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Keksintd koskee proteiinien, joiden molekyylipaino on

yli B500 daltonia, vesiliuoksia, jotka ovat tunnettuja

siitd, ettd ne sisdltdvit yhdistetti, jolla on kaava I,
R%0 - X - R (1)

jossa Xn on ketju,jossa on n jdsentd, joilla on kaava II

tai III,
- CH - CH, - 0 - - CH, -CH -0

%) 2 2 Bl

R (I1) R (II1)
mielivaltaisessa jidrjestyksessi, n on 2-200 ja Rl on

vety, metyyli tai etyyli, jolloin ryhmit R1 voivat olla

samoja tai eri ryhmii kuitenkin siten, ettd vihintidn puo-
lessa ketjun jidsenistid Rl on vety, ja R2 ja R3 ovat samoja
tai eri ryhmid, joita ovat vety ja orgaaninen ryhmi;
menetelmdd tdllaisten liuosten valmistamiseksi sekd niiden
kdyttdd. Lisiksi keksintd koskee kaavan I mukaisten yhdis-
teiden kdyttd84 hydrofobisten pintojen esikdsittelyyn

protelinien adsorboitumisen ja denaturoitumisen estimiseksi.



uUppfinningen berdr vattenldsningar av protein med en molekyl-
vikt 8ver 8500 dalton, vilka karakteriseras av att de inne-
hiller en férening med formeln I, vari xn dr en kedja av

n komponenter med formeln II eller III, i valfri ordnings-
f51jd, n &r 2-200 och Rl betyder vite, metyl eller etyl,
varvid resterna R1 kan vara lika eller olika men Rl fore-
ligger &atminstone 1 hilften av kedjekomponenterna som vite,
och Rz och R3 4r lika eller olika och betyder vite eller en
organisk rest, ett férfarande for deras framstdllning och
deras anvindning. Uppfinningen hinfdr sig vidare till
anvindningen av fdreningar med formeln I fér fdrbehandling
av hydrofoba ytor for undvikande av adsorption eller denatu-
rering av protein.

R0 - X - R (1
- CH - CH, - O -
R (11)

- CH2 - CH -0

R (111)
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Denaturoitumiselta suojattuja proteiinien vesiliuoksia,

menetelmd niiden valmistamiseksi ja niiden kdyttd

Keksintd koskee proteiinien, joiden molekyylipaino on
yli 8500 daltonia, vesiliuoksia, jotka on suojattu adsorp-
tiolta rajapinnoille, denaturoitumiselta ja proteiinin saos-
tumiselta, sekd menetelmdi tdllaisten liuosten valmistami-
seksi.

On tunnettua, ettd liuotetut proteiinit adsorboituvat
hydrofobisille rajapinnoille (ndihin kuuluu myds vesiliuok-
sen ja ilman rajapinta) /C.W.N. Cumper ja A.E. Alexander,
Irans. Faraday Soc. 46 (1950) 235/. Proteiinit ovat amfi~
fiilisia aineita, toisin sanoen niissi on sekd hydrofiilisii
ettd hydrofobisia alueita. Hydrofobiset alueet muodostavat
yhteyden hydrofobisiin rajapintoihin.

Proteiinien rajapinnoille adsorboitumisen seurauksena
havaitaan erilaisia sekundaarireaktioita. Se voi aiheuttaa
esimerkiksi adsorboituneiden proteiinimolekyylien "denatu-
roitumista”, so. muodonmuutoksia (tertiaari- ja/tai sekun-
daarirakenteen muutoksia). Sen lisidksi voi tapahtua adsor-
boituneiden proteiinimolekyylien aggregoitumista liukoisiksi
tai liukenemattomiksi polymeerisiksi muodoiksi. Niinpi monien
proteiinien yhteydessd tunnetaan pinta-aggregoituminen, joka
ilmenee esimerkiksi liuoksen samenemisena tai proteiinien
biologisen aktiivisuuden heikkenemisend sekoitettaessa tai
ravisteltaessa vesiliuoksia [ﬁ.F. Henson, I.R. Mitchell,
P.R. Mussellwhite, J. Colloid Interface Sci. 32 (1970) 1627/.
Tdllainen pinta-adsorptio ja -aggregoituminen on erityisen
haitallista proteiiniliuosten siirtdmiseen kiytettdvissi
laitteissa, esimerkiksi l&ikkeiden automaattisissa annos-
telulaitteissa. Joissakin tapauksissa tapahtuu myds adsor-
boituneiden proteiinien kemiallisia reaktioita liuenneiden
aineiden kanssa /F. MacRitchie, J. Macromol. Sci., Chem. 4
(1970) 1169/.



