10y LT 3424 B

(19) 2,
%
VASTBNSPATENTUBURAS 02 PATENTO APRASYMAS
(11) Patento numeris: 3424 (51) Int.CL5: C12N 9/22

(21) Parai$kos numeris: IP595

(22) Parai$kos padavimo data: 1993 06 02

(41) Paraigkos paskelbimo data: 1994 12 27

(45) Patento paskelbimo data: 1995 09 25

(60) SU duomenys: PCT/US 90/00141, 1990 01 08

(72) ISradejas:
Peter Herrmann, CH
Peter Klein, CH

(73) Patento savininkas:
NIKA HEALTH PRODUCTS LTD., Steadtle 36, 9490 Vaduz, LI

(74) Patentinis patikétinis:
Rita Laurinavi¢iaté, 5, UAB “Metida”, Pilles g. 8/1-2, 2600 MTP Vilnius, LT

(54) Pavadinimas:
Ribonukleazés dimery gavimo bidas

(57) Referatas:

I$radimas apima i$valyty ribonukleazés dimery gavimo bada, | kurj jeina monomerinés ribonukleazés dimeriza-
cijos stadija, panaudojant suberimidatinj sujungiantjjj reagenta, nedimerizuoty monomery ir oligomery nufiltravimo
i§ tirpalo stadija, panaudojant keleta chromatografiniy etapy per jonitines dervas, reakcijos eigos kontrole,
panaudojant gel-elektroforezg, ir ivalyto ribonukleazés dimerinio produkto surinkimas. Gavimo budo privalumai
yra tokie, kad efektyviai ir palyginus nebrangiai galima gauti didelius produkto kiekius, ir tai, kad ribonukleazés
dimerai dé! jy tinkamo poveikio gali bati naudojami kovai su virusinémis ir bakterinemis infekcijomis. Jie neturi
citotoksinio poveikio, paprastai badingo ribonukleazés monomerams.
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ISradimas apima ribonukleazés dimero, kuris gali bati
naudojamas gydant virusines ir bakterines infekcijas,

gavimo ir valymo budj.

Kaskart vis didéjantis bakteriniy ir virusiniy, ligas
sukelianc¢iy kamieny, atspariy antibiotikams, skai&ius
reikalauja, kad Zmoniy gydymui baty naudojami naujo
tipo vaistai. Tarp $iuo metu taikomuy naujy gydymo
metody ir jivairiomis ligomis sergantiems ligoniams
gydyti skirty wvaisty tam tikrg pripaZinimg igijo
fermenty monomerai. Kai kuriais atvejais fermenty tai-
kymas butinas todél, kad, esant kai kuriems susirgimo
simptomams, pastebimas fermenty aktyvumo sumaZéjimas.
Fermentai priskiriami kataliti3kai aktyviy baltymy
grupei, ir jie dalyvauja visuose organizme vyks-
tanCiuose gyvybiskai svarbiuose procesuose. Kadangi
fermentai pasiZymi fizikocheminiu, fiziologiniu arba
biologiniu veikimu, daug jy yra iSskirta tiek indi-
vidualioje blsenoje, tiek ir tam tikruose deriniuose.
Prie tokiy fermenty, kurie turi gydantiji efekta, arba
kuriy aktyvumas sumaZéja, esant kai kuriems susirgimo
simptomams, priklauso ir ribonukleazés. Ribonukleazes
sudaro grupe nukleininiy fermenty, paprastai randamy
daugelyje gyviny ir augaly organizmy. Ribonukleazés
savybiy ir jos iSskirimo metody tyrimg pradéjo Schmidt
ir McDonald 50-yjy mety viduryje. Tarp daugelio
atradimy, susijusiy su 3iuo fermentu, buvo ir tai, kad
véZiniam audiniui yra charakteringas labai sumaZintas
jo ribonukleaziy aktyvumas. Vienu atveju buvo rasta,
kad leukozinés pelés turi labai sumaZinta riug3tineés
ribonukleazes aktyvuma, stebimg, tarp kitko, mito-
chondrijy ir mikrosomy frakcijose, gautose i% gyvuliuky
bluZnies. Pana3is tyrimai rodo, kad ribonukleaze galbit
galima taikyti profilaktikai arba kovai su virusine

leukemija.
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Deja, ribonukleazés pritaikymo potencialios galimybeés
nebuvo realizuotos pirmiausia dél to, kad 3io fermento
monomerine forma buvo labai citotoksidka. PavyzdZiui,
bandymuose su kultivuojamais fibroplastais pastebétas
citotoksinis poveikis, jvedus netgi ypa¢ maZus mono-
merinés ribonukleazés kiekius. I3 to, kas pasakyta,
seka, kad biatinai reikalinga maksimaliai iSnaudoti
potencialias ribonukleazés galimybes, tuo paciu metu
suvedant i minimumg jos monomerinés formos citotoksinj

poveiki.

Neseniai rasta, kad i3 ribonukleazés galima pagaminti
priedvirusine arba antibakterine kompozicijg, netu-
rindia citotoksinio poveikio, Jjei tokia kompozicija
padaryti i3 fermento dimerinés formos. Buvo nustatyta,
kad ribonukleazés dimero kompozicijos taikymas yra
efektyvus, gydant eile infekciniy susirgimy, ir 3i kom-
pozicija neturi stipraus citotoksinio poveikio, pa-
prastai susijusio su ribonukleazés monomeru. Ribonukle-
azés dimery taikymas jvairiuose gydymo kursuose aprasSy-

tas $iuo metu nagrinéjamoje paraiskoje PCT /US 88/ 01785.

Nors ribonukleazés dimerinés formos gavimo 13 Jjos
monomerinés formos bidai ir yra Zinomi, didele reik3me
turi dideliy dimerineés formos kiekiy gavimas nebrangiu
ir efektyviu biddu. Taigi, labai pageidautina sukurti
tokig dideliy i3valyto ribonukleazés dimero kiekiy
gavimo ir analizés sistema, kad ribonukleazés dimere
bity minimalds priemai3y, tokiy kaip monomerai, multi-

merai arba kitos uZter3iandéios medZiagos, kiekiai.

