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Urenheder fjernes fra leukocyt-interferon-praparater

ved inkubation af en pufferoplesning indeholdende 1 -

20 mg/ml leukocyt-interferon ved en pH-vardi mellem

3 og tilnermelsesvis 4,8 i fra 30 minutter til 24 timer
ved 28 - 40 °C ug fjernelse uf det dannede bund-

fald.

Ved denne seriige inkubationsprocedure fjernes sével
oligomere som langsom monomer af leukocyt-interferonet
fra przparatet, og der opnas nativt leukocyt-interferon.
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Opfindelsen angar en fremgangsmédde til fjernelse af
urenheder i praparater af leukocyt-interferon, som pjen-
synligt stammer fra dissociering og reassociering af
disulfidbindinger under rensningsprocessen. Narmere
bestemt angdr opfindelsen en hidtil ukendt og effektiv

procedure til fjernelse af disse urenheder fra det rensede

interferaon.

Humant leukocyt-interferon (HulFN-@) er representativt
for leukocyt-interferoner (IFN-a), som oprindeligt er
produceret af celler fra hvirveldyr af forskellige arter,
der har nogen grad af sekvenshomologi, f. eks. okse-
leukocyt-interferon og leukocyt-interferoner fra hunde-,
fiske- eller fuglearter. HuIlFN-a vides at eksistere

i flere former, almindeligvis betegnet som formerne

A - K, dvs. f. eks. HuIFN-aA og HuIFN-aD. Nogle af disse
er blevet udtrykt i E. coli i udvindelige mazngder som
resultat af rekombinant-DNA-teknik og isoleres alminde-
ligvis fra disse kulturer ved anvendelse af en monoklo-
nal-antistof-sejle som beskrevet i Staehlin et al.,

J. Biol. Chem., 256: 9750 (198l). Det har vist sig,

at saledes isoleret interferon indeholder forureninger,
som viser sig at vere produkter af dissociering og reasso-
ciering af disulfidbindinger i det native protein. Disse
forureninger er oligomere former, som udviser multipla

af det monomere proteins molekylvegt, nar de underkastes
sterrelsesbestemmelse ved SDS-PAGE under ikke-reduceren-
de betingelser, og ogs& en "langsom monomer", som vandrer
1idt langsommere ved SDS-PAGE gennemfeort under ikke-redu-

cerende betingelser.

En undertype, HulFN-oA, antages at indeholde sulfhydryl-
grupper pd aminosyrerne nr. 1, 29, 98 og 138. I den
native form svarer konformationen af molekylet til bindin-

ger af disse grupper mellem aminosyrerne 1 - 98 og 29 -

H
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138. Det antages at 29 - 138 bindingen er nedvendig
for aktivitet, men at aktiviteten vil bevares, selv
hvis 1 - 98 bindingen brydes. Selv om opfindelsen ikke
skal anses for at vere afhengig af nogen bestemt teori
om oprindelsen til forureningerne, antages det nu i
tilfelde af HuIFN-aA, at "langsom monomer" er dannet
ved brydning af 1 - 98 bindingen, medens 29 - 138 bin-
dingen forbliver intakt, og at sesttet af oligomere,
som er mindre aktive eller slet ikke aktive, afhengigt
af sterrelsen, representerer bindingen af et molekyle
interferon til et andet igennem nye disulfidbindinger.
Tilstedeverelsen af oligomererne viser sig at skade
aktiviteten af det native HuIFN-ocA; den langsomme monomer

er i sig selv aktiv, men kan vere immunogen. Derfor

- vil det vare meget snskeligt at adskille den native

form fra disse forureninger.

Det har veret muligt at fjerne oligomeren fra prapara-
tet ved gelpermeationsteknik. Imidlertid er udvindingen
ikke sarlig god, og metoden kan ikke adskille den lang-

somme monomer fra den native form.

