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Ihmisen homogeeninen immuuni-interferoni ja menetelmd sen

valmistamiseksi

Kyseessd oleva keksintd koskee ihmisen interferonia
kestdvdn, homogeenisen proteiinin uudessa muodossa sekd sen
valmistusmenetelmdd. Sellainen homogeeninen ihmisen immuuni-
interferoni on terapeuttisesti kdyttdkelpoinen virusten
vastaisena ja lisddntymistd estdvdnid aineena ja se toimii
muihin interferonien muotoihin, kuten esim. leukosyytti-
interferoniin, yhdistettynd tdllaisten muiden interferonien
aktiivisuuden vhteisvaikutuksen aikaansaajana.

Georgiades ja Johnson /Methods in Enzymology 78,

536 (1981)/7 kuvaavat ihmisen immuuni-interferonin osittaista
puhdistamista. Kdytettyihin puhdistusvaiheisiin sisdltyi k&-
sittely, joka suoritettiin Matrex Blue absorboimisaineen
avulla, supernatantti kdsitelldin interferonin absorboimi-
seksi huokosia lis&ttdvdlld lasilla, jonka huokoskoko on
madrdtty, interferoni eluoidaan NaCl-etyleeniglykolilla ja
interferonijakeet yhdistetddn ja kromatografoidaan Ultrogel
AcA-54 pylvddssd eluoimalla interferonihuippu 1M NaCl/18 %
etyleeniglykoliseoksella. Interferoniaktiivisuuden pddosa
eluoituu 35 000 - 70 000 suuruisen molekyylipainon alueella.
Ultrogeelihuippujakeen spesifisen aktiivisuuden on ilmoi-

tettu olevan 106’30

. Tédmdn osoitettiin olevan puhtaimman,
tdhdn mennessd saadun materiaalin ja sen puhtaus oli al-
haisempi kuin noin 10 %.

Johnson et al. /Methods in Enzymology, 78, 158 (1981)7
esittdvdt suuressa mittakaavassa suoritetun ihmisen immuuni-
interferonien induktion ja valmistuksen. He esittdvdt, etta
interferonin suurimmat saannot saadaan ihmisen perifeerisis-
ti lymfosyyteistd, jotka ovat perdisin normaaleilta luovut-
tajilta, jotka on indusoitu T-solu mitogeeni stafylokokki-
enterotoksiini A:lla. Tdmd menetelmd tarjoaa mediaani in-
terferonikonsentraation, joka on 1 000 yksikkdd/ml eli
2,5 x 105 yksikkod 100 ml kohti verta. Edelld mainitusta lah-
tb8aineesta perdisin olevan osittain puhdistetun immuuni-

interferonin kirjoittajat ovat osoittaneet soveltuvan
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vasta-aineen valmistukseen seki kliinisten kokeiden suorit-
tamiseen ihmisilld, mutta yksityiskohtia ei ole esitetty.

Tunikamysiinid kdyttdm&lld Mizrahl ja O'Malley
/Methods in Enzymology, 78, 209 (1981)] saivat glykosyloi-
tumattoman ihmisen immuuni-interferonin raa'assa muodossa.
Glykosyloitumaton immuuni-interferoni osoitti biologista ak-
tiivisuutta, mutta se menetti kykynsd sitoutua liikkumatto-
maan lektiiniin (ConA-Sepharose).

O'Malley kuvasi ihmisen immuuni-interferonin affi-
niteettikromatografiaa /Methods in Enzymology, 78, 540
(1981)/. Erilaisten potilaiden immuuni-interféronitasojen
perusteella kdy ilmi, ettd immuuni-interferonilla on osuutta
isdnndn puolustusreaktiossa virusinfektiota vastaan ja ettd
isdnnilld, joilla immuunivaste on vaimennettu, on alentunut
reaktiokyky. Lisdksi tulokset, jotka on saatu erilaisia in-
duktoreita kdyttdmdlld sekd monien erilaisten affiniteetti~-
pylvdiden avulla, ilmaisevat immuuni-interferonin koostuvan
heterogeenisestd populaatiosta interferonikomponentteja,
jotka eroavat hydrofobisuusasteiden suhteen. Karakterisoin-
tia ei voitu edelleen suorittaa menettdmdttd puhdistettujen
interferonivalmisteiden kdyttékelpoisuutta, joista valmis-—
teista kontaminoivat peiteaineet on poistettu.

Nathan et al. /Nature 292, 842 (elokuun 27 p:nd,
1981)7 ovat tiedottaneet ihmisen immuuni-interferonin val-
mistuksesta, joka suoritetaan ihmisen T-lymfosyyttisolulin-
jan avulla. Interferoni puhdistettiin k&yttdmdllid lasihel-
mid, joilla oli mddrdtty huokoskoko, jonka jdlkeen suoritet-
tiin pylvédskromatografia Ultragel AcA-44:11&4. Tdstd pyl-
viistdi saadun huippujakeen spesifinen aktiivisuus oli 1,2 X
106 (puhtaus alle 5 %) ja ndenndinen molekyylipaino oli
noin 40 000.

» Ihmisen leukosyyttien induktio Con A:lla ja osittai-
nen puhdistus adsorboimalla ne piihappoon sekd etyleenigly-
kolia sisdltdvdlld puskurilla suoritettu eluointi tuotti
kaksi virustenvastaisesti aktiivista komponenttia, jotka
voitiin erottaa toisistaan geelisuodatuksen avulla. Kom-

ponenttien (merkitty 45K:ksi ja 22K:ksi) n8enndiset
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molekyylipainot olivat noin 45 000 ja noin 22 000. Kompo-
nentti 45K oli lajispesifinen, suhteellisen herkkd hapolle
(pH 2) Jja ihmisen fibroblasti-interferonin vasta-aineet
neutraloivat sen huonosti. Kirjoittajat pddttelivit, ettid
kaiken todenndkdisyyden mukaan 45K-komponentti pddasialli-
sesti sisdlsi ihmisen immuuni-interferonin molekyylimuun-
noksia. Katso Van Damme et al. /Eur. J. Immunol., 11. 937-
942 (1981)7.