Pagal i i3radimg, ribonukleazés dimero galutiniam

produktui gauti numatomos Sios stadijos:

a) ribonukleazés tirpalo paruoSimas, tirpinant ribonu-
kleaze buferiniame tirpale ir nustatant pH lyguy ma-

Ziausiail 9;
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b) suberimidatinés (turin&ios suberino rig3ties imi-
data) sujungiandios medZiagos, tokios kaip dimetil-
suberimidatas, pridéjimas, kad ivykty ribonukleazés
monomery dimerizacija tirpale, palaikant tirpalo pH 9

arba didesnj;

c) pH sumaZinimas apytikriai iki 7, kad dimerizacijos
reakcija sustoty Siame lygyje;

d) dimerizuotos ribonukleazés tirpalo gryninimas, pa-
naudojant pirma filtravimo etapa, kuriame tirpalas
leidZiamas per jonitine derva ir surenkamos frakcijos,

turindios dideli ribonukleazés dimerinés formos kieki;

e) antrasis filtravimo etapas, kuriame pirmajame fil-
travimo etape surinktos frakcijos leidZiamos per

jonitine dervgy;

f) didelio 3varumo laipsnio ribonukleazés dimero, gauto

i3 antrojo filtravimo etapo, surinkimas.

Naudojant auk3&iau aprasyta metods, galima pagaminti
didelius kiekius ribonukleazés dimero, kaip galutinio
produkto, kuris yra ypatingai naudingas gydant ivairius

virusinius ir bakterinius susirgimus.

Trumpas diagramy paaiSkinimas

1 ir 2 bré%. grafis3kai pavaizduota 3io iSradimo jony

mainy chromatografijos eliuwavimo charakteris.

Smulkus isSradimo aprasymas

Pagal 3i i3radimg gaminant ribonukleazés dimering for-
mg, kaip pradiniai produktai gali biti naudojami bet
kokie Siuo metu prieinami ribonukleazés monomerai.

Siame iSradime buvo naudojami ribonukleazés monomerai,
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gauti i3 firmos Serva Feine Biochemica, GmbH, Hei-
delberg ir turintys katalogini Nr. 28260. Gali buti
naudojami ribonukleazés A arba bet kokios i85 prieinamy
ribonukleaziy monomerai. Ribonukleazés monomerai pa-
ruodiami sujungimo reakcijai, tirpinant Jjuos fosfa-
tiniame buferyje kambario temperatiroje; taip gaunamas
ribonukleazés monomero tirpalas. Rekomenduojama naudoti
0,1 M buferini dinatrio hidrofosfato dihidrato tirpalsa,
kuriame iStirpinamas monomeras, nepertraukiamai maiSant
tirpala maZiausiai 2 valandas. Tinkamas buferinis tir-
palas buvo gautas, tirpinant apie 70 g dinatrio hidro-
fosfato dihidrato apytikriai 1000 ml vandens. Nors
tikslids reagenty ir tirpaly, naudojamy Siame i3radime
aprad8ytame gavimo bide, kiekiai gali skirtis, 3io
i3radimo dimerizacijos reakcija vykdoma tirpale, kur
40-60 g ribonukleazés monomero iStirpinta 5 1 dinatrio
hidrofosfato dihidrato buferio. Be to, rekomenduojama
nustatyti monomero tirpalo pH maZiausiai 9, geriau 10.

pH nustatymui galima naudoti 0,1 N NaOH.

Dimerizacijos reakcija inicijuojama, pridedant kaip
sujungiandios medZiagos, tam tikrg suberimidato kiekj j
ribonukleazés monomero tirpala ir nustatant pH reiksme
maZiausiai 9 arba didesne, geriau 10 (*0,2). Sujun-
giandia medZiaga Siame iSradime rekomenduojama naudoti
dimetilsuberimidata, bet gali bdti naudojami ir kiti
suberimidatiniai sujungiantys reagentai. I monomero
tirpala, pagaminta pagal auk3&iau duota aprasSyma, reko-
menduojama pridéti 4-6 g dimetilsuberimidato, kuris
i8tirpsta per 1 min. Nepertraukiamal maiSant magnetiniu
maidikliu arba kitokiu prietaisu, kambario tempe-
ratiroje (25+5°C) reakcija vyksta 30-60 minuciy. Reak-
cijg galima nutraukti, sumaZinant tirpalo pH, pridéjus
HCl tirpalo, kad pH pasidaryty 7 (£0,2). Po to, reko-
menduojama koncentruoti gautg mis$inij, panaudojant
tangentinio srauto sistema, kuri detalial aprasSyta

Zemiau.
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Tam tikrais laiko tarpais nuo sujungimo reakcijos pra-
dZios rekomenduojama imti i3 tirpalo méginius analizei
ir juos analizuoti naudojant gel-elektroforeze. Gel-
elektroforezés tyrimai parodé, kad nors monomeriné fer-
mento forma ir aiSkiai matoma beveik visuose anali-
zuojamuose méginiuose, juostelé, atitinkanti ribonukle-
azés dimerine formg, jau matoma, praéjus 10 min. nuo
reakcijos pradZios. Fermento dimerine formg atitinkanti
juostelé aisSkiai matoma apytikriai po 15 min., ir ji
vis ryS3keja, vykstant reakcijai. Be to, maZdaug po
30 min., skai¢iuojant nuo sujungian&io reagento prideé-
jimo momento, galima pastebéti fermento oligomeriniy
formy susidarymg. Monomeriné ribonukleazés forma turi
molekuline mase 15000, o dimeriné forma - dvigubai
didesne.

Norint gauti didelius i38valytos ribonukleazés dimero
kiekius, rekomenduojama dimerizuotos ribonukleazés tir-
palg filtruoti maZiausiai dviem etapais, kad bity
iSskirti ribonukleazés dimerai ir paSalinta monomeriné
arba polimeriné ribonukleazé. Atskirti nedimerizuoti
ribonukleazés monomerai gali bati surinkti, ir Siame
i8radime rekomenduojama veél juos leisti i procesa, kad
dar labiau biuty padidintas fermento dimerinés formos

gavimo efektyvumas.

