei pipete
Pasteur, se introduce spre completare un
strat de apa. Gelul se polimerizeaza dupa
aproximativ 30 min. Apa de acoperire este
eliminata, si marginile gelului sunt clatite
o0 data cu solutia de gel colectoare descrisa
mai sus. Dupa aceasta, se completeaza
cu solutie gel colectoare pana la marginea
de sus a placutelor, si un dispozitiv
pieptene de colectare a probei, din teflon
este pus peste marginea superioara, astfel
ca lacasurile ce raman (buzunarele pentru
proba) sa fie la aproximativ 1 cm peste
marginea de sus a stratului de gel
separator. Dupa aproximativ 15 min, gelul
colector este polimerizat, si pieptenele
poate fi indepartat. Apoi, se indeparteaza
banda adeziva textila si gelul este adus n
pozitie verticald la aparatul de electro-
foreza.

Camerele tampon sunt umplute cu
tampon de electroforeza (6 g baza tris,
(0,05 m); 28,5 g glicing, (0,38 m); 1 g
SDS, (0,1 %); si 1.000 ml apd) si
buzunarele de gel sunt clatite o data cu
ajutorul sprayului tampon. Probele de
dimer de ribonucleazd sunt incalzite
aproximativ 10 min in tamponul de
acoperire la 95°C si introduse intr-un
rezervor sau zond din buzunarul de testare
a probei corespunzator buzunarului cu gel.

Electroforeza se executa la
aproximativ 20 mA timp de aproximativ
4 h. Daca se doreste totusi o electroforeza
peste noapte, aceasta poate fi efectuata
la 0 incércare redusa cum ar fi 6...8 mA.
Frontul ce se deplaseaza este vizualizat
prin amestecarea a 0,02% albastru de
bromfenol in tamponul de acoperire.
Electroforeza se considera terminata cand
frontul ce se deplaseaza atinge partea de
jos a gelului. Gelul separator este taiat,
colorat pentru aproximativ 30 min in solutie
de fixare si din nou decolorat timp de 2h
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in solutie de decolorare de 400 ml
metanol, 140 ml acid acetic, si 2.000 m
apa. Solutia de fixare se prepara prin
combinarea a 500 ml solutie de decolorare
cu 12 ml de solutie de colorare cuprinzand
1 g albastru Coomassie, 50 ml ap3, si 50
ml metanol. Benzile corespunzatoare
proteinei au fast apoi facute vizibile prin
colorarea cu solutie de colorare asa cum
se indicd mai sus. Urmele facute prin
utilizarea tehnicii SDS-PAGE indica o
crestere gradata a cantitatii de ribonu-
cleaza dimerizata in probele care spre final
includ fractiuni contindnd multimer:i la fel
de bine. Toate fractiunile ce au fost in
majoritate in forma dimerica, au fost
concentrate la un volum de 800 ml in
sistem de curgere tangential (Millipore).
Diafragma membrana a fost clatita din nou
cu 400 ml de permeat, astfel ca si
ramana in final volumul total de 1200 mli
solutie cu dimeri. Dupd aceea, aceasta
solutie a fost liofilizatd si stocatd la 4°C
pana la etapa urmatoare. Lidfilizarea a fost
efectuatd prin distribuirea solutiei in
portiuni de aproximativ 200 mi in baloane
cu fundul rotund. Baloanele au fost apoi
introduse Tn azot lichid si inghetate la
evaporatorul rotativ (Heidolpf VW 60).
Baloanele au fost apoi ermetic inchise si
stocate 30 min la - 30°C. In final, acest
material a fost liofilizat utilizand procedeele
standard de operare. Inainte de etapa
urmatoare a procesului, monomerul de
ribonucleaza filtrat din etapa intai de fittrare
se colecteaza si se recirculd in procesul
de dimerizare. In acest caz, fractiunile de
la etapa de filtrare care au fost mai intéi
ribonucleaza in formd@ monomer, se
colecteaza si se concentreaza la 4 |,
utilizdnd sistemul de curgere tangential
identificat mai sus. Apoi fractiunile
monomerice se dimerizeaza, utilizand
agentul de cuplare indicat mai sus. Dupa
etapa de cuplare, utiliz&nd monomerii
recirculati, procesul de filtrare se executa
dupa cum se indica mai sus, si monomerii
recirculati se obtin de aceasta data in
forma dimerica. Liofilizatele obtinute din
primul proces de dimerizare sunt
combinate cu liofilizatele dimerice obtinute
din reciclarea monomerilor. Amestecul
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ribonucleaza liofilizatd combinat din etapele
de mai sus este acum cromatografiat din
nou pe Sephadex G50F in scopul obtinerii
unei separari imbunatatite a dimerilor de
monomeri si de oligomeri. Procedeul
cromatografic se executa pe Sephadex G
90 F In coloana cu tampon 0,2 m acetat
de sodiu la pH=5. Solutia tampon 0,2 m .
acetat de sodiu se prepara prin dizolvarea
a 27,22 g acetat de sodiu trihidrat in 1,0
| apa. Cromatografierea s-a executat n
conditiile de utilizare a aparatului indicate
mai sus la prima etapa de filtrare.