Aivan &dskettdin Yip et al. /Sience 215, 411 (tammi-
kuun 22 p:nd 1982)/kuvasivat voimakkaasti vikevdityjen,
osittain puhdistettujen ihmisen immuuni-interferonivalmis-
teiden kdsittelyd 0,1 %:1la SDS:114 20° ja 25°C:n vdlisissi
liampStiloissa. He havaitsivat, ettei sellainen kdsittely
tdysin tuhonnut biologista aktiivisuutta, kuten oli aiemmin
havaittu korkeampia ldmpotiloja kdytettidessd. He saivat
takaisin kaksi huippua, joilla oli SDS-PAGE-analyysin perus-
teella biologista aktiivisuutta sekd joiden ndenndiset mo-
lekyylipainotiolivat 20 000 ja 25 000 ja pieni mddrid aktii-
visuutta havaittiin alueella, joka vastasi noin 50 000 suu-
ruista molekyylipainoa. Kirjoittajat esittidvidt teorian,
jonka mukaan mddrityksessd kdytetyissid denaturoivissa olo-
suhteissa immuuni-interferonin suurimolekyylinen muoto dis~-
sosisoituu kahdeksi havaituksi komponentiksi (Katso myOSs
Yip et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 79, 1820 (maaliskuu
1982) .

Lopuksi Goeddel et al. ovat esittidneet Second
Annual International Gongress for Interferon Researchissa,
San Franciskossa, Kaliforniassa, elokuun 21-23 p:ni, 1981,
julkaisun, jossa he kuvasivat ihmisen immuuni-interferonille
komplementaarisen DNA:n kloonausta ja sen ekspressiota kol-
messa erilaisessa isdntdvektorijidrjestelmidssi. Tidmin kloo-
natun geenin nukleotidisekvenssin perusteella sekd olettaen
ekspressoidun proteiinisekvenssin alun sopivan sijainnin,
oletettu ihmisen‘immuuni—interferoni koostuu 146 aminoha-
posta ja sen kokonaismolekyylipaino on noin 17 000. Grayn
et al. mukaan /Nature 295, 503 (helmikuun 11 p:nd, 1982)7
nukleotidisekvenssistd johdettu aminohappokoostumus on seu-

raava:
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Ala 8 Gln 10 Leu 10 Ser 11
Arg 7 Glu 9 Lys 20 Thr 5
Asn 10 Gly 5 Met 4 Trp 1
Asp 10 His 2 Phe 10 Tyr 5
Cys 2 Ile 7 Pro 2 vVal 8

Ihmisen raaka immuuni-interferoni, joka soveltuu ky-
seessd olevan keksinndn toteuttamiseen, voi olla perdisin
mistd tahansa sopivasta ldhteestd. Ihmisen raa'an immuuni-
interferonin erds sopiva ldhde on perdisin indusoiduista
normaaleista leukosyyteistd. Ihmisen immuuni-interferonin
lisddntyneitd saantoja ja tiittereitd voidaan saada ymppdd-
milld soluviljelmdelatusaine, jota on tdydennetty seerumil-
la, kuten esim. vasikan sikidn seerumilla ja aineella, joka
stimuloi solujen lisddntymistd ja erilaistumista ja antamal-
la seoksen inkuboitua ajan, joka on riittdvd, jotta soluil-
la tapahtuu ainakin yksi kaksinkertaistuminen. T&dlle mene-
telmdlle soveltuva, tdydennetty soluviljelmdelatusaine on
RPMI 1640 elatusaine, kaupallinen artikkeli, joka sisdltdd
noin 2-10 % vasikan sikidn seerumia. Tdydennetty elatusaine
saattaa sisiltid myOs tavanomaisia, lisdttyjd komponentteja,
jotka ovat soluviljelmédn suhteen kdyttSkelpoisia, kuten
esim. puskuria, esim. 12,5 - 25 mM Hepes (N-2-hydroksietyy-
li-piperatsiini-N'-2-etaanisulfonihappoa) . Solun lisddnty-
mistd stimuloiva aine, joka on kdyttdkelpoinen kyseessd ole-
van keksinndn toteuttamisessa, on fytohemagglutiniini (PHA),
jota lisdtddn mddrdltéddn noin 0,1 - 10 /ug/ml. Kdytetyn in-
kubointildmpoétilan tulisi mieluummin olla noin 379%. Yleen-
si soluille tapahtuu 1-2 kaksinkertaistumista noin kahden
pdivan aikana.

_ Inkubointijakson pddtyttyd solut indusoidaan. Kayt-
tékelpoisia indusointiaineita, joita voidaan kdyttda, on
hyvin tunnettuja ja niihin sisdltyy spesifisid antigeeneja
tai epdspesifisid mitogeeneja. Sellaisten indusointiaineiden
esimerkkeihin kuuluu fytohemagglutiniineja (PHA), konkava-
liini A (Con A), kermesmarjamitogeeni (PWA), puhdistettu
proteiinijohdannainen (PPD), tetanustoksidi (TT), virusro-

koteantigeeni (VM), stafylokokilta saatu enterotoksiini A,
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Forboliestereitd, kuten esim. 12-0;£etra—dekanoyyliforboli—
13-asetaatti (TPA),'yms. On yleisesti havaittu, ettd in-
duktiomenetelmidt, joissa kdytetddn spesifisid antigeeneja,
joita tavallisesti lis&t&d8n lymfosyyttejd sisdltdviin vil-
jelmiin, jotka on aiemmin herkistetty antigeenin suhteen,
tuottavat suhteellisen huonoja immuuni-interferonin saantoja.