10

15

20

25

30

2 80276

Kuvatut pintatapahtumat voivat lisdksi antaa proteii-
nille immunogeenisia ominaisuuksia (so. kyvyn indusoida
immunologisia puolustusreaktioita elimistdssd) tai vahvistaa
jo olemassa olevia immunogeenisia ominaisuuksia. Lisdksi
voivat biologiset ominaisuudet, kuten entsymaattiset, serolo-
giset tai hormonaaliset aktiivisuudet, muuttua tai heikentya.

Erityinen hydrofobisen rajapinnan muoto syntyy jd&h-
dytettdessd vesiliuoksia, esimerkiksi kylmdkuivattaessa
proteiineja. Ndillad rajapinnoilla tapahtuu samoin kuvatun-
kaltaista proteiinien denaturoitumista /U.B. Hansson, Acta
Chem. Scand., 22 (1968) 483/.

EP-hakemusjulkaisussa 18609 kuvataan proteiinien vesi-
liuocksia, jotka sisdltdvdt niissd olevien proteiinien dena-
turoitumisen estimiseksi rajapinnoilla pinta-aktiivista ai-
netta, jolla on ketjumainen perusrakenne, jonka rakenne-
osista vihintdin puolet on metyyli- tai etyylisubstituoituja
oksietyleeniyksikditéd. Lis&dksi kuvataan pintojen kdsittelyd
tillaisilla pinta-aktiivisilla aineilla ja niiden kdyttdd
proteiinien eristédmiseen ja puhdistukseen.

Lisiksi WO-hakemusjulkaisussa 83/00288 kuvataan sta-
biileja, polyoksietyleeni—cs_lS-alkyylieettereité sisdltdviad
insuliinivalmisteita, jotka on tarkoitettu kdytettdviksi
insuliinin annostelulaitteissa.

v1littiviasti on havaittu, ettd proteiinien, joiden
molekyylipaino on yli 8500 daltonia, vesiliuokset ovat eri-
tyisen hyvin stabiloitavissa sekoittamalla niihin aineita,
joilla on kaava I

RZO - X - R3 (I)
n

Siten keksint® koskee proteiinin, jonka molekyyli-
paino on 8500 daltonia, vesiliuosta, joka on tunnettu siitd,
etti se sisdltdd yhdistettd, jolla on kaava I

3
,R20 - Xn - R | (1)
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jossa Xn on ketju, jossa on n jisentd, joilla on kaava
II tai III,

—?H - CH2 -0 - CH, - CH - 0 -
Rl (I1) R (I11)

mielivaltaisessa jdrjestyksessd, n on 2 - 200, edullises-
ti 4-100, erityisen edullisesti 8 - 50, ja Rl on vety, me-
tyli tai etyyli, jolloin ryhmét R1 voivat olla samoja tai
eri ryhmid kuitenkin siten, etti véhintdédn puolessa ketjun
jdsenistd Rl on vety, ja R2 ja R3 ovat samoja tai eri ryh-
mid, joita ovat vety ja Cl_zo-alkyyli, C2_20—alkanoyyli ja
Cl_lo-alkyylifenyyli. Edullisia ovat sellaiset kaavan I mu-
kaiset yhdisteet, joissa toinen ryhmistd R2 ja R3 on vety.