In acest caz, s-a abtinut din nou un
profil de elutie, si acest profil poate fi vazut
in fig.2. In aceasta figura, linia groasa
reprezintd profilul de absorbtie al solutiilor
de ribonucleaza, obtinut prin utilizarea unei
detectii mai sensibile decét in cea indicata
de profilul cu linie mai subtire. Profilul de
elutie al liniei mai sensibile aratd un pic cu
un continut principal de dimer in cantitate
mare, si numai doua picuri secundare mai
mici. Analiza SDS PAGE a enzimelor luate
din fractiunile picurilor aratd o acumulare
mai mare de dimeri in picul principal decat
in cel al profilului de elutie al primei etape
de filtrare.

Fractiunile corespunzatoare picului
principal au fost colectate si concentrate
cu ajutorul sistemului de curgere
tangentiald descris mai sus. Pentru
desalinizare, aceste fractiuni colectate au
fost trecute peste coloana cu Sephadex
G 25. Coloana a fost de un diametru de
25,2 cm, sinaltimea de 65 cm, un vaolum
de baza de 32 |, si a fost operatd la o
viteza de curgere de 15 |/h. Toate solutiile
ribonucleazei din picul principal a celui de-al
doilea profil de elutie pana la maximum de
9 | au fost inglobate in coloana de
Sephadex. Desalinizarea s-a continuat
utilizdnd tampon 50 moaolar de amoniu
hidrogen carbonat. Ciclul de desalinizare
a durat 90 min la care timp s-au colectat
9 |. Ceea ce a ramas din ciclu sa
descarcat. Un profil de elutie s-a inregistrat
si continutul corespunzator unui singur pic
a fost colectat in balon Schott de cinci litri.
Urme de proba de produs final purificat
au fost selectate in conditii reduse cu beta
mercaptoetanol, cat siin forma neredusa.
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Studiile SDS - PAGE asupra produsului final
purificat au indicat cad numai forma
dimerica a ribonucleazei a fost prezenta.

In scopul plasarii proteinei liofilizate
in forma utild din punct de vedere
farmaceutic, a fost necesar sa se elibereze
dimerul ribonucleazei de endatoxine. Pentru
aceasta, dimerii purificati au fost
cromatografiati, utilizdnd coloana cu
Detoxigel. Pentru a obtine calitatea maxima
a materialului dimer ribonucleaza dorit,
a fost necesara utilizarea tampoanelor n
domeniul de pH fiziologic. Aceasta s-a
infaptuit prin adaugare de solutit saline.
Solutiile enzimei au fost inglobate in coloana
de Detoxigel, si endotoxinele in cantitate
de pana la 1.500 E.U./ml au fost
indepartate. Inainte si dupa fiecare ciclu,
Detoxigelul a fost regenerat cu 1%
dezoxicolat, urmat de clatirea completa
cu apa pana ce endotoxinele nu se mai
puteau detecta n apa de clatire. Volumul
coloanei a fost de 750 ml! (diametrul de
9,5 cm, inaltimea de 14 cm), si coloana
a fost echilibrata cu solutie 0,1 m de
amoniu dicarbonat. Tamponul lipsit de
endotoxind s-a amestecat cu apa sterila.
Solutia de ribonucleaza in volum total de
2 | s-a colectat pe pat de gel si s-a lasat
sd se Tmbibe in gel (sa fie adsorbitd).
Proteina a fost apoi eluata cu tampon
pentru echilibrare si s-a colectat in pahar
steril. Solutia a fost apoi trecuta la liofili-
zarea intr-un balon cu fund rotund steril.

Continutul de endotoxina al prepa-
ratului s-a determinat cu o trusa de
diagnosticare denumitd “Coatest (R)".
Acest test se bazeaza pe activarea lui
Limulus-Amoebocyten-Lysat  (LAL) cu
endotoxine. LAL activat separa forma colo-
rantului galben p-nitroaniling din substratul
cromaogenic (5-2423), si reducerea culorii
este masurata ca determinant al continu-
tului de endotoxind, la 405 nm prin
spectrofotometru spectral. Pradusii diment
de ribonucleaza purificati continuti sub 0, 1
ng/ml au fost trecuti in baloane cu fundul
rotund si apoi liofilizati. Produsul rezultat
a fost o solutie de dimer de ribonucleaza
inalt purificat ce se poate mentine pana
la urmatoarea utilizare.