Oligomerams atskirti i3 dimerizuotos ribonukleazés
tirpalo rekomenduojama tirpalg filtruoti per jonitine
derva. Siame i3radimo realizavimo variante filtruojama
per koloneéele, uzpildyta Jjonitine derva Sefadeks.
Kolonélé su Sefadeksu turi apie 25 cm diametra ir apie
120 cm auk3ti. Ji perplaunama maZdaug 60 litry 50 mM
amonio hidrokarbonato tirpalu, kurio pH 8,6. Toks
karbonatinis buferis gaminamas i3 4 g amonio hidro-
karbonato ir 1000 ml vandens. Visas auk3&iau aprasytu
bidu gautas ribonukleazés tirpalas supilamas i kolonéle

ir eliuucjama reguliuvojancé¢iu buferiu. Frakcijos
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renkamos frakcijy kolektoriumi, pvz. LKB 2211 Suprec;
tirpalo tekéjimo greitis apie 80 ml/min. Eliuavimo cha-
rakteris registruojamas registruojanc¢iu prietaisu,
tokiu kaip savira3tis LKB 2210, matavimo greitis
0,5 mm/min, o absorbcija gali bati nustatyta KB UVICOR
SII prietaisu, kai 4A=280 nm.

Eliuavimo charakteris $iame filtravimo etape paprastai
i3reiskiamas trimis pikais: pirma pika duoda ribo-
nukleazés polimerai, antrasis pikas atitinka dimerus ir
paskutinysis atitinka 1likusio monomerinio fermento
kieki. 3Ziame etape taip pat rekomenduojama analizuoti
atskiras surinktas frakcijas gel-elektroforezés metodu.
Panadi analizé gali buti atlikta SDS-poliakrilamidinio
gelio elektroforezés (PAGE) metodu pagal Thomas ir kt.
PNAS, 72, 2626 (1975) metodika. Pagal 8ig metodika
rekomenduojama maZdaug 50 a1 mégini i3 kiekvienos
surinktos frakcijos sumai8yti su apytikriai 50 ul
dengian&io buferio ir 3ildyti apie 10 min. 95°C
temperatiiroje. Tada maZdaug 25 #l gauto miSinio jpilama
i gelio duobute. Elektroforezé vykdoma maZdaug 4 val.,
esant 20-35 mA srovei; taip i3siskirsto atskiros fer-
mento formos. Baltymo juostelés tampa matomos, daZant

tokiais daZais, kaip Cumassi mélynasis R 250 (Merck).

Toks metodas, kaip SDS-PAGE elektroforezé, leidZia
jdentifikuoti ir surid$iuoti frakcijas, kuriose yra
monomerinés, dimerinés 1ir oligomerinés ribonukleazes
formos arba jy miSiniai. I3siaiSkinus frakcijy sudetj,
tos frakcijos, kuriose pagrindinai yra dimerine forma,
yra atskiriamos ir supilamos kartu. Sias dimero
frakcijas rekomenduojama vél sukoncentruoti iki 800 ml,
panaudojant tangentinio srauto sistems. Tangentinio
srauto sistemos membraniné diafragma gali buti veél
perplauta atitinkamu tirpikliu, ir taip gali bati
sulaikyti dideli dimero kiekiai. Rekomenduojama sukon-

centruota tirpala 1liofilizuoti ir laikyti apie 4°c
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temperatiroje iki papildomo apdirbimo. Idealiu atveju
liofilizuojama supilant apie 200 ml tirpalo porcijg i
500 ml talpos apvaliadugne kolbg, kuri skysto azoto
atmosferoje patalpinama i rotorini garintuvg. Kolba
gerai uZkemSama ir i3laikoma 30 min. -30°C tempe-

ratiroje, po to liofilizuojama.

Kadangi pradinés medZiagos daZniausiai yra brangios,
ypatingai rekomenduojama nufiltruotus ankstesnése
filtravimo stadijose monomerus vél graZinti i 3iame
iSradime pasililytg dimerizacijos procesa. Tai gali biti
padaryta, surenkant frakcijas, kuriose yra didesni
monomerineés ribonukleazés kiekiai, jas koncentruojant
tangentinio srauto sistemos pagalba ir pridedant
sujungiantiji reagenta. Sujungimo reakcija vyksta taip
pat kaip apraSyta auks$¢iau, ir lygiai taip pat reko-
menduojama filtruoti. Po antrojo liofilizacijos ciklo
gauti ribonukleazés dimerai kruops&iai sumaiSomi su
dimerizuotu produktu, gautu pirmajame cikle. Panau-
dojant tokias recirkuliavimo priemones, galima padi-

dinti dimerinio produkto i3eiga iki 30%.

Auk3¢iau aprasSytu bGdu gauti tirpalai, kuriuose
pagrindinai yra dimeras, toliau valomi antrg karta
filtruojant, kad bty geriau atskirti dimerai nuo
monomery ir oligomery ir padidintas galutinioc produkto
Svarumas. Siuo atveju rekomenduojama liofilizuota fer-
menty miSini perleisti per jonitine derva, pvz., per
kolonéle uZpildytg Sefadeksu G 50F. Be to, reko-
menduojama, kad kolonélé su jonitine derva turéty pH
apie 5; toks pH gali bGti gaunamas, panaudojant 0,2 M
natrio acetato buferi. Natrio acetato buferis, kurio
pH 5, ruoSiamas tirpinant apie 25 g natrio acetato
trihidrato 1000 ml vandens.

Surinktos frakcijos, kurios pirmajame filtravimo etape

atitiko antraji pika, supilamos i kolonéle su
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Sefadeksu. Antrgjame filtravimo etape rekomenduojama
naudoti tas pacias medZiagas ir filtravimo salygas,
kaip ir pirmajame etape. Vél registruojamas eliuavimo
charakteris ir jis naudojamas identifikuoti ir atskirti
reikalingas antrojo filtravimo etapo frakcijas. 8§iuo
atveju uZrasSytas eliuavimo charakteris rodo labai dide-

li dimero pagrindini pika ir du mazZus antrinius pikus.

Ir vél rekomenduojama analizuoti surinktas ribonu-
kleazés fermenty frakcijas auks$éiau apraSytu SDS-PAGE
metodu. S5i analizé rodo, kad frakcijos, atitinkand&ios
pagrindinj eliuavimo kreivés pika, turi labai 3vary
ribonukleazés dimerg. Dabar pagrindinio piko frakcijos
sujungiamos, ir rekomenduojama jas koncentruoti, panau-
dojant tangentinio srauto sistemg. Be to, dabar
rekomenduojama atskirti druskas, praleidZiant frakcijas
per kolonéle su Sefadeksu G 25. Drusky atskyrimui nau-
dojama kolonélé yra apie 25 cm diametro ir 65 cm auks-
&¢io; jos tiris - 32 litrai, srauto greitis - 15 1/val.