Titen induktio T-solu-mitogeeneilla on edullista. Mitogee-

~nien piirissd erityisen edullisia ovat fytohemagglutiniinit,

jolloin edullisin on fytohemagglutiniini-L TPA:han yhdis-
tettynd, kuten Yip et al. ovat kuvanneet, Proc. Natl. Acad.
Sco. USA 78, 1601 (1981).

PHA:a kdytetddn konsentraatioalueella 1-10 /ug/ml,
kun taas TPA:a kdytetddn noin 5-20 ng/ml. Forboli-esterid
lisatéan elatusaineeseen ensin, jonka jdlkeen, noin 2-3 tun-
nin kuluttua, siihen lis&tddn PHA:a. Inkubointijakso saat-
taa olla 48-120 tuntia, mieluummin noin 96 tuntia. Ne koo-
taan sitten sentrifugoimalla palloina ja immuuni-interferonia
sisdltdvd supernatantti suodatetaan jokaisen solunpirsta-
leen poistamiseksi, mieluummin suodattimen avulla, jonka
huokoskoko on 3 mikronia. Kdyttdmidlld tdllaista menetelmdd
solun lisddntymiseen ja induktioon, on oleellisesti mahdol-
lista lisdtid ihmisen immuuni-interferonin saantoa ja tiit-
terid, joka voidaan tuottaa solupopulaatioyksikkdd kohti,

kun verrataan tdhdn mennessd aiemmin tunnettuihin menetel-

, miin. Tdten esimerkiksi 45 valmisteen tiittereiden keskiar-

vo 0li noin 13 000 yksikkdd/ml.

Ihmisen raa'an immuuni-interferonin vaihtoehtoinen
li3hde on saatu yhdistelmdmikro-organismeilta, jotka on trans-
formoitu ekspressiovektorilla, joka sisdltdd ihmisen immuu-

ni-interferonin toiminnallisessa tilassa, kdyttamdlla tut-

kimustydssd hyvin tunnettuja yhdistelm&-DNA-tekniikoita.

Yhdistelmdmikro-organismit voidaan panna kdymddn, koota ja
immuuni-interferoni voidaan uuttaa soluista tavanomaisilla
menetelmilld, kuten esimerkiksi yhdenmukaisesti seuraavien
kuvattujen menetelmien kanssa, Goeddel et al., Nature 287,
411 (1980); Wetzel et al., Journal of Interferon Research
1, 381 (1981) seki Gray et al., Nature 295, 503 (1982).
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Syntyvd soluton uute voidaan sitten valmistaa samalla taval-
la kuin on tédssd yhteydessd kuvattu supernatanttielatusai-
neen suhteen, joka on perdisin indusoiduista leukosyyteistd.
Olisi huomattava kuitenkin, ettd immuuni-interferoni, leu-
kosyytti-interferonista poiketen, on labiili korkeiden l&m-
pétilojen sekd happamen tai emdksisen pH:n suhteen ja tdten
tulee olla huolellinen raakojen materiaalien valmisteiden
suhteen ja vdlttdd tallaisia ddriolosuhteita.

Kyseessd olevan keksinndn mukaiseen valmistustapaan
kytkeytyy kolmivaiheinen menetelmd ihmisen immuuni-inter-
feronin puhdidstamiseksi soluttomasta supernatantista tai
uutteesta. Ensimmdisessd vaiheessa ihmisen immuuni-interfe-
roni adsorboidaan selektiivisesti affiniteettipylvddseen,
adsorboimattomat epdpuhtaudet pestddn pois pylvddstd ja sit-
ten ihmisen immuuni-interferoni eluoidaan muodossa, jonka
puhdistusaste on korkeampi. Ihmisen immuuni-interferonin
affiniteettipylvédspuhdistus on jo tutkimustybssd tunnettu.
Spesifiset pylvdsmateriaalit sekd seluutio-olosuhteet eividt
ole ahtaasti kriittisen tarkkoja kyseessd olevan keksinnén
kdytdnndn suhteen ja tdten saatetaan kdyttdd mitd tahansa
tutkimustySssd kdytettyd affiniteettikromatografiamenetel-
mdid, esim. lasia, jolla on sdddetty huokoskoko tai tuettua
lektiinipylvdstd. Keksinndn mukaiseen, kolmivaiheiseen me-
netelmddn soveltuva, edullinen affiniteettikromatografia-
menetelmd, sikdli kuin on kysymys luonnossa esiintyvdstd in-
terferonista, kdyttdd hyvdksi konkavaliini-A Sepharose-pyl-
vdstd, joka on kauppa-artikkeli, joka on mieluummin esipes-
ty fosfaatilla purkuroidulla suoclaliuoksella tai elatusai-
neella, kuten esim. minimaalielatusaineilla. Pylviddn pak-
kaamisen ja sen jdlkeen, kun se on pesty ainakin yhdelld
tilavuudella PBS:a tai mainittua elatusainetta, ihmisen im-
muuni-interferoni voidaan eluoida laimealla puskuroidun
a-metyyli-D-mannosidin liuoksella, jonka konsentraatio on
mieluummin noin 0,2M.