Utilizand metoda de mai sus, se pot
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obtine cantitdti mari de produs
ribonucleaza dimer inalt purificat, si acest
produs va fi extrem de util la tratarea unei
varietati de afectiuni virale si bacteriene.

Testul de activitate al enzimei este
urmatorul:

- activitatea enzimei dimerul
ribonucleazei, preparat conform prezentei .
inventii, poate fi testat utilizand un test de
activitate asa cum 1 descrie Kanitz,
J.Gen.Physiol. 24:15 (1940). Acest test
se bazeaza pe faptul ca, ca rezultat al
influentei ribonucleazei asupra acidului
ribonucleic, spectrul sdu de absorbtie este
deplasat in domeniul UV spre lungimi de
undd mai scurte. In domeniul 290...305
nm, concentratia acidului nucleic descreste
ca rezultat al digerarii cu ribonucleaza. In
faza initiala de reactie, aceasta descreste,
decurge liniar si poate fi utilizatad spre a
fi masura a activitatii enzimatice. In acest
test, scaderea cantitatii de acid nucleic
este masurata la 300 nm. Testul s-a
efectuat la temperatura constanta de 25°C
si s-au utilizat cuvete termostatate, astfel
ca inainte de utilizare toate solutille sa
poatd fi mentinute timp de 5 min la
temperatura de 25°C. Masuratorile au fost
facute la 300 nm, utilizdnd fotometru
spectral. Volumul de reactie a fost de 3
ml si reactia s-a efectuat in cuvete de 3
ml cu strat de grosime 1 cm.

Amestecul de reactie se prepara
prin utilizarea a 1,5 ml solutie de acid
ribonucleic, 0,05...0,5 ml probe de testat
incluzand fractiuni de ribonucleaza, si apa
in cantitate de pand la 10 ml. Solutia de
acid ribonucleic se prepara prin utilizarea
a 80 mg acid ribonucleic si sare de sodiu
dizolvata in 50 ml tampon acetat. Tam-
ponul acetat se prepara ca tampon acetat
0,1 mla pH=5, prin amestecarea a 0,57
ml acid acetic glacial si 80 ml apa distilata,
ajustarea pH-ului la 5 facadnduse cu
hidroxid de sodiu 1n, si completarea pana
la 100 ml cu apa distilata, dupa care se
executa o filtrare sterila. Solutile probelor
de testat, incluzand dimerii ribonucleazel,
se prepara din 5 mg de proba dimer de
ribonucleaza dizolvata in 5 ml de apa
distilata, diluata astfel ca valoarea masu-
ratd sa se situeze in domeniul favorabil.
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Solutiile de acid ribonucleic si proba de
testat se amesteca in cuveta si reducerea
acidului nucleic se face timp de aproximativ
20 min, utilizand apoi pentru inregistrare
spectrofotometru 1001. Se inregistreaza
profilul de absorbtie, si domeniul liniar se
examineaza timp de aproximativ 8 min.
Reactille se continua la 25°C pana la
terminarea reactiei, ceea ce apare dupa
aproximativ 3 h. Solutile se masoara din
nou pentru determinarea valorii finale si
masuratorile se repeta de doua ori pentru
obtinerea apoi a valorilor medii.

Pentru  calcularea  activitatii
enzimatice, extinctia acidului nucleic trebuie
sa fie determinata la inceputul reactiei (E,),
si extinctia finala (E,) a reactiei la delta
E/min din domeniul initial liniar. Dilutia
* probei de testat de dimer de ribonucleaza
trebuie selectata astfel ca delta E/min sa
nu fie mai mare de 0,007. O valoare
martor este fixata pentru sarja de reactie
facuta cu ribonucleaza si apa, care poate
fi scazuta din valorile méasurate. Unitatea
enzimatica este definitd ca si cantitatea
de enzima n conditiile de testare, produce
o0 scadere de 100% pe minut a valorii E, -
E, pentru un substrat de 25%°C. Valoarea
cea mai mare posibild pentru extinctia
observata la 300 nm este E, - E,. Calculul
activitatii specifice a enzimei se face dupd
cum urmeaza:

3 x (E/min) Factor de dilutie/(EE.)
x volum (mil) de solutie de proba.

Enzimele dimerului ribonucleazei,
conform prezentei inventii, au prezentat
cantitati semnificative de activitate
enzimatica.

Fig.1 si 2 sunt reprezentari grafice
ale profilelor de eluare obtinute via
cromatografierea cu rasina schimbatoare
de ioni in concordanta cu prezenta inventie.

