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Interferonin reaktivointi. ~ Reaktivering av interferon.

Tamdn keksinndn kohteena on interferonin reaktivointi.

Nimi interferno on annettu sellulaariselle antivirusmateriaalille,

joka voidaan ottaa talteen eldvisgtd soluista ja ekstrasellulaarisis-
ta nesteistd. Sen tuottoa soluissa voivat stimuloida useat agenssit,
mukaanlukien ensisijassa virukset ja joukko muita agensseja baktee-
reista suurimolekyylipainoisiin polymeereihin asti. Interferoni voi-
daan ottaa talteen scluista tai ekstrasellulaarisista nesteistd eri
puhtausasteina, ja silld ndyttd3d olevan kyky suojata eldinkudoksia ja
soluja virusten hybkkdystd vasaan. Yleensd interferonin virustenvas-
tainen aktiivisuus antaa epidspesifisen suojauksen muita viruksia
vastaan niiden lisdksi, joita on kdytetty solujen stimuloimiseen,
vaikkakin eri virusten v&lilld on havaittu herkkyyseroja interferonin
suhteen. Useimmissa tapauksissa interferonin on havaittu suojaavan
paremmin sellaisia kudoksia ja soluja, joista se on valmistettu,

kuin muita kudoksia ja soluja. Nykytiedon tasolla olevia yleiskatsauk-
sia interferonista on ldydettdvissd kirjoista: "Interferon”", J. Vilced,
Springer-Verlag, Vienna-New York, 1969, ja "Selective Inhibitors of
Viral Functions", W.A. CArter (toimittaja), CRC-Press, Celeveland,
1973, jotka on esitetty tidssd yhteydessd viitteeni.



Vaikkakin interferonin fysikaalisen ja kemiallisen karakterisoimisen
suhteen on tehty paljon tydtd, ei ole vield ollud mahdollista middrit-

t3dd varmasti sen kemiallista rakennetta. Ndyttdd ilmeiseltd, ettd

‘interferoni on laadultaan proteiinimainen, mutta suurin osa sen yksi-

tyiskohdista ovat epdvarmoja. Tdmédn kemaillisen rakenteen mddrittsd-
mistd suuresti on estidnyt se seikka, ettd interferoneja ndyttdi ole-
van olemassa useita molekyylilajeja. N&dilld lajeilla on eri molekyy-
lipainot ja erilaiset ominaisuudet ja niiden muodostuminen riippuu
useista tekijdistd, kuten interferonin tuottamiseen kdytettyjen solu-
jen laadusta (esimerkiksi solut, jotka ovat perdisin eri eldinlajeista,
kuten hiirestd, kaniinista, kananpojasta tai ihmisestd, tai solut,
jotka ovat perdisin yksittdisten eldinlajien eri kudoksista), tuot-
tamisen stimuloimiseen kdytetyn agenssin laadusta (esimerkiksi eri
virukset) , varsinaisesta tuottamismenetelmdstd ja varsinaisesta mene-

telmdstd, jolla interferoni otetaan talteen soluista taili nesteistd.

Interferonin valmistusta, puhdistamista ja kliinistd arviointia on
lisdksi tdhén mennessd estidneet useat tekiijdt, joista tdrkein on se,
ettd interferonia on pidetty epdstabiilina. Vaikkakin on ilmoitettu,
ettd erddn tyyppiset interferonit, kuten ihmisten leukosyytti-inter-
feroni ja kaniini-interferoni ovat enemmdn tai vdhemmdn stabiileja in-
aktivoitumista vastaan, muun tyyppisid interferoneja inaktivoivat
helposti monet olosuhteet, kuten pidempiaikainen sdilytys, epdsuotui-
sat pH—arvot, koskeammat lédmpdtilat ja kemialliset ja mekaaniset ké&-
sittelyt, kuten ravistelu, toistuvat pakastus- ja sulatusjaksot, vaah-
dotus suodattamisen aikana ja vastaavat. Erdilld toisen tyyppisilld
interferoneilla, kuten ihmisten W¥ibrolasti-interferconilla on sellainen
epdstabiilisuus, ettd niiden aktiivisuustasot eivit ole luotettavia.
Lisdksi Jjopa suhteellisesti kaikkein stabiilimmat interferonityypit
nayttdvdt tulevan laabiileiksi heti, kun on saavutettu suuri puhtaus-
aste. N&diden hankaluuksien korjaamiseksi on ehdotettu lisdttdvdksi
ulkopuolisia proteiineja interferonin suojaamiseksi sen puhdistamisen
aikana, mutta tdllad proteiinin lisd&misellid on useita haittoja, koska
useimman tyyppiset interferonit vastustavat suojaamista, ja tdlld on
puhdistamisen tavoitteen vastainen vaikutus. Siten jatkuvasti tarvi-
taan menetelmdd, jolla interferoni stabiloidaan tehokkaasti, ja eri-
tyisesti menetelmdd, jolla stabiloidaan kaiken tyyppiset iﬁterferonit,
jotka ovat v&@hemm&n stabiileja inaktivaation kannalta joko luonteensa

tai pitk#lle menneen puhdistamisen vuoksi.
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Naln ollen tarvitaan menetelma, jolla reaktivoidaan interferoni, joka
.,-:::::‘:
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oA menettanyt koko akt11v1suutensa tal osan siitd luonteensa seurauk-