Affiniteettikromatografiavaiheesta saadut, yhdiste-
tyt aktiiviset jakeet kdytetddn sitten uuteen, erittdin

tehokkaaseen, nestekromatografiavaiheeseen, jossa
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kiytetddn kati-ioninvaihtajaa. Tédssd toisessa vaiheessa
valmistetaan karboksimetyylipiihappopylvds (CM) pesemdlld
se suhteellisen vidkevoidylld, esim. 1-2 M suolaliuocksella,
kuten esim. alkalimetallihalogenidilla, -fosfaatilla tai
~-sulfaatilla, mieluummin KCl:lla. Sitten pylvds uudelleen
tasapainotetaan vettd sisdltdvdlld puskurilla, mieluummin
fosfaattipuskurilla, pH 7,5 tai vedelld ja siihen pannaan
affiniteettipylvisvaiheesta saadut, yhdistetyt aktiiviset
jakeet, jotka on laimennettu vedelld. Sen jdlkeen, kun pyl-
vds on pesty vedelld tai liuoksella, jolla on alhainen suo-
lakonsentraatio, kunnes effluentissa havaiﬁtu,proteiinikon—
sentraatio palaa taustan tasolle, pylvds eluoidaan lisddn-
tyvdn suolakonsentraation gradientilla. Aktiiviset jakeet
havaitaan eldinkokeen avulla ja ne yhdistetd&dn. Pylvddn
koko, kdytetyt virtausnopeudet sekd kdytetyt puskurit eividt
ole hyvin kriittisid keksinn®n onnistuneelle kdytdnndn to-
teutukselle. Olisi huomattava, ettei valittu suolaliuos
saisi hdiritd proteiinin havaitsemiseen kdytettyd metodiik- .
kaa. Edullinen jédrjestelmd kdyttdd hyvdksi proteiinin fluo-
reskaniini—analyysié ja yhteen sopivaa suolagradienttia,
joka on valmistettu 0-1 molaarisesta kalsiumkloridista pus-
kuriliuokseen, kuten esim. laimeaan kalsiumfosfaattiin,

pH 7,5.

Karboksimetyylipiihappopylvddstd saadut aktiiviset
jakeet yhdistettiin ja védkevOitiin. Immuuni-interferonia
sisdltdvdn liuoksen vdkevdintiin edullinen menettely on
kdyttdd suodatinsuppiloa, mieluiten suodatinsuppiloa CF 25,
joka on edeltdkdsin pesty 0,4 M HCl:1la, 25 mM kaliumfos-
faatilla, pH 7,5 sekd Hzo:lla. Vakevoity liuos ruiskutetaan
sitten etukdteen tasapainotettuun piihappogeelipermeaatio-
pylvddseen ja eluoidaan laimealla, puskuroidulla suola-
liucksella. Kuten aiemmin, suola, joka saatetaan kdyttidsd,
ei ole rajoittuneesti kriittinen ja se saatetaan valita min-
kd tahansa alkalimetallihalogenidin, -fosfaatin tai sulfaa=-
tin joukosta, mieluummin se on kaliumkloridi konsentraatio-
alueella 0,01 - 1,0 M. Tdssd vaiheessa kadytetty puskuri on

laimea alkalimetallifosfaattipuskuri, mieluimmin
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kaliumfosfaatti, pH 7,5. Puhdistettu ihmisen immuuni-in-
terferoni eluoituu yksinkertaisena proteiinin pddhuippuna
biologisen aktiivisuuden vastatessa tdtd proteiinihuippua.
Riippuen l&htdaineena kdytetyn raa'an immuuni-interferonin
tilasta ja puhdistusvaiheiden tehokkuudesta, saattaa tdssa
kohdassa olla mahdollista saada homogeéninen tuote. Kuiten-
kaan, jos valmistetta ei ole vield tédydellisesti puhdistet-
tu, aktiiviset jakeet on mahdollista uudelleen vikevdidi ja
sitten toistaa kromatografia joko TSK- tai CM-pylvddssa
homogeenisuuden saavuttamiseksi.

Jakeet, jotka oli saatu karboksimetyylipiihappo seka
piihappogeelipermeaatiopylvdistd, mddritettiin sytopaat-
tisen vaikutuksen (CPE) estomddritykselld, kuten on kuvattu
US-patentissa nro 4 241 174, joka on julkaistu joulukuun
23 p:nd 1980, kdyttden sekd Hep-2:a (ihmisen) sekd MDBK:a
(hdrdn) mddrittédmissoluina. Jakeilla, jotka oli saatu mo-
lemmista pylvdistd, todettiin virustenvastaista aktiivi-
suutta ihmisen Hep-2 solulinjan avulla, mutta aktiivisuut-
ta ei havaittu, kun samat jakeet testattiin hidrin MDBK-
soluja vastaan. Tamd lajispesifisyys ilmaisee ihmisen im-
muuni-interferonin ldsndolon ja sulkee pois ihmisen leuko-
syytti- tai fibroblastityyppisen interferonin olennaisten
mddrien l&dsndoloa, mikd voisi antaa positiivisen tuloksen
hdrdn MDBK-socluja vastaan.

Hdmogeenisella ihmisen immuuni-interferonilla, joka
0li saatu kayttdmdlld yll&d mainittua menetelmdd, oli spe-
sifinen aktivisuus noin 1 x 108 yksikksd/mg proteiinia.
Spesifisen aktiivisuuden arvo oli vain likim#ddrdinen, mikd
johtuu mddrityksen luontaisesta vaihtelevuudesta sekd ihmi-
sen immuuni-interferonin viitestandardin puuttumisesta.
Homogeenisen proteiinin ndenndinen molekyylipaino on noin
45 000 daltonia polyakryyliamidigeelielektroforeesilla nat-
riumdodekyylisulfaatissa mddritettynd. Tdmd molekyylipaino
on myds sopusoinnussa sen TSK-pylvididssid tapahtuvan ryhmit-
tymisen kanssa.