Be to, naudojamas amonio hidrokarbonato 50 mM buferis.

Taip gautas produktas yra labai Svari ribonukleazés
kompozicija. Tac¢iau, norint paversti liofilizuotg ribo-
nukleazés dimerg i farmaciskai tinkamg formg, rekomen-
duojama atskirti 15 Jjo endotoksinus. T.y. rekomen-
duojama gautg auk3c¢iau apraSytu biddu isSvalytg dimerini
produkta papildomai chromatografuoti, pvz., pralei-
dZiant ji per Detoksigeli, kuris turi savybe surinkti
endotoksinus. Detoksigelio endotoksiny suriSamoji galia
yra maZdaug 2 mg/ml. Kadangi galimas ir nespecifinis
kity komponenc¢iy, kaip pvz. baltymy dimerai, suri3imas,
maksimaliai regeneruoti dimerini produkta galima panau-
dojant buferius, turinc¢ius fiziologini pH reik3miy
intervalg. Pridejus 0,1-0,5 M druskos (pvz. NaCl)
tirpalo, gaunamas reikiamas pH reiks3miy intervalas ir
pasiekiama maksimali dimero iSeiga. Kaip taisykle,

chromatografuojant tirpala, turinti 1500 EU/ml per
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detoksikacine kolonéle, EU kieki galima sumaZinti iki

mazZiau negu 1 EU/ml.

PaSalinus endotoksinus i3 ribonukleazés dimery tirpalo,
tirpalas surenkamas, filtruojamas steriliose salygose
ir patalpinamas i sterilia apvaliadugne liofilizacijos
kolbga. Endotoksiny kiekis galutiniame produkte gali
bati nustatytas, panaudojant diagnostini rinkini, pvz.
toki kaip "Coatest R", i3leidZiamg firmos Kabi-Vitrum,
Miunchenas. Analizé paremta amebocity (karduodegio)
lizato (LA) aktyvavimu, veikiant endotoksinams.
Aktyvuotas LA i3 chromogeninio substrato S5-2423
atskelia geltong daZa - p-nitroaniling - kurio kiekio
kitimas, atspindintis endotoksiny 1lygi, matuojamas
spektrofotometru, esant A=405 nm. Jei endotoksiny yra
maziau negu 0,1 ng/ml, dimero tirpalas supilamas |
apvaliadugne kolbg ir liofilizuocjamas.

Auk3&iau apraSytas procesas gali biti kartojamas tiek
karty kiek reikia, kad bty gaunamas reikiamas
galutinio ribonukleazés dimero kiekis. Atskiros dimero
partijos po valymo gali bGti sterilizuojamos arba, jei
reikia, papildomai liofilizuojamos ir taip gaunami
vienalyiai pavyzdZiai ribonukleazés dimero, kuris gali
bati ypatingai naudingas, gydant daugeli virusineés ir
bakterines kilmés susirgimy, tokiu kaip nurodyti 3Siuo
metu nagrinéjamoje paraiskoje PCT/US 88/01785. Be
priesvirusinio ir antibakterinio veikimo, ribonukleazés
dimerai gali duoti ir kitg gydantiji efekta, pvz. juos
naudojant, kaip prie3uZdegiminius ir antihistamininius
preparatus, kurie neturi potencialaus citotoksiskumo,
suriSto su fermento monomerine forma. 35is bidas ypa&
patrauklus tuo, kad gali bati gaunami dideli i8valyto
perspektyvaus ribonukleazés dimero kiekiai. Konkretis
galutiniai ribonukleazés dimerai, gauti Siame iSradime
apraSytu buadu, gali bati analizuojami, nustatant jy

fermentini aktyvumg saveikoje su ribonukleino rigsties
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tirpalais ir rezultatus registruojant spektrofotometru,
pridéjus ribonukleazés dimero tirpalo. Taigi, Sis budas
leid?ia gauti labai &vary dimerini fermenta, o taip pat

ir nustatyti jo aktyvumg.

Jemiau duodami pavyzdZiai pateikti 8io i3radimo
iliustracijos tikslais; jie jokiu bidu neriboja i3ra-
dimo apimties.

1 pavyzdys

Ribonukleazés dimero gavimas

I chemine stikline su dangteliu, kurioje yra 510,11 M
dinatrio hidrofosfato dihidrato, pridedama 0,1 N NaOH
ir nustatomas tirpalo pH 1lygus 10. Dinatrio hidro-
fosfato dihidrato tirpalas gaunamas, tirpinant 70,98 g
dinatrio hidrofosfato dihidrato 1000 ml vandens. Po to,
25°C (kambario) temperatiroje pridedama, kaip sujun-
gian&iojo reagento, 5 g dimetilsuberimidato (Sigma,
partijos Nr. 29 3687), kuris per 1 min. i3tirpsta.
Tirpalo pH visa laika kontroliuojamas ir palaikomas
lygus 10, pridedant 0,1 N NaOH. Tirpalas visa laikg
maiSomas magnetiniu mai3ikliu 45 minutes 25°C tempe-
ratiroje. Reakcija nutraukiama, sumaZinant pH iki mazZ-
daug 7, pridéjus 1 M HCI.

Laikas nuo laiko i3 reakcijos miSinio imami méginiai ir
analizuojami gel-elektroforezes metodu. Monomerai,
dimerai ir polimerai i3siskirsto SDS-gelyje. Naudojama
monomeriné ribonukleazés forma turi molekuline mase
15000, o dimeriné - dvigubai didesne. Elektroforezes
analizé parodé, kad dimero juostelé pastebima po 15
min. nuo sujungiandiojo reagento pridéjimo ir, reak-
cijai vykstant, 3i juostelé tampa vis intensyvesne. Be
to, po 30 min. susidaro ribonukleazés oligomerines

formos.
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Dimerizuotos ribonukleazés tirpalas koncentruojamas iki
800 ml, panaudojant tangentinio srauto sistemag (Milli-
por). I Millipor sistemg ijeina: "“Filtren Ausschluss
10000d" filtras, 7 bary slégi atlaikanti olefininé
membrana ir Werder 80 tipo 20-30 60079 siurblys. Iéjimo
slégis - 2 barai ir minimalus i%éjimo slégis - maZiau
0,2 bary. Sistemos nadumas - 1 litras/val. Sistemos ba-
lastinis tQris yra 400 ml, todél pabaigus koncentravimo
procesa, sistema perplaunama 400 ml, todél bendras

tiris padidéja iki 1200 ml.