‘sena tai jonkin edelld mainitun olosuhteen vaikutuksesta. Tarkemmin

¥*"sanoen tarvitaan menetelmd, jolla voidaan reaktivoida kokonaan tdl-

lainen osittain tai kokonaan inaktivoitunut interferoni, so. palauttaa

4w~ Sen alkuperdinen aktiivisuus.
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V{Fellla olevassa patenttlhakemuksessamme, joka on jdtetty samana

palvana, on jO malnlttu, etta ve51p1t01nen interferoniliuos, jossa
M"‘H b R

interferoni ei ole oleellisegti lainkhaan menettdnyt aktiivisuuttaan,

voildaan stabiloida kdsittelemdlld komen reagenssin yhdistelm&llsd, so.

{a) aineen, joka katkaisee ei-kovalenttiset sidokset, kuten urea tai
guanidiini-hydrokloridi, (b) aineen, joka pelkistdd disulfidisidokset,
kuten merkaptoetanoli, ja (¢) anionisen tai kationisen, pinta-aktii-
visen aineen, kuten natriumdodesyylisulfaatti tai dodesyyliamiini. Kun
interferonia kdsitellddn ndilld kolmella aineella, se sdilyttda
oleellisesti alkuperdisen aktiivisuutensa eikd inaktivoidu edelld

mainittujen olosuhteiden ja kdsittelyiden vaikutuksesta.

Nyttemmin on aivan ylldttden havaittu, ettd interferoni, jonka aktii-

visuus on jo pienentynyt tai joka on ehkdpd inaktivoitunut, voidaan

reaktivoida osittain tai kokonaan kdsittelemilli samojen kolmen rea-—
genssin yhdistelmdlld. Tédydellinen reaktivointi on mahdollista varmasti,

jos interferonia, sen jdlkeen kun on lisdtty mainitut kolme reagens-

sia, kuumennetaan 90 - 105%°C:ssa joitakin minuutteja, jolloin saadul-

v, la tuotteella on tdssd tapauksessa oleellisesti sama tai jopa korkeam-—

pi aktiivisuus kuin alkuperdiselld, ei vield inaktivoituneella inter-
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feronilla. Saatu aktiivisuus ndyttdd lisdksi pysyvdn vakiona, jolloin

e

ndin saadaan tuote, joka kestd8i inaktivoivia olosuhteita ja kdsitte-
lyjd.

AR e

Keksintd tuo esiin interferonin reaktivointimenetelm#n, jolle on
tuﬁﬁagomalsta, ettd kisitellidin vegsipitoista interferoniliuosta,

jossa interferoni on menettidnyt ainakin osan alkuperdisestd aktiivi-
suudestaan, (a) aineen, joka katkaisee ei-kovalenttiset sidokset,

(b) aineen, joka pelkist&dd disulfidisillat ja (c¢) anionisen tai katio-
nisen pinta-aktiivisen aineen yhdistelmdlld. Sen jdlkeen, kun inter-
feroniliuokseen on ligdtty mainitut kolme ainetta, on suositeltavaa
suorittaa sille léampdkdsittely, esimerkiksi kuumentaminen 90 - 105°C: ssa

0,5 - 10 minuutin aikana, tdydellisen maktivoitumisen saavuttamiseksi.



Tadmidn havainnon ansiosta on mahdollista saada korkeammat saannot

interferonin valmistuksessa ja puhdistuksessa ja lisdksi valmistaa

<2 stabiili interferonituote, joka sopii kliiniseen arvig}ptiin.
Keksinntn avulla aikaansaatu reaktivoitumismekanismi ei ole vield
%éysin gelvid. Interferonimolekyylin oletetaan kuitenkin sisdltdvin
polypeptidiketjun, jossa on kovalenttisia ja ei-kovalenttisia sidok-

“sia ja lisiksi yksi tai useampiadisulfidisiltoja, ja ettd syynd

ey

teologisesti aktiviisen interferonin ja sellaisen interferonin
—EEOlle, joka on inaktivoitunut édellé mainituissa olosuhteissa, voi-
daan pitdd vain eroa molekyylin avaruusrakenteessa eli kOnformaatlossa.
Siten on olemassa akt11v1nen konformaatlo ja inaktiivinen konformaatlo.
(Luonnollisesti voidaan kuv1tella olosuhteita, joissa interferonimo-
§¢Mﬁ”“m‘iekyyli on hajonnut jossakin mdirin, mutta tdllaisia olosuhteita ei
‘ . tarkastella tédssd yhteydessd). Kun inaktivoitunutta interferonia
kédsitellddn ndilla kolmella keksinn®én mukaisella reagenssilla,
nﬂ&nvei—kovalenttisten sidosten katkeaminen ja disfulfidisiltojen
pelkistyminen ilmeisesti ﬁhuhtaqsmolekyylin‘toiseen konformaatioon,
jolla on "linear random coil" muoto ja jossa on vapaita sulfhydryyli-
ryhmi3d, jolloin anioninen tai kationinen pinta-aktiivinen aine sitou-
tuu polypeptidiketjun varautuneisiin ryhmiin ja suojaa vapautuneet
sulfhydryyliryhmét uudelleénhapettumiselta, joka liittyy disulfidi-.
siltojen intramolekulaariseen tai intermolekulaariseen uudelleen-
muodostumiseen. N&m& reaktiot tapahtuvat jo suuremmalta osalta
ympdrdivdssid la8mpdStilassa, mutta niitd voidaan nopeuttaa tai
ne voidaan saattaa loppuun lémpékésittelyn avulla, esimerkiksi kuu-
mentamalla jonkin aikaa 90 - 105°C:ssa. Saadusta tuotteesta voidaan
poistaa ylimddriinen pinta-aktiivinen aine ja katkaisevat ja pelkis-
tdvit aineet haluttaessa dialyysin avulla. Kun tuotetta inkuboidaan