Opfindelsens formal er at angive en fremgangsmade til
fjernelse af langsom monomer og oligomere fra HuIlFN-g-
preparater og fra preparater af andre leukocyt-interfe-
roner med tilstrekkelig sekvenshomologi med HulFN-g,
hvorved det native protein kan isoleres i et hajt udbyt-

te frit for bade oligomere og langsom monomer.

Dette opnds ved fremgangsméden ifelge opfindelsen, som
er ejendommelig ved, at en oplesning indeholdende IFN-
o i en koncentration pad 1 - 20 mg/ml og pufret til en
pH-verdi mellem 3 og 4,8 inkuberes ved en temperatﬂr
pad 28 - 40 °C i fra 30 minutter til 24 timer til ud-

feldning af de angivne uenskede materialer, som derpa
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kan fjernes ved standardprocedurer, sasom centrifugering

eller filtrering.

P4 tegningen viser figur 1 og 2 analysen af en HulfN-o-
oplesning fer og efter udevelsen af fremgangsmdden ifslge
opfindelsen, under anvendelse af (A) TSK-HPLC og (B)
ikke-reducerende SDS-PAGE, kvantiseret ved densitometri.

(C) I hver figur reprasenterer de tabellerede data fra
(A) og (B).

Fig. 1 henferer til fremgangsmaden ifelge opfindelsen
gennemfort ved 32 °C og i et koncentrationsniveau pa
4,2 mg/ml HulFN-o.

Fig. 2 henferer til fremgangsmaden ifslge opfindelsen
gennemfert ved 37 °C og i et koncentrationsniveau pa

7,2 mg/ml HulFN-a.

Fig. 3 viser en sammenligning af resultaterne fra redu-

cerende og ikke-reducerende SDS-RAGE.

Fig. 4 viser fraskillelsen af oligomere fra et HulFN-o-

preparat ved gelpermeationschromatografi.

A. Definitioner

SDS-PAGE (natriumdodecylsulfat-polyacrylamid-gelelektro-
phorese) er en elektrophoretisk teknik, som adskiller
stoffer efter molekylvaegt. Som gennemfert i denne beskri-
velse udferes SDS-PAGE hyppigt under ikke-reducerende
betingelser fremfor i nerver af reduktionsmidler, sd-

som B-mercaptoethanol eller dithiothreitol (DTT). Disse
eller andre sadanne reagenser reducerer alle disulfid-
bindinger til de tilsvarende sulfhydrylgrupper. Der-

for henferer "ikke-reducerende SDS-PAGE" til denne teknik

S
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udfert i fraver af ethvert reduktionsmiddel, sasom B-

mercaptoethanol.

Denne forskel er sarlig vigtig for den foreliggende
opfindelse, da SDS-PAGE gennemfert under indvirkning

af reduktionsmiddel ikke vil afslere tilstedevarelsen

af nogle af de urenheder, som ssges fjernet. Som anfort
mere fuldstendigt i det efterfelgende eksempel 4 @ndres
visse urenheder i prazparatet, nar der er reduktionsmid-
del til stede, sadledes at de vandrer til den samme posi-
tion som nativt IFN-a. Kun nar elektrophoresen gennem-
fores under ikke-reducerende betingelser, ses tilstede-

verelsen af disse urenheder.

"TSK-HPLC" henferer til en sterrelsesadskillende chroma-
tografisk teknik med anvendelse af en molekylsi under
hejt tryk. Acronymet er dannet af handelsnavnet for

en kommercielt tilgengelig gel i kombination med HPLC

(hejtryks-vaeskechromatografi).

"HulFN-a" henferer til humant leukocyt-interferon, som
er opndet fra enhver kilde. Dette interferon kan f.

eks. isoleres fra humane celler eller fra transficeret
E. coli, som udtrykker HuIlfFN-a p& grund af rekombinant-
DNA-teknik. I hvert tilfalde henferer HulFN-o til prapa-
rater, som indeholder bade den "native" form af protei-
net og omlejringsprodukter heraf, hvor disse omlejrings-
produkter er dannet ved fremgangsméder, som ikke invol-
verer a&ndring af aminosyresekvensen i interferonet.