Norint atskirti dimerizacijos eigoje gautus oligomerus,
sukoncentruotas ribonukleazés tirpalas filtruojamas per
Sefadeksg G 50 F (Farmacia) . Filtravimui skirta
kolonéle, kurios diametras 25,2 cm ir auk3tis 120 cm,
perplaunama 60 1 50 mM amonio hidrokarbonato tirpalo,
kurio pH 8,6. 50 mM amonio hidrokarbonato tirpalas
gaminamas i3 3,95 g amonio hidrokarbonato ir 1000 ml
vandens. Po to, wvisas baltymo tirpalas (1200 ml)
supilamas ant gelio sluoksnio, palaukiama kad susigerty
ir plaunama reguliuojan&iu buferiu. Frakcijos maZdaug
po 1000 ml surenkamos frakcijy kolektoriumi (LKB 2211
Suprec) maZdaug 15 min. beégyje; tai atitinka 80 ml/min.
srauto greitj. Eliuavimo charakteris registruojamas
savira8¢iu LKB 2210, esant registravimo greid&iui 0,5
mm/min., o absorbcija nustatoma prietaisu LKB 2238

UVICOR SII, esant A=280 nm. Eliuavimo charakteris, kaip

parodyta 1 bréZ., turi tris pikus: pirmasis atitinka
ribonukleazés polimerus, antrasis - dimerus ir
paskutinysis - fermento monomerine formg. 1 bréZ. stora

linija atvaizduotas ribonukleazés tirpaly absorbcijos
charakteris, esant jautresniam detektavimui, negu

atvaizduota plona linija.

Po to, ribonukleaziy miSinys atskirose frakcijose
analizuojamas, panaudojant SDS-PAGE elektroforeze pagal
Thomas ir kt. PNAS, 72, 2626 (1975) metodika. Pagal 3ig
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metodika, 50 ul kiekvienos frakcijos sumaiSoma su 50 ul
dengian&io buferio ir miSinys S$ildomas 10 min. 95°C
temperatiroje. Po to, 25 ul gauto miSinio jleidZiama j
gelio ducbutes. Analizés eigoje kaip standartas nau-
dojamas standartinis baltymy mi3inys IV (Merck),
kuriame yra molekuliniy masiy 12300, 30000, 45000,
66200 ir 76000 baltymai. Naudojamas dengiantis buferis
susideda i3 3iy komponendiy:

0,72 g tris-HC1l (0,06 M),

0,136 g EDTA (III) (5 mM),

0,18 g glicerinoc (10%),

5 g SDS, nustatomas pH=7,2 (pridedama 90 ml vandens),

10 ml B-merkaptoetanolio (10%).

Gel-elektroforezei atlikti gaminamas 18% skirstantysis
gelis, ant kurio uZdedama 3,3% koncentruojan&io gelio.
18% skirstandiojo gelio tirpalas susideda i3 3iy

komponenciy:

9 g akrilamido,

0,045 g bis-akrilamido,

0,13 g tris-HCl, kurio pH 8,8 (0,325 M),
0,03 g SDS,

200 ul 10% amonio persulfato tirpalo,

20 ul TEMED.

3,9% akrilamido koncentruojanio gelio tirpalas susi-

deda i3 3iy komponenciy:

0,39 g akrilamido,

10,4 mg bis-akrilamido,
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0,125 g tris-HCl, kurio pH 6,8,

10 mg SDS,
100 4l 10% amonio persulfato tirpalo,

10 xl1 TEMED.

SDS-PAGE gaunamas taip. Imama dvi stiklo (20x20 cm)
plok3telés, gerai nuvalomos, nuplaunamos etanoliu ir
padedamos viena ant kitos. Dviem 1 mm storio (ilgis
20 cm, plotis 1 cm) Jjuostelémis padaromas tarpas tarp
ploksteliy, kuris bus uZpildytas geliu. Skirian&iosios
juostelés itvirtinamos kairiajame ir deSiniajame plok3-
teliy kra3tuose. Apatinis kra3tas uZtaisomas lipnia
audinio juostele, ir visi trys krastai sutvirtinami
spaustukais. Krastai papildomai hermetizuojami 1%
agarozes tirpalu. Kai agarozé sukieteja, tarpas tarp
plok3teliy, pastatyty vertikaliai, uZpildomas auk3&iau
apradytu skirstan&iojo gelio tirpalu, kad likty maZdaug
3 cm iki stiklo plokS3telés virSutinio kraSto, ir Pas-
tero pipete ant vir3aus jleidZiama vandens. MaZdaug po
30 min. gelis susipolimerina. Vandens sluoksnis pa3a-
linamas, ir gelio vir3us nuplaunamas auk3Ciau aprasytu

koncentruojanc¢io gelio tirpalu.

Po to, likes tarpas iki pat krasto uZpildomas koncen-
truojanéio gelio tirpalu, istatomos méginiy rinkimo
jukos, padarytos i3 teflono taip, kad apatinis pavyz-
dZio duobutes 'kraétas baty 1 cm auksé&iau, negu
skirstan&iojo gelio pavir$ius. MaZdaug po 15 min.
koncentruojantis gelis susipolimerina, ir Sukos iStrau-
kiamos. Tada nuimama lipni audinio juostelé ir verti-
kaliai pastatytas gelis prijungiamas prie elektro-
forezeés prietaiso. Buferiy kameros uZpildomos
elektroforezés buferiu (6 g tris-bazes (0,05 M), 28,5 g
glicino (0,38 M), 1 g SDS (0,1%) ir 1000 ml H)0), o
duobutés viena syki apipurdkiamos buferiu. Ribonu-

kleazés dimero meéginiai pa$ildomi maZdaug 10 min. 95°C
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temperatiroje su buferiu, ir jais uZpildomi konteineris

arba duobutés, skirtos méginiams jvesti.