myShemmin yhdessd proteiineja sisdltdv&n mediumin, kuten mediumin,

b e ol

joka sisdltdd eldvid soluja, kanssa, tuote muodostaa spontaanisesti
aktiivisen konformaation, jolla on oleellisesti vastaava interferonin

alkuperdinen aktiivisuus tai erdissd tapauksissa jopa korkeampi

aktiivisuus. Koko tapahtuma voidaan kuvata inaktivoituneen interfe-

e i

ronin reaktivoitumisena.

(11(
+ueonnollisestivon~ilmeisti,. .ektel ¢ama teoreettinen selltys rajoita

keksintdi. Semrs+3aan é@kSlntO kdsittdd lemiRki tunnusmerklt PRl nGes ,
jotka kuuluvat mukaanid-iitettyden vaatimuten piiriin,
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Keksittyd menetelmdid toteutettaessa l&htdaine voi olla minkd tahansa
tyyppinen interferoni, joka on menettdnyt ainakin osan alkuperdisestéd
aktiivisuudestaan. Hy&dyllinen l&htSaine voi olla interferoni, joka
oguﬂ;géﬁﬁéﬂyt osan aktiivisuudestaan tai koko aktiivisuutensa in-
aktivoivien olosuhteiden ja kdsittelyiden vaikutuksesta, sekd inter-
feroni, joka on otettu talteen labiilissa tai inaktivoituneessa ti-
lassa valmistuksensa tai puhdistamisensa aikana. Seuraavista esi-
merkeistd on ilmeistd, ettd ldhtbaineena voidaan kdyttda hiii&—
interferonia (erityyppisid) sekd ihmisen fibroblasti-interferonia
enemmin tai vdhemmidn inaktivoituneessa tilassa; sopivia ovat myds
monen muun tyyppiset interferonit (lukuunottématta sen tyyppisii,
jotka ovat stabiileja per se). Téssd tapauksessa tdmd interferoni

on saatavissa vesiliuoksena, joka sisdltdd interferonia sellaisen
mdadrdn, ettd se vastaa alkuperdistd aktiivisuutta vdlilla 103 -

108 interferoniyksikkdd per milligramma proteiinia (tai vdlilld noin
lOl - 10° interferoniyksikkdd per millilitra liuosta), ja tdtd liuos-

ta voidaan kdyttdad sellaisenaan keksinndn mukaiseen menetelmddn.

Keksinndn mukaisesti tdtd kokonaan tai osittain inaktivoitunutta
interferonia k&dsitellddn kolmen reagenssin, so. aineen, joka kat-
kaisee ei-kovalenttiset sidokset, aineen, joka pelkistdid disulfidi-
sillat, ja anionisen tai kationisen pinta-aktiivisen aineen yhdistel-

mdlls.

Keksityssd menetelmdssd voidaan kdayttdd mitd tahansa sopivaa ainetta,
joka katkaisee ei-kovalenttiset sidokset. Tyypillisid esimerkkejd

ovat urea ja guanidiini-hydrokloridi, Jjoista ureaa pidetddn parempana.

Keksityssd menetelmdssd kidytetyn tédllaisen aineen mddrdn tulisi olla
niin suuri, ettd se riittda aiheuttamana interferonimolekyylin poly-
peptidiketjun avautumisen niin, ettd tuloksena on "linear random
coil". Yleensd kdytetty uramidrd on sellainen, ettd saatu liuos
sisdltdd 0,1-10 M ureaa, ja urea-konsentraatio on parhaiten 5 M.
Konsentraatiolla alle 0,1 M ei ole vaikutusta, ja konsentraatiot yli

10 M ovat hyOdytttmid, koska tdll&in on saavutettu kyllidstymispiste.

Keksinndn mukaisessa menetelmidssd voidaan kdyttdd mitd tahansa sopi-
vaa ainetta, joka pelkistdd disulfidisillat. Tyypillinen esimerkki

on etaanitioli tai merkaptoetanoli. Kidytetyn mddran tulisi olla sel-
lainen, ettd se riittdd pelkistdmd&dn kaikki interferonimolekyylissé
olevat disulfidisillat. Useimmissa tapauksissa merkaptoetanolin miiri



on sellainen, ettd saatu liuos sisdltdd merkaptoetanolia v&hintddn
107%M. Midrillsd alle 1072
learajaa on vaikea antaa, koska korkeammat mddrdt eiviédt ole haital-

M on vain vidhdn tai ei lainkaan wvaikutusta.