- Interferoneilla on virustenvastaista, kasvainten-

vastaista, kasvua inhiboivaa sekd immuunosupressiocaktiivi-
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suutta. Ndmid aktiivisuudet on saatu vieldpd kliiniselld ta-
solla kdyttden pdivittdin 1-10 x 106 yksikkdd suhteellisen
raakoja valmisteita, joista vdhemmd&n kuin 1 % oli ihmisen
interferonia. Aivan &dskettdin on kliinisiin kokeisiin otet-
tu erittdin puhtaita ihmisen yhdistelmdleukosyytti-inter-
feroneita A ja D (IFLr-A ja IFLr-D). IFLr-A:lla suoritetuil-
la nousevien annosten testeilld on havainnollistettu, ettd
voidaan sietdd yksittdisid annoksia, jotka ovat aina 198
miljoonan yksikdn suuruisia. Yleensd voidaan kdyttdd tera-
peuttisia pdivdannoksia, jotka ovat noin 10-100 miljoonan
vksikon alueella, mieluiten noin 50 miljoonaa vksikkdda. Ih-
misen homogeenista immuuni-interferonia voidaan kdyttdi sa-
malla annosalueella suoraan analogisesti edelld esitetyn
kanssa. Samanaikaisessa hoidossa on myds mahdollista kidyttdi
hyvédksi useampaa kuin yhtd ihmisen interferonityyppid. Ai-
heeseen perehtyneille ovat selvid sopivat, kdytettdvit an-
nosohjeet, kun kdytetddn esim. ihmisen immuuni-interfero-
nia ihmisen leukosyytti-interferoniin, kuten esim. IFLr-A:n,
vhdistettynd. Sellaisen samanaikaisen hoidon k&ytén tulok-
sena on interferonien aktiivisuuden lisddntyminen sekd sen
mddrdn vidheneminen, joka tarvitaan halutun terapeuttisen
vaikutuksen saavuttamiseen. '
‘Tamdn keksinndn menetelmd- ja valmistusndkokantoja
valaistaan edelleen viittaamalla seuraaviin esimerkkeihin:

Esimerkki 1

7-10 normaalin henkil®n luovuttama veri (noin 50 ml/
luovuttaja) kootaan leukoforeesin avulla. Kukin millilitra

6 leu-

leukoforeesin avulla kédsiteltyd verta tuottaa 15 x 10
kosyyttid. Leukosyytit erotetaan punasoluista sedimentoimal-
la 2-%:isessa hydrbksietyylitérkkelyksessé. Leukosyytit ime-
tddn ylemmdstd jakeesta ja kootaan sentrifugoimalla 500 x
g:114. |

Sitten leukosyytit inokuloidaan konsentraationa 106
solua/ml 5-8 litraan RPMI 1640 elatusainetta (Gibco), johon
on lisdtty 2-10 % vasikan sikidn. seerumia, 25 mM Hepesii se-
ki 0,2 - 0,5 /ug/ml PHA-L:a. PHA stimuloi solujen lisiin-
tymistd. Viljelmdd inkuboidaan kahden piivin ajan 37OC:ssa,
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16 litran vetoisessa pullossa. Solut kahdentuvat 1-2 kertaa
tdmin inkﬁbaation kuluessa.

Viljelmd indusoidaan, sen jdlkeen kun on lisdtty yh-
ti suuri tilavuus tuoretta elatusainetta TPA:n ja PHA:n
kanssa, kuvatulla tavalla. Forboliesterié lisdtddn viljely-
astiaan konsentraationa 10 ng/ml kolmeksi tunniksi, jonka
jélkeen lisitddn PHA:a 2 jug/ml. Induktio tapahtuu noin 96
tunnin ajan. Sitten solut kootaan sentrifugoimalla 1 000 x g
ja immuuni~interferonia sisdltdvd supernatantti suodatetaan
(3 mikronia) soluﬁpirstaleiden poistamiseksi. Suodatettu
liuos on nyt valmis puhdistettavaksi.

Kaikki seuraavat vaiheet suoritettiin kylmdssi,
4°c:n ldmpbtilassa.

Edelld kuvatulla tavalla saatu, konditionoitu ela-
tusaine suodatettiin perdkkdin j&dlleen 3 mikronin ja sitten
0,22 mikronin Nalgene-suodattimen l&pi. Sitten se pantiin.
konkavaliini-A Sepharose (Con A) -pylvddseen (Pharmacia
Fine Chemicals or Sigma Chemical Co.), joka aiemmin oli pes-
ty joko Dulbeccon fosfaatilla puskuroidulla keittosuola-
iiuoksella (PBS) (Grand Island Biological Supply .Co.) tai
F-11 elatusaineella (Grand Island Biological Supply Co.).
Tyypillisesti kdytettiin 35 ml pakatun kolonnin tilavuutta
adsorboimaan immuuni-interferoni 1 litrasta konditinoitua
elatusainetta. Pylvds pestiin sitten ainakin yhdelld pyl-
vddn tilavuudella PBS:a tai F-11 elatusainetta. Interferoni
eluoitiin sitten PBS:114, jossa oli 0,2 M &-metyyli-D-man-
nosidia ja aktiiviset jakeet yhdistettiin. Sellaisten ak-
tiivisten jakeiden stabiliteetti on esitetty alla taulukos-

sa 1.
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Taulukko 1

Con A -puhdistetun immuuni-interferonin stabiliteetti

4OC:ssa
Viikkoja Havaittu tiitteri (yks./ml)
5 0 3,0 x 10°
1 3,1 x 10°
2 1,5 x 10°
3 7,7 x 10%
5 4,1 x 10°
10 .8 4,1 x 10°
11 2,0 x 10°
12 6,1 x 10°
Midritys

Kaikki immuuni-interferoni-ndytteet titrattiin kdyt-
15 tdmdlld CPE:n vihenemismddritystd, kuten on kuvattu U.S.
4 241 174:ssi, paitsi ettd Hep-2-soluja (ATCC nro CCL 23)
kdytettiin mddrityssoluina. Mddritykset oli suoritettava
vesicular stomatitis viruksella (VSV) kuuden tunnin mittai-
sen, interferonindytteen ja mddrityssolujen kanssa suorite-
20 tun inkuboinnin jilkeen.