Elektroforezé vykdoma maZdaug 4 val., esant 20 mA
srovei. Tadiau, jei norima pratesti elektroforeze, tar-
kim, per nakti, srove sumaZinama iki 6-8 mA. Judantis
frontas tampa matomas, jei i buferini tirpala pridedama
0,02% bromfenolio mélio. Elektroforezé nutraukiama, kai
judantis frontas ©pasiekia vir3utini gelio krastsa.
Skirstantysis gelis nupjaunamas, laikomas maZdaug
30 min. fiksavimo tirpale ir i3blukinamas, laikant
2 val. iS8blukinimo tirpale, i kuri ijeina 400 ml eta-
nolio, 140 ml acto rug3ties ir 2000 ml vandens.
Fiksuojantis tirpalas gaminamas, sumai%ant 500 ml
i8blukinanc¢io tirpalo su 12 ml daZo tirpalo, kuriame
yra 1 g Kumassi mélynojo (P 250, Merk), 50 ml wvandens
ir 50 ml metanolio. Baltymo juostelés tampa matomos,
nes jas nudaZo auk3¢iau minéto daZo tirpalas. Baltymy
pedsaky nustatymas, naudojant SDS-PAGE, parodeé, kad
dimerizuotos ribonukleazés kiekis méginiuose laips-

ni3kai didéja, bet juose yra ir polimery.

Visos frakcijos, kuriose pagrindinai yra dimerine
ribonukleazés forma, sujungiamos ir koncentruojamos iki
800 ml tangentinio  srauto sistemoje (Millipor).
Membraniné diafragma vél plaunama 400 ml tirpalo,
praéjusio per membrang, ir rezultate bendras dimero
tirpalo kiekis i3silaiko 1200 ml. Gautas tirpalas
liofilizuojamas ir laikomas 4°C temperatiroje iki kito
etapo. Tirpalas i3dalinamas po 200 ml i 500 ml talpos
apvaliadugnes kolbas ir liofilizuojamas. Kolbos
patalpinamos i skystg azotg ir laikomos rotoriniame
garintuve (Hedolf W 60). Po to, kolbos gerai uZdaromos
ir laikomos 30 min. -30°C temperatiroje. Gautas pro-
duktas toliau liofilizuojamas, panaudojant standartines

darbo metodikas.
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Pries kita proceso etapg monomeriné ribonukleazé,
nufiltruota pirmajame filtravimo etape, surenkama 1ir
vél leidZiama i dimerizacijos procesa. Tam tikslui
nufiltruotos frakcijos, kuriose pagrindinai yra
monomerineés formos ribonukleaze, sujungiamos ir
koncentruojamos iki 4 1, panaudojant auk3¢iau minéta
tangentinio srauto sistems. Po to, monomerines
frakcijos dimerizuojamos, panaudojant sujungiantj
reagentgq pagal aukS¢iau apradyta metodika. Sujungus
recirkuliuotus monomerus pagal aukSc&iau apraSyta
metodika, Jjie wvel filtruojami pagal Jjau apradytsy
metodikg ir vél gaunama dimeriné forma. Liofilizacijos
produktai, gauti pirmajame dimerizacijos procese,
sujungiami su produktais, gautais i8 recirkuliaciniy

monomery.

Norint geriau atskirti dimerus nuo monomery ir
oligomery, sujungtas liofilizuotos ribonukleazés misi-
nys, gautas pagal nurodytas operacijas, veél chromato-
grafuojamas per Sefadeksg G 50F. Chromatografijai
naudojama kolonélé su Sefadeksu G 50F (Farmacia) ir
0,2 M natrio acetato buferis, kurio pH 5. 0,2 M natrio
acetato buferis gaunamas, tirpinant 27,22 g natrio
acetato trihidrato 1000 ml vandens. Chromatografuojama
tomis paciomis sglygomis ir ta padia aparatira, kaip ir

pirmajame filtravimo etape.

Siuo atveju gautas eliuavimo charakteris pavaizduotas
2 bréZ. Diagramoje stora 1linija pavaizduota ribo-
nukleazés absorbcija, esant didesniam detektavimo
jautrumui, negu plona linija parodytu atveju. Esant
didesniam detektavimo jautrumui, viduryje parodytas
didelis pagrindinis pikas, kuris atitinka dimera, S3alia
jo yra tik du silpni antriniai pikai. Fermentuy,
atrinkty i8 pagrindinio piko frakcijy, analizé SDS-PAGE

metodu rodo, kad pagrindiniame pike susikaupia didelis
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dimery kiekis, palyginus su pirmojo filtravimo etapo

eliuvavimo charakteriu.

Pagrindinio piko frakcijos sujungiamos ir koncen-
truojamos panaudojant tangentinio srauto sistemg. Kad
buty pa3alintos druskos, surinktos frakcijos leidZiamos
per kolonéle su Sefadeksu G 25. Kolonélés diametras -
25,2 cm, aukstis - 65 cm, bazinis tidris - 32 litrai, o
kolonéle dirba, esant 15 1/val. srautui. Visi antrojo
filtravimo pagrindinio piko ribonukleazés tirpalai
(maksimum 5 litrai) jleidZiami i kolonéle su Sefadeksu.
Drusky paSalinimui naudojamas 50 mM amonio hidro-
karbonato buferinis tirpalas. Drusky pa3alinimo ciklas
trunka 90 min., kurio metu surenkama 5 litrai. Like
ciklo produktai iSmetami. Registruojamas eliuavimo
charakteris, ir i 5 1 talpos S3oto kolbg surenkamas
vienintelio piko tirpalas. I3valyto galutinio produkto
pavyzdZiy pédsakai atidéti grafike pB-merkaptoetanolio
redukcijos sglygomis ir kaip neredukuoti pavyzdZiai.
ISvalyto galutinio produkto SDS-PAGE analizé rodo, kad

jame yra tik dimeriné ribonukleazés forma.