‘lisia. Liuoksessa on suositeltavaa kdyttdd merkaptoetanolin konsen-

2 1

‘traatioina noin 1,4 x 10 “M - 1,4 x 10 M.

 Keksinndn mukaisessa menetelméssd voidaan kdyttdd mitd tahansa sopivaa

Y“anionista tai kationista pinta-aktiivista ainetta. Anioninen aine

on useimmiten alkyylisulfaatti, jonka alkyyliryhmdssd on 8 - 22 hii-
liatomia, kuten natriumdodesyylisulfaatti tai natriumdesyylisulfaat-
ti, tai muu vastaava alkyylisulfonaatti, kuten natriumdodesyyli-

sulfonaatti. Kationinen aine on yleensid alkyyliamiini, jonka alkyyli-

yﬁ‘ ryhméssd on 8 - 22 hiiliatomia, kuten dodesyyliamiini tai desyyli-

amiini. T&m&n aineen k&dytetyn mddrdn tulisi olla sellainen, ettd

se riittd4 sitomaan proteiinin ja suojaamaan interferonimolekyylin
sulfhydryyliryhmédt, jotka edelld mainittu pelkistdvd aine on vapaut-
tanut. Halutun vaikutuksen varmistamiseksi useimmissa tapauksisa
kdytetddn 1 - 5-kertainen ylimdidrd pinta-aktiivista ainetta laskettu-
na liuoksessa olevan proteiinin kokonaismddrédstd. Jos l&htBaine on
interferoniliuos, joka sisdltdid noin 104 interferoniyksikkd per ml,
tdmd tarkoittaa sitd, ettd liuoksen tulisi sisdltadd pinta-aktiivista
ainetta vihintdin 1 x 10 °M ja korkeintaan 1 x 10 TM. THssd tapauk-
sessa on suositeltavaa kdyttdd natriumdodesyylisulfaattia 3,5 x

1073M - 3,5 x 107%M.

Ndiden kolmen reagenssin lisdysjdrjestys ei ole kriittinen, vaikkakin
on suositeltavaa lisdtd pinta—-aktiivinen aine samanaikaisesti kahden
muun aineen kanssa tai ennen niitd, jotta varmistuttaisiin siitd,
ettd tdmd pinta-aktiivinen aine pystyy reagoimaan polypeptidin kanssa
ja suojaamaan sulfhydryyliryhmdt heti, kun pelkistdvd aine on vapaut-
tanut ne. Suositeltavaa on lisdtd kaikki ndmd kolme ainetta oleelli-

sesti samalla hetkelld tai hieman toistensa jdlkeen.

Vaikkakin ndmd kolme reagenssia yleensd reagoivat jo ympdrdivissd
lampdtilassa inaktivoidun interferonin kanssa, reaktio ei aina

paddse loppuun asti. Siten jos l#htdaine on vesipitoinen interferoni-
liuos, joka on inaktivoitu tdysin kiehuttamalla, kdsittely kolmella
reagenssilla ympdrdivissd lampdtilassa johtaa vain sellaiseen reakti-
voitumiseen, ettd aktiivisuus on noin 50 % alkuperdisestd interferonin
aktiivisuudesta. Tdllaisissa tapauksissa on suositeltavaa ldmpdkdsitel-

1d interferoniliuos ndiden kolmen reagenssin lisddmisen jdlkeen. Tamd



lampskédsittely voi olla esimerkiksi kuumentaminen lidmpdtilassa
90 - 105°C 0,5 - 10 minuutin aikana, ja parhaiten liuoksen kuumneta-
minen 100°C:ssa 1 minuutin ajan. T&llainen lampokédsittely voi johtaa

kaikissa tapauksissa interferonin tdydelliseen reaktivoitumiseen.

Sen jdlkeen, kun reaktio on suoritettu ndiden kolmen reagenssin
kanssa, ylimddrdinen pinta-aktiivinen aine ja molemmat toiset
reagenssit kokonaisuudessaan voidaan poistaa haluttaessa dialysoimal-
la. Tdmd poistaminen ei ole kuitenkaan ehdottoman vidlttd&maténtd tuot-

teen jatkokdytdn kannalta.

Keksinndn mukaisen menetelmdn ansiosta inaktivoitunut interferoni
voidaan reaktivoida oleellisesti tai kokonaan ja lisdksi tuote
stabiloituu my8hempid inaktivoivia olosuhteita ja kédsittelyjd vastaan.
Ndyttdd siltd, ettd inaktivoitunut ihmisten vibralasti-interferoni
sekd inaktivoitunut hiiri-interferoni saa takaisin alkuperdisen ak-
tiivisuutensa késiteltdessd urealla, merakptoetanolilla ja natrium-
dodesyylisulfaatilla ja suoritettaessa sen jédlkeen la&mpdkdsittely.
Lisidksi saatu tuote niyttdi olevan stabiili my8hempii, 56 tai 100°C:sa

tapahtuvaa kuumentamista vastaan.