Kaikki immuuni-interferonitiitterit sovitetaan vii-
teyksikdiden mukaisesti kdyttdmdllid NIH (G-023-901-527)
leukosyytti-interferonistandardia.

Seuraavassa puhdistusvaiheessa kédytettiin hyvdksi

25. erittdin tehokasta, heikon kati-ioninvaihtajan sisdltaviai
liuvuoskromatografiapylvdastd. CM 200 hartsi, 10 /um (Separation
Industries, Orange, N.J.) pakattiin I.D.-pylvddseen, jonka
koko oli 25 x 0,46 cm ja valmistettiin kdytt&d varten puh-
distamalla 2M KCl:lla ja tasapainotettiin uudelleen 25 mM

30 fosfaattipuskurilla, pH 7,5 tai tislatulla ionittomalla ve-
delld (tdmdn laatuista vettd kdytettiin ldpi koko tdmin
menetelmdn). Con-A-pylvdidstd saatu, aktiivinen, koottu elu-
aatti laimennettiin yhtd suurella tilavuudella vettd ja pum-
pattiin nopeudella 1,5 ml/min CM-pylvddseen. Pylvis pestiin

35 sitten 25 mM kaliumfosfaatilla, pH 7,5, kunnes proteiinin
mddrd pylvddn effluentissa oli jdlleen taustan tasolla,

fluoreskaniinin avulla suoritetulla pylvddn automaattisella
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tarkkailulla mddritettynd. Pylvds eluoitiin sitten nopeu-
della 0,5 ml/min KCl:n nousevalla gradientilla (0-1 M)
25 mM:ssa kaliumfosfaattipuskurissa, pH 7,5. Interferoni
eluoitui pylvadstda ldhelld suolagradientin keskikohtaa ja
aktiiviset Jjakeet mddritettiin biologisen mddrityksen avul-
la.

CM-pylvddstd saadut aktiiviset jakeet yhdistettiin
ja vdkevditiin esipestylld CF-suodatinsuppilolla (Amicon
Corp.). Sitten vdkevdity liuos (0,5 ml tai vdhemmdn) ruis-
kutettiin TSK 250 piihappogeelipermeaatiopylvéddseen (30 x
0,75 cm)  (Bio-Rad Laboratories), joka oli edeltd k&sin ta-
sapainotettu ja eluoitiin 0,3 M KCl:1lla, 25 mM kaliumfos-
faatilla, pH 7,5, nopeudella 24 ml/h ja jakeet koottiin yh-
den minuutin vdlein. Aktiivisuus vastasi proteiinihuippua.
Homogeeninen immuuni-interferoni saatettiin saada yhdessa
tai useammassa jakeessa tissi vaiheessa, riippuen 1l8hto-
alneesta ja aiempien vaiheiden tehokkuudesta. Jos on tar-
peellista, epdpuhtaita jakeita voidaan uudelleen vidkevoida
ja uudelleen kromatografoida TSK- tai CM-pylvddssd homogee-
nisuuden saavuttamiseksi.

Y11ld kuvatulla tavalla indusoiduista ihmisen leuko-
syyteistd valmistetun ihmisen homogeenisen intexrferonin ami-
nohappoanalyYsi suoritettiin fluoreskaniinin avulla, pyl-
vddn jdlkeistd havaitsemista kdyttden. Ndytteet kuivattiin
tyhjossd ja hydrolysoitiin 6N HCl:lla, joka sisdlsi 4 %
tioglykolihappoa, 24 tunnin ajan tyhjossé&, 110°C:ssa. Sys-
teiinihappoanalyysia varten ndytteita kdsiteltiin permuura-
haishapolla kahden tunnin ajan OOC:ssa, kuivattiin ja hydro-
lysoitiin 6N HCl:ssa, 24 tunnin ajan tyhj&ssd, 110°C:ssa.
Kahden nidytteen aminohappoanalyysi (yksi ndyte kahtena kap-
paleena) annetaan alla olevassa taulukossa 2. Olisi huomat-
tava, ettel analyysid korjata tiettyjen herkkien aminohap-

pojen, kuten esim. tryptofaanin, treoniinin ja seriinin

‘hivididen eikd epitidydellisen hydrolyysin suhteen.
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Taulukko 2

Ihmisen immuuni-interferonin aminohappokoostumus

Ajo :

A B C Keskiarvo
Asp 49,7 32,9 32,1 38,2 + 7,6
Thr 28, 4 21,2 22,5 24,0 + 2,9
Ser 26,0 19,4 19,1 22,5 + 3,3
Glu 51,0 37,9 41,9 43,6 + 5,1
Pro* 18,6 24,3 21,5 + 3,4
Gly 25,2 22,9 20,9 23,0 + 1,5
Ala - 26,7 23,2 24,3 24,7 + 1,3
val 25,1 24,3 24,2 24,5 + 1,7 |
Met 4,0 3,9 : 4,3 4,1 + 0,2
Ile 18,5 18,4 17,9 18,3 + 0,3
Leu 39,4 40,0 41,2 40,2 + 0,7
Tyr 10,0 10,0 10,8 10,3 + 0,4
Phe 17,8 - 17,8 18,5 18,0 + 0,3
His 5,3 5,2 6,4 5,6 + 0,5
Lys . 23,8 32,3 25,0 27,0 + 3,5
Arg 20,0 22,2 22,0 21,4 + 0,7
Trp 1,8 2,7 2,2 2,2 + 0,3
Cys 5,9 4,0 5,0 + 1,0