Esimerkkejd ryhmisti R2 ja R3 ovat metyyli, etyyli,
propyyli ja butyyli.

Tdmédn tyyppisilli stabiloivilla lisdaineilla on
EP-hakemusjulkaisun 18609 mukaisiin lisdaineisiin ndhden
se etu, ettd niilld on pitkihk&jen polyoksietyleeniketju~-
jen (Rl = H) ansiosta parempi liukenevuus vesipitoisiin
vdliaineisiin. Lisdksi on osoittautunut, ettd lisdimilli
kuvatun kaltaisia stabilisaattoreita voidaan sucjata eri-
tyisesti suurehkoja proteiineja, so. sellaisia, joiden
molekyylipaino on yli 8500 daltonia, rajapintailmi®ilti.

Keksinn®n mukaiset proteiiniliuokset voivat si-
sdltd8 my8s useamman erilaisen kaavan I mukaisen yhdis-
teen seosta. Lis&ksi voivat ndmi liuokset sisdltid tavan-
omaisia isotooniseksi tekevii aineita, kuten glyseriiniéd,
natriumkloridia, glukoosia tai vastaavaa hiilihydraattia,
sdildntdaineita, kuten fenolia, kresolia tai p-hydroksi-
bentsoehappometyyliesterid, puskuriaineita, kuten natrium-
fosfaattia, asetaattia, sitraattia, barbitaalia tai
tris(hydroksimetyyli)aminometaania, sekd depot-vaikutuk-

sen aikaansaavia aineita.
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Keksintd koskee lisdksi menetelmid tillaisten stabii-
lien proteiiniliuosten valmistamiseksi, joka on tunnettu
siiti, ettd lisidtddn proteiinin vesiliuokseen kaavan I mu-
kaista pinta-aktiivista ainetta.

Otaksutaan, ettd keksinndén mukaiset pinta-aktiiviset
aineet asettuvat rajapintaan ndhden siten, etti segmentti-
polymeerien hydrofobiset alueet ovat kosketuksessa rajapinnan
kanssa ja hydrofiiliset polyoksietyleenialueet suuntautuvat
vesifaasiin, siten, ettd ne estdvdt suoran vuorovaikutuksen
liuenneen proteiinin ja rajapinnan vdlilla.

Stabilaattoreiden suhteellisen suuret hydrofiiliset
polyoksietyleenialueet, jotka todennikdisesti suuntautuvat
vesifaasiin, vaikuttavat mahdollisesti siten, ettad saadaan
aikaan vain rajapinnan karkeajakoinen kuormitus, niin etta
pienehkdjen proteiinimolekyylien adsorptiota rajapinnalle ei
voida estdd.

Siiti syystd soveltuvat keksinndn mukaiset aineet
erityisesti suurehkomolekyylisten proteiinien vesiliuosten
stabilointiin. N&dmi proteiinit koostuvat yhdestd tai useam-
masta polypeptidiketjusta, ja voivat aminohappojen lisdksi
sisiltii muitakin rakenneosia (sokereita, lipidejd, jne).

Keksinnon mukaiset pinta-aktiiviset aineet ovat
yleensd soveltuvia sellaisten liuotettujen proteiinien,
joiden molekyylipaino on yli 8500 daltonia, ja jotka voivat
absorboitua hydrofobisiin rajapintoihin, kuten esimerkiksi
polypeptidien, pallomaisten proteiinien ja yhdistelmdprote-
iinien (proteidien), erityisesti glykoproteiinien stabi-
lointiin. _

Esimerkkeini sellaisista proteiineista mainittakoon
proteiinihormonit, kuten proinsuliini ja preproinsuliini,
entsyymit, kuten neuramidaasi, galaktosidaasi, glykosyyli-
transferaasit, asparaginaasi, katalaasi ja streptokinaasi,
myoglobiini sekd proteiinit, joilla on muita toimintoja,
kuten eri ryhmien ja lajien immunoglobuliinit, albumiini,

veren hyytymistekijat, interferonit, interleukiinit, kasvu-
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ja erilaistumistekij&ét. Edullisia ovat proteiinit, joiden
molekyylipaino on isompi kuin noin 30 000.