On huomattava, ettd samaa vaikutusta ei voida saada aikaan vain
yhdelld tai kahdella edelld mainitulla kolmella reagenssilla. Siten
urea ja merkaptoetanoli, kun niitd kdytetddn yksin tai yhdessd,
eivdt omaa mitd&dn reaktivoivaa vaikutusta, vaan pikemminkin ne vai-
kuttavat interferoniin distabiilisuutta lisddvdsti huolimatta siitd,
ettd interferonin flokkuloituneet osat liukenevat tdlld tavoin uu-
delleen. Natriumdodesyylisulfaatti tai natriumdodesyylisulfaatin

ja urean yhdistelmd voi johtaa osittaiseenreaktivoitumiseen, mutta
tdmd reaktivoituminen pysyy hyvin pienend. Kun l&hdetddn tdysin
inaktivoituneesta ihmisen vibrolasti-interferonista tai hiiri-inter-
feronista ja kdytetddn nditd kumpaakin reagenssia, alkuperdisestd
aktiivisuudesta ei voida ottaa talteen enempdd kuin noin 5 % huoneen
lédmpsdtilassa eikd enempdd kuin 10 ¢ alkuperdisestd aktiivisuudesta
kiehutettaessa 1 minuutti 100°C:ssa. Tami tarkoittaa sitd, etti
tdydellisen reaktivoitumisen saavuttamiseksi on aina vdlttdmiatdntd
kdyttdd ndiden kolmen reagenssin yhdistelmdd tai ei-yhdessd lamp&-

kdsittelyn kanssa.

Tdssd selityksesgsd esitetty interferonin reaktivointimenetelmd tar-

joaa mahdollisuuden ottaa talteen kaiken tyyppiset interferonit,



jotka ovat menettdneet osan aktiivisuudestaan puhdistamisen aikana,
ja lisdksi mahdollisuuden ottaa talteen kaikki interferoniseokset,
joiden aktiivisuus on pienentynyt pitk&d&n kestdneen sdilytyksen
aikana. Siten voidaan paremmin kdyttdd hyoddyksi mikd& tahansa inter-
feroni, joka on jo valmistettu aikaisemmassa vaiheessa. Se seikka,
ettd tdmd reaktivoitu interferoni ei endid inaktivoidu, tekee mahdol-
liseksi kdyttdd tdtd interferonia monin eri tavoin ja soveltaa

sitd kliinisesti. Kliinisessd reaktivoidussa muodossa voidaan siten
antaa suhteellisen puhdasta reaktivoitua interferonia, jonka aktii-
visuus on noin lO3 —108 interferoniyksikkd per mg proteiinia. Pro-
teiinit sitovat yleensd vain 1,44 g natriumdodesyylisulfaattia per
g proteiinia, ja tamd tarkoittaa sitd, ettd8 annos, joka sisdltidd
miljoonia interferoniyksikoitd, sisdltdd vain muutaman mikrogramman
natriumdodesyylisulfaattia. Kliinisen antamisen aikana ei siten

ole olemassa mitd&n komplikaatioriskejd.

Seuraavat esimerkit on annettu vain keksinndn havainnollistamiseksi

LEE millAAn . . vardd

Esimerkki 1

Lahtdaine coli hiiri-interferonin liuog, joka oli perdisin Newcastle-
taudin viruksella stimuloidusta L929-tyyppisisté soluista. (NDV). T&ami
liuos tehtiin happameksi pH-arvoon 2, minkd jdlkeen "extraneous"-
proteiinit saostettiin lisddm&ll4 ammoniumsulfaattia, kunnes saavu-
tettiin kylldstymisaste 20 % liampStilassa 20°C. Selkeytetty liuos
sdddettiin pH-arvoon 7,2 dialysoimalla 0,01 M TRIS-CHl puskuria
vasten. Saadun puhdistetun liuoksen aktiivisuus oli lO4 interferoni-

yksikkdd per ml (biologinen mddritys).

Tdmdn puhdistetun interferoniliuocksen 1 ml suuruinen tasaosa asetet-
tiin koeputkeen, joka oli upotettu kiehuvalla vedelld tdytettyyn
dekantterilasiin. Kuumennettiin 2 1/2 minuuttia 100°C:ssa, jolloin
interferoni oli oleellisesti kokonaan inaktivoitunut, koska sen ak-

1 interferonivksikdn per ml.

tiivisuus o0li pienentynyt alle 10
Joukko muita puhdistetun interferoniliuoksen 1 ml suuruisia tasaosia
kuumennettiin 100°C:ssa edelli mainitulla tavalla 2 1/2 minuutin
aikana. Inaktivoituneiden liuosten jddhdyttédmisen jdlkeen niihin
lisdttiin yksi tai useampia reagensseja ryhma td, johon kuuluvat

kiinted urea, nestemédinen merkaptoetanoll ja natr1umdode§§yllsulfaa-



tin (8DS) vesiliuos, sellaisia m8drid, ettd ndiden reagenssien,
mikdli niitd oli mukana, loppukonsentraatiot olivat 5 M ureaa,

1,4 x 10 °M merkapto-etanolia ja 3,5 X 1073

M natriumdodesyylisul-
faattia. Erdissd tapauksissa lisdttiin my®ds vettd, jotta kaikissa
kokeissa laimennuskertoimet gsaataisiin samoiksi. Kaikilla reagens-—
seilla tai reagenssien yhdistelmilld reaktio suoritettiin kerran
huoneen l&mpodtilassa ja kerran korotetussa lampdtilassa. Tdtd jdl-
kimmiistd tarkoitusta varten liuosta kuumennettiin 100°C:ssa 1 mi-
nuutti reagenssien lisddmisen jdlkeen. Sen jdlkeen saatujen seosten
aktiivisuudet arvioitiin biologisella mddritykselld. Tulokset on

annettu seuraavassa taulukossa 1.