*Arvot voivat olla artefaktien vuoksi liian korkeita

Kuten edelld on Qsoitettu, ihmisen homogeeniselle
immuuni-interferonille spesifinen aktiivisuus on noin
1 x 108 vks./mg ja homogeenisen proteiinin nidenniinen mole-
kyylipaino on noin 45 000 daltonia polyakryyliamidi (10-20 %
gradientti) -geelielektroforeesin mukaan, joka suoritetaan
SDS:ssd kayttdmdlld noin 100 ng suuruista panosta sekd ho-
peavirjiysti.

Esimerkki 2

Ihmisen homogeenisen immuuni-interferonin parente-
raalinen annosmuoto
Injektioon kadytettdvd ihmisen homogeeninen immuuni-

interferoni on lyofilisoitu valmiste, joka on steriileissd
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pulloissa. Kukin pullo sisdltdd noin 15 ng ihmisen homo-
geenista interferonia. Lyofilisoitu kakku liuotetaan uudel-
leen ennen kéyttéa 1 ml:aan steriilid vettd injektiota var-
ten. Tdmd valmiste soveltuu lihakseen suoritettavaan injek-
tioon eikd suonensisdiseen k&yttd6n. Formulaatio voi sisidl-

td4a seuraavia aineosia:

Aineosat Mddard pulloa Kohtuullinen
| kohti vaihtelu pul-
Ihmisen homogeeninen loa kohti
immuuni-interferoni 15 ng 7-23 ng
Natriumkloridi _ 9 mg 7-11 mg
Fenoli¥ 3 mg 2-4 mg
Ihmisen seerumin albumiini 5 mg 3-7 mg
Vesi injektiota wvarten . 1 ml 1-2 ml

*Hivinnyt suurimmaksi osaksi lyofilisoinnin aikana.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd ihmisen immuuni-interferonin puhtauden

lis88miseksi, tunnettu siitd, ettd menetelmdssi

liuos, joka sisdltdda osittain puhdistetun ihmisen immuuni-
interferonin, pannaan heikon kati-ioninvaihtajan sisdltivisn
nestekromatografiapylvidiseen, jolla on korkea suorituskyky
Jja aktiiviset jakeet, jotka sisdltdvdt ihmisen immuuni-in-
terferonin, jolla on lisddantynyt puhtaus, eluocidaan pylvdds-
td kdyttdmdlld nousevan suolakonsentraation gradienttia.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n
nettu siitd, ettd mainittu heikko kationinvaihtajanes-
tekromatografiapylvds on karboksimetyyliselluloosa.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n
nettu siitd, ettd mainittu pylvds eluoidaan KCl:n 0-1 M
gradientilla kaliumfosfaattipuskurissa, pH 7,5.

4. Menetelmd ihmisen immuuni~interferonin puhtauden
liséamiseksi, tunnettu siitd, ettd liuos, joka si-
sdltdd osittain puhdistetun ihmisen immuuni-interferonin,
pannaan piihappogeelipermeaatiopylviddseen ja aktiiviset ja-
keet, jotka sisdltdvdt ihmisen immuuni-interferonin, jolla
on alhainen suolakonsentraatio.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t u n
nettu siitd, ettd mainittu eluutioliuvos on 0,3 M KCl
25 mM kaliumfosfaattipuskurissa, pH 7,5.

6. Menetelmd ihmisen homogeenisen immuuni-interfe-
ronin valmistamiseksi, t unne t t u siitd, ettd mene-
telmi kisittdd seuraavien valmistusvaiheiden yhdistelmdn:

a) ihmisen raaka immuuni-interferoniliuos lasketaan
affiniteettipylvddn ldpi, joka adsorboi mainitun interfero-
nin, adsorboitumattomat epdpuhtaudet pestddn mainitusta pyl-
vadstd ja aktiiviset jakeet, jotka sisdltdvdt ihmisen immuu-
ni-interferonin, eluoidaan mainitusta pylvddstd;

| b) vaiheesta a) saadut, kootut, aktiiviset jakeet
lasketaan heikon kationinvaihtajanestekromatografiapylvién
l8pi, jolla on korkea suorituskyky Jja aktiiviset jakeet,

jotka sisdltdvdt ihmisen immuuni-interferonin, jolla on
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lisdidntynyt puhtaus, eluoidaan pylvddstd kdyttdmdlld nouse-
van suolakonsentraation gradienttia;

¢) wvaiheesta b) saadut, kootut, aktiiviset jakeet
lasketaan piihappogeelipermeaatiopylvddn ldpi ja aktiiviset
jakeet, jotka sisdltdvdt ihmisen interferonin, jolla on
lisddntynyt puhtaus, eluoidaan pylvddstd kdyttdm&lld pur-
kuroitua liuosta, joka sisdltdia alhaisen suclakonsentraa-—
tion ja, Jjos on vdlttdmdtdntd,

d) vaiheesta c¢) saadut, yhdistetyt aktiiviset jakeet
kierridtetdidn uudelleen vaiheen b) tai vaiheen c) kautta ih-

misen homogeenisen immuuni-interferonin saamiseksi.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, tun -

nettu siitd, ettd mainittu affiniteettipylvds menetel-
min vaiheessa a) on konkavaliini-A Sepharose, raaka ihmisen
immuuni-interferoni on luonnossa esiintyvdd materiaalia ja

aktiiviset jakeet eluoidaan puskuroidulla OGtmetyyli-D-man-—

nosidi-liuoksella. }

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd vaiheen b) mainittu, heikko kationin-
vaihtajanestekromatografiapylvds on karboksimetyylipiihap-
poa ja mainittu pylvids eluoidaan KCl:n 0-1 M gradientilla
kaliumfosfaattipuskurissa, pH 7,5. o

9. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd mainittu piihappogeelipermeaatio-
pylvds eluoidaan liuoksella, jossa on 0,3 M KCl:a 25 mM ka-
liumfosfaattipuskurissa, pH 7,5.

