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Interferonin stabilointi., - Stabilisering av interferon.

Tamdn keksinndn kohteena on interferonin stabilointi.

W, Fao,
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Nimi interferoni on annettu sellulaarlselle ant1v1rusmaterlaalllle,
M S Eonog e ‘I»

. joka voidaan ottaa talteen elaVLsta solulsta ja ekstraselluiaari51s—

Sitie e g ope

' ta nesteistd. Sen tuottoa soluissa voivat stimuloida useat agenssun

mﬂkaanlukren ensisijassa v1r%kset jarjouk§0 maita- agenssega baktee-
re;s#é«suurlmolekyyllpa1n01s&&n polymeere;thﬁa&tl. Interferonl voi-
daan ottaa talteen soluista tai ekstrasellulaarisista nesteistd eri
puhtausasteina, ja sillid niyttdd olevan kyky suojata eldinkudoksia

ja soluja virusten hydkkdystd vastaan. Yleensd interferonin virusten-
vastainen aktiivisuus antaa ebéspesifisen suojauksen muita viruksia
vastaan niiden lisdksi, joita on kidytetty solujen stimuloimiseen,
vaikkakin eri virusten vdlilld on havaittu herkkyyseroja ihterferonin
suhteen. Useimmissa tapauksissa interferonin on havaittu suojaavan
paremmin sellaisia kudoksia ja soluja, joista se on valmistettu, kuiln
muita kudoksia ja soluja. Nykytiedon tasolla olevia yleiskatsauksia
interferonista on ldydettdvissd kirjoista: "Interferon", J. Vilced,
Springer-Verlag, Vienna-New York, 1969, ja "Selective Inhibitors of
Viral Functions", W.A. Carter (toimittéja), CRC-Press, Cleveland,

1973, jotka on esitetty tidssd yhteydessd viitteend.



Vaikkakin interferonin fysikaalisen ja kemiallisen karakterisoimisen
suhteen on tehty paljon ty&td, el ole vield ollut mahdollista mddrit-
tdd varmasti sen kemiallista rakennetta. Nadyttdd ilmeiseltd, ettd
interferoni on 4aadu&taan protellnlgaiﬁéiﬁ mitta suurin osaf sen yk-
sityiskohdista @u&b epavarme?a. Téamdn kemiallisen rakenteen madrit-
tdmistd suuresti on estd@nyt se seikka, ettd interferoneja ndyttdd ole-
van olemassa useita molekyylilajeja. N&illd lajeilla on eri molekyy-
lipainot ja erilaiset ominaisuudet ja niiden muodostuminen riippuu
useista tekijtistd kuten interferonin tuottamiseen kdytettyjen solu-
jen laadusta (esimerkiksi solut, jotka ovat perdisin eri eldinlajeis-
ta, kuten hiirestd, kaniinista, kananpojasta tai ihmisestd, tai so-
lut, jotka ovat perdisin yksittdisten eldinlajien eri kudoksista),

) tottamieen stimuloimiseen k&ytetyn I laadusta (esimerkiksi
eri virukset), varsinaisesta tuottamismenetelmdstd ja varsinaisesta

menetelmdstd, jolla interferoni otetaan talteen soluista tai nesteis-

td.

Interferonin valmistusta, puhdistamista ja kliinistd arviointia on
lisdksi t&h8n mennessd estdneet useat tekijdt, joista tadrkein on se,
ettd interferonia on pidetty epdstabiilina. Vaikkakin on ilmoitettu,
ettd erddn tyyppiset interferonit kuten ihmisten leukosyytti-interfe-
roni ja kaniini-interferoni ovat enemm&n tai vdhemmdn stabiileja in-
! aktivoitumista vastaan, muun tyyppisid interferoneja inaktivoivat
\helpostl monet olosuhteet, kuten pl&émplalkalnen sdilytys, epdsuotui-
sat pH-arvot, korkeammat ldmpdtilat ja kemialliset ja mekaaniset ké&-
{ sittelyt kuten ravistelu, toistuvat pakastus- ja sulatusjaksothivaah—
) dotus suodattamisen aikana #a~wasbaassat. Erdilld toisentyyppigillé
]interferoneilla kuten ihmisten %ibrolasti—interferonilla on sellainen

-
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epdstabiilisuus, etti ndd-don aktiivisuustascﬂ eiwdt ole luotettav#gﬁwdn
Mex -3

Lis&dksi jopa suhteellisesti kaikkein stabiilimmat interferonityypit

ndyttavdt tulevat labiileiksi heti, kun on saavutettu suuri puhtaus-

aste. Ndiden hankaluuksien korjaamiseksi on ehdotettu lisdttdviksi

R

ulkopuolisia proteiineja interferonin suojaamiseksi sen puhdistamisen
) aikana, mutta tdllid proteiinin llsaamlﬁella on useita haittoja, koska
| useimman tyyppiset interferonit vaé%ﬁ;taggE su03a;$1§%3;hja tdlld on
puhdistamisen tavoitteen vastainen vaikutus. Siten jatkuvasti tarvi-
taan menetelmdd, jolla 1nterferon1 stab1101éaan tehokkaastl, ja eri-
tyisesti menetelmdi, jolla stéblloldaam ka%kentyyppksetu1nterferon1t,
jotka ovat vdhemmin stabllleja Lﬁ&k@&vaat&onwkannalta joko luoteensa

r&u:‘m

tal pitk&dlle menneen puhdlstamLsea vuoksi.