Tdssd yhteydessd kdytettynd nimitys "tiitteri" tarkoittaa aktiivisuu-
den desimaalilogaritmia (interferoniyksik®issd per ml). Kaikki tiit-

teriarvot ovat kolmen erillisen kokeen keskiarvoja.
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Taulukko 1

Inaktivointi Reaktivoimiseen kiytetyt Tiitteri
reagenssit
Ei Ei 4,0
100°C- 2 /12 min. Ei 21,0
" Urea 21,0
" Urea + 100°C-1 min. <1,0
" Merkaptoetanoli 1,0
" Merkaptoetanoli+100°C=1 min. 1,0
" Urea+merkaptoetanoli 1,0
" Urea+merkaptoetanoli
: +100°C-1 min. ¢1,0
" SDS 2,7
" sDS + 100°C-1 min. 3,0
" SDS + urea 2,0
" SDS + urea + 100°C-1 min. 2,5
" SDS + merkaptoetanoli 3,7
" SDS + merkaptoetanoli 3,9
+ 100°C-1 min.

" 5DS + urea + merkaptoetancli 3,7

" SDS + urea + merkaptoetanoli
+ 100°C-1 min. 4.0

Taulukosta 1 havaitaan, ettd inaktivoitunut interferoni voidaan
reaktivoida oleellisesti tai tdydellisesti kdsittelemd@ll& kolmen
reagenssin yhdistelmdlld keksinndén mukaisesti. Inaktivoidun inter-
feronin késittely pelkdstddn natriumdodesyylisulfaatilla tai natrium-
dodesyylisulfaatin ja yhden toisen reagenssin yhdistelmdlld johtaa
aktiivisuuden tietynasteiseen palautumiseen, mutta tdmd reaktivoitu-
minenei ole tdydellinen edes kuumennettaessa 1 minuutti 100°C: ssa.
Kdsittely urealla tai merkaptoetancolilla joko pelkdstddn tai yhdis-

telminid ei saa aikaan mitdidn reaktivoitumista.

Esimerkki 2

Joukko interferoniliuoksia, jotka oli saatu eri léhteistd ja joilla

Y011 erilaiset aktiivisuudet, inaktivoitiin ensin ja reaktivoitiin

— e
sen jdlkeen keksinndn mukaisesti.
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Tdhdn esimerkkiin kaytetyt liuockset olivat:
A Tavidania
gl) Hiiri-interferoniliuos, joka oli valmistettu LTSQluissa, Jjotka
oli inokuloitu UV-valolla sdteilytetylld Newcastle Disease viruksella
(NDV-UV). Tdmd interferoni sisdlsi 0,5 % seerumialbumiinia , ja
/ sen ak;;;q;suus oli alussa lO8 interferoniyksikk®d per mg proteiinia

| ARl

eli lO interferoniyksikkdad per ml.

%REEH- 2) Hiiri-interferoniliuos, joka wli valmistettu L929—solulssa, jotka
0li inokuloitu Newcastle Disease viruksella (NDV)WMEE§Eétt11n kolmea

eri tyyppid, joiden akt11v1suudet olivat vastaavasti lO4 106 ja

yli lO7 interferoniyvksikkod per mg proteiinia. T&8mi vastaa jokaisessa

tapauksessa 104 interferoniyksikk&d per ml.

3) Hiiri-interferoniliuos, joka oli valmlstettu interferoni-primed
Lpa soluissa, jotka oli inokuloitu encefalomyocardltls -viruksen

o Mﬁf@g}nalla Kdytettiin kahta tyyppié&, jOlden akt11v1suudet olivat
vaétaévastl 10* ja 5 x 10° interferoniyksikk&a Eg;mﬁg protellnla.
Tédmd vastaa kummassakin tapauksessa lo4 interferoniyksikkd per ml.

{

/4) Thmisten dinidinen fibroblasti-interferoniliuos, joka oli valmis-
tettu ihmisten diploidisissa fibroblastisoluissa ja indusoitu poly-
riboinosiinihapolla ja polysytidyylihapolla (Poly I, Poly C) ja
sen jdlkeen "sﬁperindusoitu" Havell'in ja Vilcek'in menetelm&dlli
(Antimicrobial Agents Chemother., 2, 476-484 (1972). Kiytettiin
kolmea tyyppid, joiden akt11vxsuudet olivat vastaavasti 104, noin

lO ja noin 102 1nterferon1yk51kkoa per ml.

Interferoniaktiivisuuden arvioimiseksi kdytetyt biologiset

f+£ﬂ;pﬂ mddritykset suoritettiin midrittimalls loppupiste, jossa plakkien
mddrid pieneni 50 %. Tdmd suoritettiin hiiri-interferonille ve5lcular
stomatitis viruksella L929 soluissa ja ihmis-interferonille samalla

v1ruksella L132 fibroblastisoluissa.