10. Menetelmd parenteraalisen annosmuodon valmista-
miseksi, tunnettu siitd, ettd mainitussa menetel-
missd sekoitetaan ihmisen homogeeninen immuuni-interferoni
kantaja—-aineen kanssa, joka soveltuu parenteraaliseen annos-
teluun ja terapeuttisesti soveltuvien adjuvanttien kanssa
sekd viedddn syntyvd seos sopivaan annosmuotoon, haluttaessa

vesiliuoksen lyofilisointi mukaan lukien.



10

15

20

25°

30

35

17
Patentkrav:

1. Forfarande for &kande av renheten hos midnskligt
immuninterferon, k & nnetecknat dirav, att fér-
farande omfattar ledande av en 16sning, vilken innehdller
partiellt renat mdnskligt immuninterferon, p& en hdgeffek-
tiv, svagt katjonbytande, flytande kromatografikolonn och
eluerande av aktiva fraktioner, vilka innehdller ménskligt
immuninterferon av &kad renhet fran kolonnen genom anviandan-—
de av en gradient med Skande saltkoncentration.
2. Forfarande enligt patentkravet 1, k & nn e -
t ecknat ddrav, att ndmnda svagt katjonbytande, flytan-
de kromatografikolonn &dr karboximetylkiselsyra.

3. Forfarande enligt patentkravet 1, kX 4 n n e -
t ecknat diarav, att kolonnen elueras med en 0-1M-
gradient av KCl i kaliumfosfatbuffertmedel, pH 7,5.

4. Forfarande fOr okande av renheten hos mdnskligt
immuninterferon, k & nnetecknat dirav, att for-
farandet omfattar ledande av en l&sning, vilken innehdller
partiellt renat, mdnskligt immuninterferon, pa en silikagel-
genomtrdngningskolonn och eluerande av aktiva fraktioner,
vilka innehdller mdnskligt immuninterferon av 8kad renhet
fran kolonnen genom anvdndning av en buffertldsning med 1lag
saltkoncentration.

5. Forfarande enligt patentkravet 4, k & nn e -

t ecknat darav, att elueringsldsningen dr 0,3 M KCl
i 25 mM kaliumfosfatbuffermedel, pH 7,5.

6. Forfarande f6r framstdllning av homogent, mdnskligt

immuninterferon, k dnnetecknat av en kombination
av nedanstdende processteg, vid vilka man |

a) leder en 18sning av ratt, mdnskligt immuninter-
feron genom en affinitetskolonn, vilken absorberar det nimnda
interferonet, tvdttar icke adsorberade fororenligheter frén
kolonnen och eluerar aktiva fraktioner, wvilka innehdller
midnskligt immuninterferon, fran kolonnen;

b) leder de uppsamlade aktiva fraktionerna fran

steget a) pa en hogeffektiv, svagt katjonbytande, flytande
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kromatografikolonn och eluerar aktiba fraktioner, vilka
innehdller minskligt immuninterferon av &kad renhet, frén
kolonnen genom anvidndande av en gradient med &kande salt-
koncentration;

¢) leder uppsamlade aktiva fraktionef frén'steg b)
pd en silikagelgenomtrdngningskolonn och eluerar aktiva
fraktioner, vilka innehdller mdnskligt immuninterferon av
6kad renhet, fran kolonnen genom anvidndning av en buffer-
16sning med lag saltkoncentration och, ifall behévligt,

d)- atercirkulerar uppsamlade aktiva fraktioner fran
steget c¢) &nyo genom steget b) eller steget c) erhdllande
av homogent médnskligt interferon.

7. Forfarande enligt patentkravet 6, k d nne -
t eckn.at dirav, att affinitetskolonnen i steget a)
4r concanavalin-A Sepharose, att det r&a minskliga immun-
interferonet dr naturellt-fbfekommande material och att de
aktiva fraktionerna elueras med en buffrat O-metyl-D-manno-
sidl8sning.

8. Forfarande enligt patentkravet 6, kX da nn e -

t ecknat dirav, att den svagt katjonbytande, flytande
kromatografikolonnen i steget b) &dr karboximetylkiselsyra
och att kolonnen elueras med en 0-1 M gradient av KCl i ett
kaliumfosfatbuffertmedel, pH 7,5.

9. Forfarande enligt patentkravet 6, k & nn e -
tecknat didrav, att silikagelgenomtridngningskolonnen
elueras med en l1l&sning bestdende av 0,3 M KC1 i 25 mM ka-
liumfosfatbuffertmedel, pH 7,5.

10. Forfarande fOr framstdllning av en parenteral

doseringsform, k @ nn e t e cknat ddrav, att homogent

.manskligt immuninterferon blandas med en bdrare, vilken

ldmpar sig for parenteral administrering, och med terapeu-
tiskt ldmpliga hjdlpdmnen, varefter den resulterande bland-
ningen bringas i en ldmplig doseringsform, vilket, ifall

dnskvidrt, inkluderar lyofilisering av en vattenldsning.
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