Revendicari

1. Procedeu de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza care
cuprinde fazele de:

a) preparare a unei solutii de
ribonucleaza prin addugare de ribonucleaza
monomerica la o solutie tampon reglata
la un pH de cel putin aproximativ 9;
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b) addugare a unui reactiv de
cuplare suberimidat in solutie de
ribonucleaza si efectuarea dimerizarii
monomerilor de ribonucleaza in timp ce
se mentine pH-ul la cel putin aproximativ
9,

c) oprirea reactiei de dimerizare
la un punct dat; si .

d) purificarea solutiei de ribonucle-
aza dimerizatd printr-un procedeu care
cuprinde cromatografie lichida, caracte-
rizat prin aceea ca, reactia de dimerizare
din faza (c) este oprita prin scaderea pH-
ului la valoarea de aproximativ 7 prin
adaugarea de acid, dupa care amestecul
rezultant este concentrat si supus
purificarii in conformitate cu faza (d), care
cuprinde cel putin doua faze ulterioare de
cromatografie lichida unde, dupa prima
faza de cromatografie lichida, fractiunile
care contin in special forma dimerica a
ribonucleazei sunt colectate si concentrate
si dupa aceea supuse la o0 a doua faza de
cromatografie lichida.

2. Procedeu de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza, conform
revendicdrii 1, caracterizat prin aceea
ca, solutia de ribonucleaza monomerica
se regleazd la un pH de circa 10,
preferabil prin addugare de NaOH.

3. Procedeu de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea
ca, solutia tampon din faza A cuprinde
disodiu hidrogen fosfat dihidrat.

4. Procedeu de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea
ca, reactivul de cuplare se adauga in
solutia de ribanucleaza monomerica in timp
ce solutia este mentinutd la un pH de
aproximativ 10.

9. Procedeu de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea
ca, reactivul de cuplare suberimidat
cuprinde dimetil suberimidat.

6. Procedeu de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea
ca, faza (b) de dimerizare se efectueaza
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la temperatura camerei, preferabil in timp
ce solutia este continuu agitata.

7. Procedeu de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea
ca, reactia de dimerizare se opreste prin
adaugare de HCI.

8. Procedeu de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea
ca, solutia de ribonucleaza dimerizata este
concentrata inainte si/sau dupa prima faza
de cromatografie lichida folosind un sistem
de curgere tangentiala.

9. Procedeu de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza, conform
revendicdrii 1, caracterizat prin aceea
ca, cel putin o fazd de cromatografie
lichida se efectueaza folosind o matrice
reticulatd cu dextran cu un domeniu
preferat de fractionare pentru peptide si
proteine globulare cu greutati moleculare
de 1500 pana la 30000.

10. Procedeu de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea
ca se adauga o parte din reactivul de
culoare la o solutie de monomer de
ribonucleazad constituit din 10 parti de
monomer de ribonucleaza la 1000 parti
solutie tampon, partile fiind In greutate.

11. Procedeu de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea
ca, fractiunile colectate dupa prima faza
de cromatografie lichida sunt liofilizate.

12. Procedeu de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea
ca, fractiunile colectate dupa prima faza
de filtrare care contin, in principal,
ribonucleaza monomerica sunt reciclate
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in faza (b) de dimerizare.

13. Procedeu de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea
ca, cel putin o faza de cromatografie
lichidd se efectueaza folosind o rasina
convenabild, schimbatoare de ioni.

14. Procedeu de preparare a unu -
produs dimeric de ribonucleaza, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea
ca, a doua fazd de cromatografie lichida
se efectueaza la un pH de circa 5, pH-ul
fiind, preferabil, reglat cu un tampon de
acetat de sodiu.

15. Procedeu de preparare a unui
pradus dimeric de ribonucleaza, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea
cda, fractiunile colectate in timpul primel
si/sau celei de-a doua faze de
cromatografie lichida sunt analizate prin
gel-electroforeza.

16. Procedeu de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea
ca, mai cuprinde o fazad de desalinizare
care, preferabil, se efectueaza dupa a doua
faza de cromatografie lichida, cel mai bine
cu ajutorul unei matrice reticulatd cu
dextran, cu un domeniu de fractionare
pentru peptide si proteine globulare, cu
greutdti moleculare de 1000 pana la
5000.

17. Procedeu de preparare a unui
produs dimeric de ribonucleaza, conform
revendicarii 1, caracterizat prin aceea
ca, mai cuprinde o faza de indepartare a
endotoxinelor din solutia de dimer de
ribonucleazd, purificatd, preferabil cu
ajutorul cromatografiei pe gel folosind o
matrice de cromatografie pe gel pentru
detoxifiere, convenabila.
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