Keksintd koskee lisiksi ylld md&riteltyjen stabiilien
proteiiniliuosten kidyttsi proteiinien puhdistamiseen kiteyt-
tdmdlld, kromatografisesti tai ultrasuodatuksella.

Hydrofobiset pinnat, jotka joutuvat kosketuksiin pro-
teiiniliuosten kanssa, on edullisesti mahdollista esikisi-
telld kaavan I mukaisilla pinta-aktiivisilla aineilla prote-
iinien adsorboitumisen tai denaturoitumisen estimiseksi.

Keksinndn mukaisesti kdytettdvien pinta-aktiivisten
aineiden valmistus tapahtuu sindnsid tunnetulla tavalla alky-
leenioksidin ja alkyleenidiglykolien (tai vastaavien hydrok-
siyhdisteiden) valvotulla additioreaktiolla. Piiteasemassa
olevat hydroksyyliryhmit voidaan mahdollisesti sen jdlkeen
esterdidd tai eetterdidi. Yleinen ohje soveltuvan segmentti-
polymeraatin valmistamiseksi annetaan esimerkissi la.

Esimerkki 1

a) Sekoittimella, ldmpshauteella, palautusjddhdytti-
melld ja laitteella alkyleenioksidien sydttamiseksi typpi
suojakaasuna varustettuun 30 1:n lasiastiaan laitetaan 152,1
9 propyleeniglykolia ja 125 g 49 % kaliumhydroksidiliuosta.
Vesi poistetaan alipainetislauksella. Sen jdlkeen lis&tdin
120°:n ldmpStilassa sekoittaen ensin 4141 g propyleeni-
oksidia ja sitten 17170 g etyleenioksidia. Reaktion pddtyt-
tyd kaliumhydroksidi neutraloidaan lisg§&m&11d maitohappoa.
Helposti haihtuvat osat erotetaan ja tuotteesta poistetaan
vesi alipainetislaamalla. Tuotteen keskimddridinen molekyyli-
paino on 8750 daltonia, ja molekyyli sisiltdi 80 pP-% poly-
oksietyleenii.

b) 5 n&iytetts, jotka kukin muodostuivat 7 ml:sta
munan albumiinin 0,5 % liuosta 0,01 M fosfaattipuskurissa
(pPH 7), ja 5 samanlaista ndytettd, joihin oli lisdtty stabi-
lisaattoriksi 0,1 % (liuoksen painosta laskettuna) segmentti-
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polymeraattia, joka koostui lineaarisesta polypropyleeni-
glykoliketjusta, jonka keskimddrdinen molekyylipaino oli

1750 daltonia, ja jonka molempiin pdihin oli polymeroitu 40 %
polyetyleenglykolia, suljettiin 10 ml:n lasiampulleihin.
Tutkittavat liuokset sijoitettiin koeputkien pydrityslaittee-
seen 20 cm:n etdisyydelle pydrimisakselista ja pydritettiin
inkubaattorissa 37°C:ssa nopeudella 60 rpm. Niytteissd, jot-
ka eividt sisdltédneet stabilointiainetta, ilmeni 5 vrk:n
kuluttua voimakasta samenemista, joka aiheutui denaturoitu-
neesta proteiinista. Sen sijaan ndytteet, jotka sisdlsivdt
stabilointiainetta, olivat kirkkaita vield usean kuukauden
kuluttua.

Esimerkki 2

7 ml:n liuosndytteet, jotka sisilsivat 5 % ihmisen
immunoglobuliinia, 0,5 % myoglobiinia (naudan) tai 0,1 %
f-galaktosidaasia, ja samanlaiset ndytteet, joihin oli li-
sitty 0,1 % (liuoksen painosta laskettuna) segmenttipolyme-
raattia, joka koostui lineaarisesta polypropyleeniglykoli—
ketjusta, jonka keskimidriinen molekyylipaino oli 1750
daltonia, ja jonka molempiin pdihin oli polymeroitu 50 %
polyetyleeniglykolia, suljettiin 10 ml:n lasiampulleihin.