Som anfegrt ovenfor vides HulFN-a nu at forekomme som

en sterkt bevaret familie af proteiner, betegnet alfa-
betisk HulFN-aA til HulFN-a-K.

"IFN-a" henferer i denne beskrivelse til leukocyt-interfe-

roner i almindelighed, som har tilstrakkelig sekvenshomo-
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logi med HulFN-¢ til at kunne underkastes fremgangsmaden
ifelge opfindelsen. Okse-leukocyt-interferon vides at

have en sadan homologi; interferoner afledt af leukocytter
af andre arter er ikke blevet tilstrazkkeligt undersegt

til at fastsld deres sekvenser. Imidlertid antages det

for tiden, at homologien med HulFN-o for i det mindste

pattedyr-IFN-¢ af alle arter vil vere tilstrakkelig.

"Nativt IFN-g" henfsrer til den del af IFN-c, som antages
at vere tredimensionalt i det vesentlige identisk med
det, der normalt produceres af cellen. Efter prevning

ved ikke-reducerende SDS-PAGE sattes nativt HulFN-c

i forbindelse med et band, som svarer til molekylvagt

17 200, kalibreret konventionelt. Nativt IFN-o kaldes
ogséd somme tider "hurtig monomer" p& grund af dets van-
dring ved SDS-PAGE i sammenligning med en urenhed -

"langsom monomer", som er defineret nedenfor.

"Langsom monomer" henfgrer til IFN-c, som opfamrer sig
anderledes ved ikke-reducerende SDS-PAGE, dvs. HulFN-a
vandrer ved en kalibreret molekylvagt pa 18 300 dalton,
lidt bagefter bandet, der forbindes med nativt HulFN-a.
Det antages, at denne form er blevet mndret i rumlig
konfiguration, antageligvis ved afbrydelse af en af

disulfidbindingerne.

"0ligomere" henferer til IFN-c, som er delvis polymeri-
seret. Antageligvis stammer disse kondensationsprodukter
af IFN-¢ fra dannelse af disulfidbindinger mellem sepa-
rate molekyler af monomeren. Oligomere inkluderer dimere,
trimere, tetramere og kombinationer med hejere molekyl-
vegt. Oligomerene vandrer tilnzrmelsesvis ifelge deres

molekylvagte ved ikke-reducerende SDS-PAGE.

"Urenheder" inkluderer de specificerede oligomere og
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langsom monomere former af IFN-o sdvel som andre celle-
komponenter, der normalt findes i forbindelse med IFN-a

i vertscellen eller det omgivehde medium. I -denne beskri-
velse inkluderer "vartscelle" enhver leukocyt-interfe-
ron-producerende kultur, herunder hvide blodceller fra
den pagazldende organisme og transficerede bakterier,

men ikke begranset hertil.

B. Almen procedure

Det IFN-m-prazparat, der tjener som udgangsmateriale

for fremgangsmaden ifslge opfindelsen, fremstilles fo
eks. ved kendte metoder, f. eks. separation ved péasat-
ning p& en passende antistofssjle efterfulgt af yderli-
gere koncentreripg under anvendelse af kendt teknik.
Ethvert praparat, som indeholder Iangsem manomer og/elfer
oligomere sével som nativt IFN-a, kan selvfelgelig anven-

des, uanset oprindelse.

Foretrukne udgangsmaterialer for fremgangsméden ifaslge
opfindelsen er pattedyr-IFN-a, isar HulFN-o og okse-IFN-
o. Serlkigt feretrlUkkent er HulFN-aA, en af de flere

kendte former af humane leukeeyt-interferoner.

Ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen bringes et IFN-a-
preparat til en pH-verdi mellem 3 og 4,8, fortrinsvis
fra 3,5 til 4,2, ved titrering. Koncentrationen af IFN-o
i preparatet (som stammer fra isoléringsproceduren)

er i omrddet 1 - 20 mg/ml, fortrinsvis 5 - 10 mg/ml.
Proteiners egenskaber i oplesning ger det enskeligt

at opretholde et passende niveau af ionstyrke i oplas-
ningen for at forhindre mulige denatureringer; derfor
holdes IFN-a-oplesningen ved en passende ionstyrke med
et eller flere passende salte, sdsom ammoniumacetat

eller natriumchlorid.
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Et klart acceptabelt omrédde for total saltkoncentration

er 0,01 - 0,4 M, fortrinsvis 0,1 - 0,2 M, selv om yder-
grenserne for tilladelig ionstyrke ikke er klart defi-
neret. Ethvert acceptabelt salt, der stemmer overens

med det enskede pH-omrade, kan anvendes. Denne oplesning
inkuberes derp& ved en temperatur pa 28 - 40 °C, fortrins-
vis 30-34 °C, i fra 30 minutter til 24 timer, fortrinsvis
10 - 14 timer. Der dannes et bundfald, som indeholder
langsom monomer og oligomerene. Bundfaldet fjernes f.

eks. ved centrifugering eller filtrering, fortrinsvis
centrifugering. Supernatanten (eller filtratet) indeholder

derefter i det vaesentlige rent nativt IFN-a.

C. Eksempler

De felgende eksempler tjener til narmere belysning af

fremgangsmaden ifelge opfindelsen.

EKSEMPEL 1

Fjernelse af urenheder omfattende oligomere og langsom

monomer fra et HulFN-aA-preparat

HulFN-aA indeholdende 33 % oligomere og 12,9 % langsom
monomer blev tilvejebragt fra Hoffman-La Roche, Inc.
(Roche Prep). Dette preparats specifikke aktivitet var
storre end 1 x 108 enh./mg ifelge antivirale pravnin-

ger for cytopatisk virkning (CPE) p& HelLa- og MDBK-celler
udsat for vesiculer-stomatitis-virus som beskrevet af
Wetzel et al., J. Interferon Res, 1: 381 (1981), der

betragtes som inkorporeret heri ved denne henvisning.

HuIFN-aA-preparatet blev tilvejebragt i en koncentra-
tion pd 4,2 mg/ml (bestemt ved 0D ved 280 nm) oplest
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i 25 mM ammoniumacetat, pH 5,0, 0,12 M natriumchlorid.

5 ml af denne oplesning blev titreret til pH 4,0 med
eddikesyre og inkuberet i 12 timer ved 32 °C under lejlig-
hedsvis omrering. Bundfald blev iagttaget efter en halv

time.

Suspensionen blev cenﬁrifugeret i 15 minutter ved
10 000 omdr./min., og supernatanten blev udvundet og
kombineret med to vaskeoplesninger fra pillerne. (Vask-

ningerne blev udfert med 2 timers kontakttid hver).

De kombinerede supernatanter blev sammenlignet med ud-
gangsmaterialet efter flere kriterier. Disse resultater

er belyst i fig. 1:

TSK-HPLC blev anvendt til opné adskillelse og analyse
af monomere og oligomere former af HulFN-cA. (Denne

teknik adskiller ikke hurtig fra langsom monomer).

TSK-HPLC blev gennemfeort under anvendelse af en Altex
u-Spherogel TSK 2000 SW sejle (diameter 0,75 cm, lengde
60 ecm). 2 - 10 /ug protein blev leveret til injektion,

og sgjlen blev elueret med 0,2 M kaliumphosphat, pH

6,8 med en stremningshastighed pa 0,5 ml/min. Protein
blev sporet ved hjelp af optisk tethed ved 214 nm, ag
spjlen blev kalibreret med molekylvegtstandarderne:
Aldolase 158K, BSA 67K, ovalbumin 45K og chymotrypsinogen
A 25K.