Inaktivoiti suoritettiin eri tavoin, esimerkiksi kiehuttamalla
100°C.ssa 2 1/2 minuuttia, kuumentamalla 30 mlnuuttlaqggwc ssa,
pakastamalla ja sulattamalla 100 kertaa tai lisdd&mdllid ureaa ja
merkaptoetanolia sellaiset mddr&dt, ettd niiden loppukonsentraatiot

olivat vastaavast 5 M ureaa ja 1,4 x 10 2M merkaptoetanolia. Nimi

inaktivointitapahtumat on lueteltu taulukossa 2. Paras inaktivoimis-
tapa ndytti olevan kuumentaminen 100°%C:ssa. Inaktivoitumisnopeus ja
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aste eivit riippuneet "extraneous"-proteiinien kokonaismd&drdsts.

Inaktivoimisen jdlkeen interferoniliuokset reaktivoitiin keksinnén
mukaisesti. T&dhdn kdsittelyyn kuului kiintedn urean, nestemdisen
merkaptoetanolin ja natriumdodesyylisulfaatin vesiliuoksen lisddminen
sellaisissa maddrissd, ettd niiden loppukonsentraatiot olivat vastaa-
vasti 5 M ureaa, 1,4 x 10™%M merkaptoetanolia ja 3,5 x 107°M natrium-
dodesyylisulfaattia; t&mdn jdlkeen kuumennettiin koko seosta 1 minuut-

ti 100°C:ssa.

Lihtoainetta, alkuperdistd tiitterid, inaktivoimistapaa, inaktivoimi-
sen jdlkeistd tiitterid ja reaktivoimisen jdlkeistd tiitterid koske-
vat muut yksityiskohdat on esitetty seuraavassa taulukossa 2. Nimitys
"tiitteri" tarkoittaa interferoniyksikéind per ml olevan aktiivisuuden

desimaalilogaritmia.

Nimitys "ominaisaktiivisuus tarkoittaa aktiivisuutta per mg proteiinia.
Mm“
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Interferconi Alkup. Inaktivoimig- Tiitteri Tiitteri
tiit- tapakhtuma. inaktivoi~ reaktivoi-
teri misen jdl- misen j&l-
keen keen

Hiiri-L NDV-UV,

sisdltidd 0,5 % 4,0 100°C-2 1/2 min. <1,0 4,0
seerumialbumiinia

Hiiri—L—92 NDV o )

om. akt. 16 4,0 100¥C-2 1/2 min. . 1,0 4,5
Interferoni-primed o

hiiri-L-pa%M 4,7 100°Cc-2 1/2 min. .1,0 5,3
om.akt. 10

Interferoni-primed

hiiri-Lpa-MM 4,3 100°c-2 1/2 min. . 1,0 4,8
om.akt. 5 x 10
H11r1~L929—§DV .
om.akt. 310 3,7 100¥C-2 1/2 min. 1,0 3,8
Hiiri-Lg,,~NDV
om. akt. 106 4,0 100°C-2 1/2 min. <1,0 4,0
" 4,0 56°C-30 min. 3,2 4,0
" 4,0 Pakastus—-sulatusjaksot 2,9 4,0
(100 x) ~ _,
5M urea + 1,4x10 "M
" 4,0 Merkaptoetanoli 3,0 4,0
Ihmisen diploidinen o
poly T 4,0 100°C- 2 1/2 min. 1,0 4,0
poly C superindusoitu
" 2,3 100°C-2 1/2 min. ¢1,0 3,0
" 3,3 100°C- 2 1/2 min. 41,0 3,3

Taulukosta 2 havaitaan, ettd tdydellinen reaktivoituminen voidaan

saada aikaan useilla erilaisilla l3httaineilla.
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Patenttivaatimukset

3

1. Interferonin reaktivointimenetelmd, t unne t tu siitd,
ettd kdédsitellddn vesipitoista interferoniliuvosta, jossa interferoni
on menettdnyt ainakin osan alkuperdisestd aktiivisuudestaan, (a)
aineen, joka katkaisee ei-kovalenttiset sidokset, (b) aineen, joka
pelkistii disulfidisill%ﬁt, ja (c) anionisen tai kationisen pinta-

aktiivisen aineen yhdistelmdllid.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, +t unne t t u giiti,
ettd interferoniliuos sisdltdd noin lO3 - noin 108 interferoniyksik-
kod per mg proteiinia tai noin lOl - noin lO6 interferonivksikksd

per ml.

3. Jonkin patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd aine, joka katkaisee ei-kovalenttiset sidokset,

on urea.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, tunne t tu siiti,
ettd ureaa kdytetddn sellainen md&drid, ettld saatu liuos sisdltdid

ureaa 0,1 - 10 M ja parhaiten 5 M.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd aine, joka pelkistdd disulfidisillat, on

merkapto—etanoli.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, tunnet tu siitd,
ettd merkaptoetanolia kdytetddn sellainen middrid, ettd saatu liuos
2

sisdltas merkaptoetanolia vdhint&in 107 2M ja parhaiten 1,4 x 10 “M -

1,4 x 10 tu.

7. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 6 mukainen menetelmid, t un -
nettu siitd,ebtd anioninen tai kationinen pinta-aktiivinen

o . . . )"»_' . - .
aine on vastaavasti natriumdodesyylisulfaatti tai dodegyyliamiini.
8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd, t unne t t u siiti,
ettd pinta-aktiivista ainetta kdytetdédn 1 - 5-kertainen ylimidrd las-~

kettuna liuoksessa olevan proteiinin kokonaismddristi.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd, tunnettu siiti,

. ettd, kun interferonipitoisuus liuoksessa on noin 104 interferonivk-
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! sikkdd per ml, pinta-aktiivista ainetta lis&dtddn sellainen mddrd,

ettd liuos sisdltdd pinta-aktiivista ainetta 1 x 10_3 -1x lO_lM.

; 10. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 9 mukainen menetelmi, t u n -

"nettu siitd, ettd mainitun kolmen aineen lisddmisen jilkeen

saatua interferoniliuosta lampokdsitellddn.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmd, tunnettau
siitd, ettd mainittu lampdkdsittely kdsittdd liuoksen kuumentamisen

90 - 105°C:ssa 0,5 - 10 minuutin aikana.

12. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 11 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd edelld mainitulla kolmella reagenssilla tapah-
tuneen kdsittelyn jdlkeen ylimddrdinen pinta-aktiivinen aine ja molem-

mat muut aineet kokonaisuudessaan poistetaan dialysoimalla.

13. Reaktivoitu interferonituote, t unne t t u siitd, ettd

se on vesipitoinen interferoniliuos, jonka aktiivisuus on palautettu
kdsittelemdlld (a) aineen, joka katkaisee ei-kovalenttiset sidokset,
(b) aineen, joka pelkistdid disulfidisgillat, ja (¢) anionisen tai

kationisen pinta-aktiivisen aineen yhdistelmdlla.
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Patentkrav

1. Reaktiveringsfdrfarande f&r interferon, k anne tecknat
ddrav, att en vattenhaltig interferonldsning dar intefferonen foér-
lorat atminstone en del av sin originala aktivitet, behandlas med
en kombination av (a) ett &mne, som avbryter icke-kovalentiska bind-
ningar, (b) ett dmne, som reducerar disulfidbryggorna, och (c) ett

anjoniskt eller katjoniskt ytaktivt &mne.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k @& nne te cknat darav,

att interferonldsningen innehdller c:a lO3 - c:a 108 interferon-

6

enheter per mg protein eller c:a lOl - c:a 10° interferonenheter

per ml.

3. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k @&nnetecknat
ddrav, att &mnet, som avbryter de icke-kovalentiska bindningarna,

dr urea.

4. Forfarande enligt patentkravet 3, k & nne te cknat dirav,
att urea anvdndes i en sadan mdngd, att den erhdllna l8sningen inne-

hdller 0,1-10 M urea, helst 5 M.

5. Fdrfarande enligt ett av patentkraven 1-4, k @ nn e t e c k -
n a t dirav, att dmnet, som reducerar disulfidbryggorna, &r merkapto-

etanol.

6. Forfarande enligt patentkravet 5, k & nne tecknat dirav,
att merkaptoetanol anvé@ndes i en sddan midngd, att den erhdllna 18s-
ningen innehdller merkaptoetanol &tminstone lO_ZM och helst 1,4 x

107%M - 1,4 x 10 1m.

7. Forfarande enligt ett av patentkraven 1-6, k @& nneteck -
n a t ddrav, att det anjoniska eller katjoniska ytaktiva dmnet ir

respektive natriumdodecylsulfat eller dodecylamin.
8. Forfarande enligt patentkravet 7, k 4 nneteckn at dirav,
att ytaktivt dmne anvdndes i 1-5-faltidgt &verskott ridknat péd total-

midngden av i 1l&sningen befintlig protein.

9. Forfarande enligt patentkravet 8, k E nne tecknat dirav,
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4

att d3 losningens interferonhalt dr c:a 10° interferonenheter per ml,

tillsédttes ytaktivt &mne en sd&dan mdngd, att 18sningen innehdller

301 %107t M.

ytaktivt dmne 1 x 10
10. rorfarande enligt patentkraven 1-9, k @ nne tecknat
ddrav, att efter tillsatsen av de tre ovanndmnda dmnena vaArmebehand-

las den erhdllna interferonldsningen.

1l1. F6rfarande enligt patentkravet 10, k & nne tecknat
ddrav, att den ndmnda vdrmebehandlingen omfattar ldsningens upp-

hettning i 90-105°C under 0,5-10 minuter.

12. Forfarande enligt ett av patentkraven 1-11, k & nneteck-
n a t ddrav, att efter behandlingen med de tre ovanndmnda reagens-
erna avldgsnas Overskottet av det ytaktiva dmnet samt de bada

6vriga dmnena totalt genom dialys.

13. Reaktiverad interferonprodukt, k @& nne tecknad dirav,
att den dr en vattenhaltig interferonl®sning, vars aktivitet ater-:
stdlls genom behandling med en kombination av (a) ett &dmne, som
avbryter de icke-kovalentiska bindningarna, (b) ett &mne, som redu-
cerar disulfidbryggorna, och (¢) ett anjoniskt eller katjoniskt yt-

aktivt dmne.
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