Naytteitd sekoitettiin esimerkissd 1lb kuvatulla
tavalla 37°% :ssa. Stabilointiainetta sisdltiamittomdt ndytteet
olivat muutaman vrk:n kuluttua sameita. f-galaktosidaasin
ollessa kyseessd oli entsymaattinen aktiivisuus laskenut alle
3 prosenttiin 13htdarvosta. Sitd vastoin nidytteet, jotka
sisilsivit stabilointiainetta, olivat vield usean viikon
kuluttua kirkkaita. Entsyymiaktiivisuus oli kdytdnndllisesti
katsoen ennallaan.

Esimerkki 3

Valmistettiin liuos, joka gisilsi 1 % ihmisen immuno-
globuliinia 0,01 M fosfaattipuskurissa (pH 7) ja stabilointi-
aineena 0,2 % (liuoksen painosta laskettuna) segmenttipoly-
meraattia, joka koostui lineaarisesta polypropyleeniglykoli—
ketjusta, jonka keskimiddrinen molekyylipaino oli 1750 dal-
tonia, ja jonka molempiin pdihin oli polymeroitu 40% polye-

tyleeniglykolia.
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Liuos pakattiin automaattiseen annostelulaitteeseen.
Liikesimulaattorissa inkubaattorissa 37%:ssa sydtti annos-
telulaite kirkasta liuosta usean viikon ajan. Sy&tetyn kirk-
kaan liuoksen immunoglobuliinipitoisuus mitattiin. Se oli
yhtd suuri kuin alkupitoisuus.

Koe toistettiin 1 & immunoglobuliiniliucksella, joka
ei sisdltdnyt stabilointiainetta. Tdll6in muodostui sakka
annostelulaitteen syStt&letkuihin muutamassa pdividssid. Kirkas
liuos ei sisdltdnyt juuri ollenkaan immunoglobuliinia.

Esimerkki 4

5 ndytettd, joista kukin koostui 7 ml:sta liuosta,
joka sisdlsi 350 000 ky ihmisen sidekudosinterferonia fos-
faattipuskurissa (pH 7), ja 5 samanlaista ndytetti, jotka
sisdlsivdt lisdksi 0,01 % (liuoksen painosta laskettuna)
seuraavaa yhdistettd,

CH

3
]
CH3-(CHZ)12-CH2-O-(CH2-CH2-O—)lz—(CHz—CH-O-)Z-H

suljettiin 10 ml:n lasiampulleihin. Tutkittavia liuoksia py6-
ritettiin esimerkissi 1b kuvatulla tavalla 37°%:ssa. 5 sta-
biloimattomassa niytteessi havaittiin 2 vrk:n kuluttua bio-
logisen aktiivisuuden yli 95-prosenttinen aleneminen.

5 stabilointiainetta sisdltivin ndytteen interferonin biolo-
ginen aktiivisuus oli muuttumaton vield usean viikon kuluttua.
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Patenttivaatimukset

1. Proteiinin, jonka molekyylipaino on yli 8500 dal-
tonia, vesiliuos, tunnettu siitd, ettd se sisdl-
td4 yhdistettd, jolla on kaava I

RZO-X —R3 I
n

jossa Xn on ketju, jossa on n jdsentd, joiden kaava on II
tai III

~CH-CH =0~ 11
l
al
-CH,-CH-0- 111
|
2l

mielivaltaisessa jdrjestyksessd,

n on 2 - 200, edullisesti 4 - 100, ja

R1 on vety, metyyli tai etyyli, jolloin ryhmdt R1 voivat
olla samoija tai erilaisia kuitenkin siten, ettd vdhintddn
puolessa ketjun jésenista R1 on vety, ja

R2 ja R3 ovat toisistaan riippumatta vety, Cl_zo—alkyyli,
C2_20-alkanoyyli tai Cl_lo—alkyylifenyyli.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen proteiinin vesi-
liuos, tunnettu siitd, ettd liuos sisdltdd vdhin-
t4in kahden erilaisen, kaavan I mukaisen yhdisteen seosta.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen proteiinin
vesiliuos, tunnettau siitd, ettd liuos sisdltdéd ta-
vanomaisia lisdaineita isotoonisuuden siitdmiseksi, sdildn-
tdainetta, puskuriaineita ja/tai depot-vaikutuksen aikaan-
saamiseen kdytettdvid aineita.

4. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 3 mukainen pro-
teiinin vesiliuos, tunnettu siitd, ettd liuos si-

s4iltii vahintdin kahta erilaista proteiinia.
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5. Menetelmd jonkin patenttivaatimuksista 1 - 4 mu-
kaisen stabiilin proteiiniliuoksen valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd proteiinin vesiliuokseen 1li-~
sdtddn patenttivaatimuksen 1 mukaista pinta-aktiivista ai-
netta.

6. Menetelmd hydrofobisten pintojen kdsittelemiseksi
niiden proteiineja adsorboivan vaikutuksen poistamiseksi,
tunnettau siitd, ettd pinnat kdsitell&in patentti-
vaatimuksessa 1 mddritellyn yleisen kaavan I mukaisen pinta-
aktiivisen aineen vesiliuoksella.

7. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 4 mukaisen liuok-
sen kdytt6, tunnettu siitd, ettd liuoksia kdyte-
tdédn proteiinien puhdistukseen kiteyttam&dlls, kromatografi-
sesti tai ultrasuodatuksella.
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Patentkrav

1. Vattenldsning av ett protein med en molekylvikt
dver 8500 dalton, k 4 nnetec k n a d darav, att den
innehdller en f&rening med formeln I

R20 - X, - R® (1)

vari X, &r en kedja av en komponenter med formeln II eller
11X

-CH - CH, - o - - CH, - CH -0 -
|
R! (1) R? (I11I)

i valfri ordningsf®ljd,
n 4r 2 - 200, foretrédesvis 4 - 100 och
R! &r vidte, metyl eller etyl,
varvid grupperna R! kan vara lika eller olika, varvid dock
R! féreligger som véte i atminstone halften av kedjekom-
ponenterna, och
R? och R® oberocende av varandra betyder vate, C,.,o-alkyl,
Cz_zo—alkanoyl eller Cl_lo—alkylfenyl.

2. Vattenl®sning av ett protein enligt patentkravet
l, kd&nnetec k n a d diarav, att ldsningen inne-
haller en blandning av &tminstone tva olika foreningar med
formeln I.

3. vVattenldsning av ett protein enligt patentkravet
1 eller 2, kdannetec k nad dirav, att 18sningen
innehaller sedvanliga tillsatser f8r instdllning av iso-
tonin, konserveringsmedel, buffertamnen och/eller medel
f6r uppndende av en depa-verkan.

4. Vattenldsning av ett protein enligt nagot av
patentkraven 1-3, kdnnetec k nad dirav, att 10s-
ningen innehdller atminstone tvaA olika proteiner.

5. F&rfarande f6r framstdllning av en stabil pro-
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teinldsning enligt nagot av patentkraven 1-4, k &8 n n e-
tecknad dirav, att man i en vattenldsning av pro-
teinet tillsdtter en ytaktiv substans enligt patentkravet
1.

6. Férfarande for behandling av hydrofoba ytor foOr
undanr$jande av deras absorberande inverkan pd proteiner,
k 4nnetecknat dirav, att man behandlar ytorna
med en vattenl¥sning av en ytaktiv substans med den i pa-
tentkravet 1 definierade allmé&nna formeln I.

7. Anvidndning av 18sning enligt ndgot av patent-
kraven 1l-4, k anne tecknad dirav, att 1l8sning-
arna anvinds vid reningen av protein genom kristallisa-

tion, kromatografi eller ultrafiltering.
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