Analyse af TSK-HPLC resultaterne viste, at supernatanten
indeholdt 98,8 % i den monomere form med kun 1,2 % for-
urening med dimer og uden oligomere med hsjere mole-

kylvagt.
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Ikke-reducerende SDS-PAGE gennemfaort ved fremgangsméden
ifslge Laemmli, Nature, 277: 680 (1970), der betragtes
som inkorporeret i denne beskrivelse med denne henvisning,
og kvantiseret under anvendelse af Coomassie Blue farvning
efterfulgt af laserdensitometri (LKB 2202 Ultrascan
Laser Densitometer med H.P. 3390A Integrator) viste
99,8 % af den native monomer, 0,2 % af den langsomme

monomer o0g ingen oligomer.

Procentudbyttet af nativt HulFN-mA blev bestemt ved
anvendelse af modificerende faktor pa det totale protein
malt i henholdsvis supernatanten og udgangsmaterialet.
Hver blev modificeret med procenten af det totale pro-
tein, som kunne tilskrives hurtig monomer bestemt ved
SDS-PAGE som angivet i det forudgdende afsnit. Total
protein blev bestemt ved malinger af optisk tethed ved
280 nm, idet der blev antaget en extinktionskoefficient
pa 1,06 for en 1 mg/ml oplesning. Resultaterne af disse
proteinprevninger viste 73 % genvinding af nativt HuIFN-

aA i supernatanten. Q

EKSEMPEL 2

Proceduren fra eksempel 1 blev fulgt under anvendelse
af en frisk preve af Roche Prep, undtagen at der ved
inkubationen/feldningen anvendtes en prove p& 7,2 mg/ml
indeholdende 1,8 mg protein og 37 °C. (Se eksempel 3
m.h.t. proceduren til @ndring af HuIFN-aA-koncentra-
tionen). Resultaterne, som er angivet i fig. 2, viser
at supernatanten indeholdt 99,9 % nativt HulFN-cA med
kun 0,1 % langsom monomer som forurening. Imidlertid

var procentudbyttet af det native HulFN-cA kun 43 %.
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EKSEMPEL 3

Sammenligning af forskellige inkubationsbetingelser

Virkningerne af at variere inkubationstiden, pH-verdien,
koncentrationen af HulFN-cA og temperaturen blev undersasgt
under anvendelse af grundproceduren fra eksempel 1 med
de felgende modifikationer. (Igen anvendtes Roche Prep;
men i nogle forseg anvendtes et Genentech HulFN-gA-pre-

o

parat (Genentech Prep), som ved provning viste 86 %
nativt HulFN-gA).

For at variere pH-verdien blev preparatet titreret til

den snskede pH-verdi med eddikesyre.

For at variere koncentrationen af HulFN-oA blev prazparatet
fortyndet til det dobbelte og dialyseret over for 25

mM ammoniumacetat, pH 4 i 12 timer, derpé lyophiliseret

og genoplest i 25 mM natriumacetat, pH 4,0, 0,1 M natrium-
chlorid til den enskede koncentration. Alternativt blev
den leverede oplegsning, hvis der enskedes lavere kon-
centrationer, fortyndet direkte med 25 mM natriumacetat,
pH 4,0, 0,1 M natriumchlorid. Resultaterne af variatio-
nen i parametre er vist nedenfor for 12 timers inkuba-

tionstider.
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EKSEMPEL 4

Sammenligninger af resultater ved reducerende SDS-PAGE

Den manglende evne hos SDS-PAGE som gennemfert almindeligt
til at spore urenhederne bestédende af oligomere og lang-
som monomer skyldes antageligvis, at alle former reduceres
(af f. eks. B-mercaptoethanol, der almindeligvis anvendes
som reduktionsmiddel) til den samme form - enimonomer

indeholdende frie sulfhydrylgrupper.