Kad liofilizuotas baltymas baty paverstas i farmacidkai
tinkamg formg, reikia i8 dimerineés ribonukleazés
paSalinti endotoksinus. Tam tikslui iSvalyti dimerai
chromatografuojami per kolonéle su Detoksigeliu. Kad
bty maksimaliai regeneruojamas ribonukleazés dimeras,
reikia naudoti buferius, kuriy pH bity fiziologiniame
intervale. Tail pasiekiama naudojant drusky tirpalus.
Fermento tirpalas jleidZiamas i, kolonele su
Detoksigeliu, kuris gali atskirti iki 1500 EU/ml. Pries
ir po kievieno ciklo Detoksigelis regeneruojamas 1%
dezoksicholatu ir po to kruop&&iai plaunamas vandeniu,
kol i3tekanc¢iame vandenyje neberandama endotoksino.
Koloneélés tiris - 750 ml (diametras 9,5 cm, auk3tis 14
cm), ir kolonélé uZpilama i$lyginimui 0,1 M amonio

hidrokarbonato tirpalu. Buferinis tirpalas, neturintis
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endotoksino, sumaisSomas su steriliu vandeniu. 2 1 ribo-
nukleazes tirpalo wuZpilama ant gelio sluoksnio ir
paliekama, kol jis susigeria i geli. Po to, baltymas
eliuuojamas iSlyginand¢iu buferiu, ir renkamas i ste-
rilias <chemines stiklines. Po to, tirpalas liofi-

lizuojamas sterilioje apvaliadugnéje kolboje.

Endotoksiny kiekis preparate nustatomas, panaudojant
diagnostini rinkini "Coatest R", gaminamg firmos Kabi-
Vitrum, Miunchenas. Analizé paremta amebocity 1lizato
(LA) aktyvavimu endotoksinais (limulis-test). Akty-
vuotas LA atskelia i3 chromogeninio substrato (S-2423)
geltong daZza - p-nitroaniling, ir spalvos pakitimas
nustatomas spektrofotometriskai, esant A=405 nm, kuris
yra endotoksino kiekio matas. Gauta i3valyta dimeriné
ribonukleaze, kurioje yra maZiau negu 0,1 ng/ml
endotoksino, supilama i apvaliadugne kolba ir 1liofi-
lizuojama. Gautas produktas yra didelio 3varumo laips-
nio liofilizuoto ribonukleazés dimero tirpalas, kurj

galima laikyti, kol prireiks tolimesniam naudojimui.
2 pavyzdys

Fermentinio aktyvumo nustatymas

Dimerinés ribonukleazés, gautos 3Siame i3radime apraSomu
bGdu, fermentinis aktyvumas gali bdti nustatytas pagal
Kunitz, J. Gen. Physiol. 24, 15 (1940) aprasyta akty-
vume nustatymo metodikg. Nustatymas paremtas tuo faktu,
kad veikiant ribonukleazei ribonukleinine riigsti, Jos
absorbcijos spektras UV srityje pasislenka i trumpyjuy
bangy sriti. 292-305 nm intervale nukleino rlgsties
absorbcija maZéja, nes maZéja jos koncentracija dél
ribonukleazés sukeltos nukleino rig$ties hidrolizés.
Reakcijos pradZioje $is maZéjimas yra tiesinis, ir jis

gali biti panaudotas, kaip fermentinio aktyvumo matas.
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Siuo atveju nukleino riagS$ties kiekio maZéjimas buvo

matuojamas, kai A=300 nm.

Analizé atliekama 25°C temperatiiroje, naudojant termo-
statuojamg kiuvete, ir visi tirpalai prie3 naudojimg
buvo termostatuojami 5 min. 25°C temperatiroje. Stebimi
spektrofotometro parodymai, kai A=300 nm. Reakcijos
taris buvo 3 ml, reakcija vykdoma 3 ml talpos kiuve-

téje, kurios sluoksnio storis yra 1 cm.

Reakcijos miSinys ruoSiamas, imant 1,5 ml ribonukleino
rigSties tirpalsg, 0,05-0,5 ml tiriamo pavyzdZio, iskai-
tant ribonukleazés frakcijas, ir pridedant vandens iki
10 ml. Ribonukleino rag$ties tirpalas gaminamas, i3tir-
pinant 80 mg ribonukleino rugSties natrio druskos
(Boheringer) 50 ml acetatinio buferio. Acetatinis
buferis yra 0,1 M buferis, kurio pH 5, gaunamas,
sumaiSant 0,57 ml ledinés acto rig3ties su apytikriai
80 ml distiliuoto vandens, o pH nustatomas lygus 5 su
0,1 N NaOH tirpalu, po to praskiedZiama iki 100 ml
distiliuotu vandeniu ir filtruojama steriliose sgly-
gose. Tiriamo pavyzdZio, iskaitant ir ribonukleazés
dimerus, tirpalal gaminami, tirpinant 5 mg ribonu-
kleazés dimero 5 ml distiliuoto vandens, ir praskie-
dZiami taip, kad nustatomos hidrolizes greidio reik3mes

bty tinkamame intervale.

Ribonukleino rigSties ir tiriamojo pavyzdZio tirpalai
sumaiSomi kiuvetéje ir nukleino rigsties kiekio maZé-
jimas sekamas apie 20 min., panaudojant Spectronik 1001
(Bosh and Lomb) spektrofotometra. Registruojama absorb-
cija; tiesinis jos kitimas tesiasi apie 8 minutes. 25°C
temperatiroje reakcija vykdoma iki pabaigos; tai
uZztrunka apie 3 valandas. Po to, tirpalai veél anali-
zuojami, kad buty gautos galutines absorbcijos
reikSmés. Matavimas kartojamas du kartus, ir iJ gauty

rezultaty vedamas vidurkis.
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Fermentiniam aktyvumui iSskaic¢iuoti reikia nustatyti
nukleino ridg3ties koncentracijos maZéjimg reakcijos
pradZioje (E,) ir gale (E;) per laiko vieneta, AE/min.,
tiesiniame pradiniame intervale. Tiriamo ribonukleazés
dimero pavyzdZiio praskiedimg reikia parinkti taip, kad
AE/min. nevirsyty 0,007. Kontroliniai dydZiai gaunami
i8 reakcijos misSinio, pagaminto i3 ribonukleazés ir
vandens, 1ir Jjuos reikia atimti 13 nustatyty dydZiy.
Fermentiniu vienetu laikomas kiekis fermento, kuriam
esant reakcijos tirpale 8&iomis salygomis, substrato,
kurio koncentracija yra 25%, kiekio sumaZeéjimas per
minute sudaro 100% dydZio E-E;. DidZiausia galima
sumaZéjimo reik3mé, kai matuojama, esant A=300 nm, lygi
E-E;. Santykinis fermento aktyvumas iSskai¢iuojamas i3
3io santykio:

(3 x AE/min) Praskiedimo daugiklis

(E,-Ry) x PavyzdZio tirpalo tidris (ml)

Sio 1i3radimo dimerinés ribonukleazés turéjo didelj,

fermentini aktyvumg.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. I5valyto ribonukleazés dimero gavimo biudas, b e -
s iskiriantis tuo, kad jis susideda i3 S3iy

stadijy:

a) ribonukleazés dimero tirpalo gavimo, pridedant
ribonukleazés monomerg i buferini tirpala, kurio pH
reik3mé nustatoma lygi maZiausiai 9;

b) suberimidato, kaip sujungianc¢iojo reagento, pridéjimo
i tirpala, palaikant tirpalo pH lygy maZiausiai 9,
kad ribonukleazés monomerai dimerizuotysi;

c)dimerizacijos reakcijos nutraukimo reikiamu momentu,
sumaZinant pH reik3me iki apytikriai 7;

d)dimerizuotos ribonukleazeés tirpalo pirmojo filtravimo
etapo, kuriame tirpalg leidZia per katijonitine dervgy
ir renka frakcijas, turindias pagrindinai dimerizuota
ribonukleazeées formg;

e)antrojo filtravimo etapo, kuriame pirmajame filt-
ravimo etape surinktas frakcijas leidZia per kati-
jonitine derva, ir

f)didelio 3varumo laipsnio dimerinés ribonukleazés

produkto surinkimo i85 antrojo filtravimo etapo.

2. Gavimo budas pagal 1 punkta, be s i s kirian-
t 1 s tuo, kad ribonukleazés monomero tirpalo pH

nustato apie 10.

3. Gavimo bidas pagal 2 punktg, be s i s kirian-
t i s tuo, kad monomerinés ribonukleazés tirpalo pH,

lygy apytikriai 10, nustato pridedant NaOH.

4. Gavimo budas pagal 1 punktg, be s i s kirian-
t 1 s tuo, kad monomerines ribonukleazés tirpinimui
naudojamas buferis yra dinatrio hidrofosfato dihidrato

buferinis tirpalas.
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5. Gavimo bidas pagal 1 punktg, be s i s ki r ian -
t i s tuo, kad sujungiantiji reagenty prideda i
ribonukleazés monomero tirpala, palaikant tirpalo pH

lygy apytikriai 10.

6. Gavimo bidas pagal 1 punktg, be s i s kirian-
t 1 s tuo, kad suberimidatinis sujungiantysis

reagentas yra dimetilsuberimidatas.

7. Gavimo bidas pagal 1 punktg, be s i s kirian-
t 1 s tuo, kad dimerizacijos stadijg atlieka kambario
temperatiroje.

8. Gavimo biidas pagal 1 punktg, be s i s kirian -
t i s tuo, kad dimerizacijos stadijg atlieka visa
laika maiSant tirpals.

9. Gavimo bidas pagal 1 punkta, be s i s ki r ian -
t i1 s tuo, kad nutraukia dimerizacijos reakcija,
pridedant HC1.

10. Gavimo bidas pagal 1 punkta, b e s i s k i -
r i a n t i s tuo, kad pries filtravimo etapus
koncentruoja dimerizuotos ribonukleazés tirpalg, panau-

dojant tangentinio srauto sistems.

11. Gavimo bidas pagal 1 punkta, b e s i s k i -
riant i s tuo, kad atlieka pirmaji filtravimo
etapg, panaudojant susiita dekstrana, kaip jonitine

dervy.

12. Gavimo biudas pagal 1 punkta, b e s i s k i -
riantis tuo, kad ribonukleazés monomero tirpale
yra 40-60 g ribonukleazés monomero ir 4,6 1 buferio, o
sujungianc¢iojo reagento prideda 4-6 g.

13. Gavimo bidas pagal 1 punkta, b e s i s k i -

r i ant i s tuo, kad pirmajame filtravimo etape
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surinktas frakcijas analizuoja gel-elektroforeazes

metodu.

14. Gavimo biudas pagal 1 punkta, b e s i s k 1 -
r i ant i s tuo, kad pirmajame filtravimo etape

surinktas frakcijas liofilizuoja.

15. Gavimo budas pagal 1 punkta, b e s i s k 1 -
riantis tuo, kad frakcijas, surinktas pirmajame
filtravimo etape, kuriose yra pagrindinai monomerineé

ribonukleazeé, vel leidZia i dimerizacija.

16. Gavimo biadas pagal 1 punkta, b e s i s k 1 -
r i an¢t i s tuo, kad atlieka antraji filtravimo
etapa, panaudojant susiita dekstrana kaip Jjoniting

dervsy.

17. Gavimo bidas pagal 1 punkta, b e s i s k i -
r iantis tuo, kad atlieka antraji filtravimo

etapa, esant pH apie 5.
18. Gavimo bidas pagal 1 punkta, b e s i s k i -
riantis tuo, kad pH nustato antrajame filtravimo

etape, naudojant natrio acetato buferj.

19. Gavimo budas pagal 1 punkta, b e s i s k 1 -

r i ant i s tuo, kad antrajame filtravimo etape
surinktas frakcijas analizuoja gel-elektroforezes
metodu.

20. Gavimo budas pagal 1 punkta, b e s i s k i -
r iantis tuo, kad po antrojo filtravimo etapo

atlieka drusky padalinimg.

21. Gavimo biidas pagal 20 punktg, b e s i s k i -
riantis tuo, kad druskas paSalina, panaudojant

kolonéle su susiitu dekstranu G 25.
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22. Gavimo budas pagal 1 punkta, b e s i s k i -
r i ant i s tuo, kad turi papildomg endotoksiny
padalinimo 13 gauto i8valyto ribonukleazés dimero

produkto stadijg.

23. Gavimo bludas pagal 22 punkta, b e s i s k i -
r i a n t i s tuo, kad endotoksinus paSalina,

leidZiant per kolonéle su detoksigeliu.
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