Fig. 3 viser resultaterne af SDS-PAGE under reducerende
og ikke-reducerende& betingelser for Roche Prep og Genen-
tech Prep. Reducerende SDS-PAGE viser i det vasentlige
kun bandet svarendei.til monomer, medens ikke-reduce-

rende SDS-PAGE viser en blanding af komponenter.
EKSEMPEL 5

Sammewligning ved gelpermeationschromatografi

0,2 ml Roche Prep (4,2 mg/ml) blev anbragt pa en ssjle
med diameter 0,76 cm og lengde 27 cm af "Sephacryl
S360"™ skvilibreret med 50 mM ammbniumacetat, pH 4, og
elueret ved en linear stremningshastighed p& 5,2 ml/cm2
H.

Elueringsmenstret og resultaterne er vist i fig. 4.

Del A viser elueringsmenstret ved anvendelse af optisk
tethed ved 280 nm som mal for protein. Den prikkede

kurve representerer interferonaktiviteten og udger antage-
ligvis hovedsageligt monomert HuIlFN-aA (dimeren udviser

omkring 15 % af monomerens aktivitet).
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Del B viser resultaterne af SDS-PAGE under ikke-reduce-
rende betingelser af de proteinholdige fraktioner i
sammenligning med udgangsmaterialet. Det er klart, at
separationen ikke er fuldstendig i nogen fraktion, selv
om oligomere er koncentreret i de tidligere fraktioner.
Endvidere forbliver forholdet mellem langsom og hurtig

monomer konstant i alle fraktioner.

Del C viser et TSK-HPLC spor af fraktion 42, som indehol-
der overvejende monomert HulFN-gA. Igen er der stadig

betydelige mengder oligomere til stede.

Det fremgar sdledes klart af fig, 4, at der slet ikke
sker fraskillelse af langsom monomer, og at der er en
overlapning mellem monomer- og oligomer-fraktioner,

som forhindrer ren adskillelse.
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Patentkrauv:

l. Fremgang.made til fjernelse af oligomere og langsom
monomer fra leukocyt-interferoner (IFN-a), der har hej
sekvenshomologi med humant leukocyt-interferon, k e n-
detegnet ved, at en pufferoplesning indeholdende
1 - 20 mg/ml IFN-a ved en pH-verdi mellem 3 og 4,8 inku-
beres i fra 30 minutter til 24 timer ved 28 - 40 °C

til udfeldning af oligomere og langsom monomer, hvorpa

nativt IFN-o udvindes fra oplesningen.

3
U]
-+

2. Fremgangsméade ifelge krav 1, k e n de t e g

ved, at pH-verdien holdes ved 3,5-4,1.

3
(0]
(e

3. Fremgangsmade ifelge krav 1, k e nde t e g

ved, at inkubationsperioden er 10-14 timer.

3
o
-+

4. Fremgangsmade ifelge krav 1, k e nde t eg

ved, at inkubationstemperaturen er 30-34 °C.

3
[¢]
o

5. Fremgangsmade ifelge krav 1, kende teg

ved; at koncentrationen af IFN-o er 5-10 mg/ml.

6. Fremgangsmade ifelge krav 1, k ende t egnet
ved, at det native IFN-o udvindes ved fjernelse af udfal-

dede oligomere og langsom monomer ved centrifugering.

7. Fremgangsmade ifelge krav 1, k e n dete gnet

ved, at det anvendte IFN-¢ er pattedyr-IFN-a.

8. Fremgangsmade ifelge krav 1, k ende tegnet
ved, at det anvendte IFN-o er humant IFN-a.
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9. Fremgangsmdde ifelge krav 1, k e nde tegnet
ved, at det anvendte IFN-o er humant IFN-gA.

10. Fremgangsmade ifslge krav 1, k e nde t e gnet

ved, at det anvendte IFN-o er okse-IFN-a.
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Fig .4(C)

Fig.4(B).
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