Keksinndn tavoitteena on tdyttdd tdmd tarve ja tuoda esiin interfe-
ronin stabilointimenetelmd, jolla ei ole edelld mainittuja haittoija.
Keksinndn tavoitteena on edelleen saada aikaan stabiloitu interferoni,
joka sopil edelleen puhdistettavaksi ja kliiniseen arviointiin oleel~-

lisesti menettdmittid aktiivisuuttaan.

Keksinnén mukaisesti on nyttemmln havaittu, ettd interferoni voidaan
stabileoida ka51ttelemallawkolmen réagé%%s&n vhdistelmdlld, so. (a)
aineen, Jjoka katkaisee ei-kovalenttiset sidokset, kuten urea tai gua-
nidiini-hydrokloridi, (b) aineen, joka pelkistdd disulfidisidokset,
kuten merkaptoetanoli, ja (¢) anionisen tai kationisen, pinta-aktii-
visen aineen, kuten natriumdodesyylisulfaatti tai dodesyyliamiini.

Kun interferonia kédsitellddn néZila reagensseilla, se‘;éilyttéa Oleel-
lisesti alkuperdisen aktiivisuutensa eikd inaktivoidu edelld mainit-—

tujen olosuhteiden ja k&dsittelyiden vaikutuksesta.

Tdmdn odottamattoman havainnon ansiosta on nyt mahdollista valmistaa
stabiili interferonituote, joka sopii puhdistettavaksi edelleen ja
kliiniseen arviointiin, Lis&dksi on mahdollista aloittaa interferonin

valmistaminen suuremmassa mitassa.

Keksinndn aiheuttaman stabiloitumisen mekanismi ei ole vield aivan

selvi. Kuitenkin oletetaan, ettd interferonimolekyyli k&dsittdd poly-

peptidiketjun, jossa on kovalenttisia ja ei-kovalenttisia sidoksia

ja jossa on edelleen yksi tai useampia disulfidisiltoja; aine, Jjoka

katkaisee ei-kovalenttiset sidokset, ja aine, joka pelkistdd disulfi-

disillat, muuntavat td11&in lux&taggstl polekyylln nat11v13 muodon
o che Mgyt

tai konformaatlon toiseksi konformaatioksi, Jenka-muoto-on- nk. "linear
v ’I&’,\

= LN

\random 0011""§a~jossa on vapaita sulfhydryyllryhmla. Sen jdlkeen pin-

ta-aktiivinen aine voi sitoutua polypeptidimolekyylin varautuneisiin
ryhmiin ja suojata vapautuneita sulfhydryyliryhmid ja suojata n#in
ndméd ryhmdt uudelleen hapettumiselta, johon liittyy disulfidisiltojen

~1ntramolekulaar:|.sta tai 1ntermolekulaarlsta uudel leenmuodostumista.

Valkkakln ndmd reaktiot saavat aikaan interferonimolekyylin denaturoi-
tumisen, niilld on siitd huolimatta suojaava vaikutus, ja ndin on mah-
dollista puhua suojaavasta denaturoimisesta. Haluttaessa saadusta

tuotteesta voidaan dialyysin avulla poistaa katkaisevat ja pelkistivit

aineet sekd ylim3&drdinen pinta~aktiivinen aine. XKun tuotetta inku-
hakes e vie
boidaan mydhemmin yhdessa protellneja sigdltdvin mediumin, kuten eli-

l{\_ﬁ' (90 PR s

vid soluja sisdltdvén mediumin kanssa, tuote kehittdd SpOntaanSEStl‘

R SWE I

E BT P R e
| aktiivisen konformdation, jolla on oleellisesti natiivin interferonin



|

alkuwaktiivisuus. Koko tapahtumaa voidaan kuvata interferonin stabi-

loimiseksi suojaavan denaturoinnin avulla.

N

€.

bwonneollisesti on. ilmeistéyettel I&ha teoreettinen selitys rajoita

/)‘\AM\ TP H‘lx« Ve *?‘m
keksintdd. -Sen—s+jann kék51nto kdsittdd kaikki tunnusmerkit goa—aineed,

jotka kuuluvat muksapdiitersyden vaatimusten piiriin.

Keksinndn menetelmdd toteutettaessa ldhtdaine voi olla mlnka tahansa,

- i
\\M[i K ..!"s,"‘x

tyyppinen natiivi tai puhdistettu interferoni sa tilassa, joka on
BOULAUS valmlstéﬁwaeeta ja/tai puhdlstg%¥§@§t;hedel&§£faa, é%ﬁﬁ%se
@a’ole oleellisesti menettdnyt alkuperdistd aktiivisuuttaan, Inter-
feronildhde ei ole oleellisesti kriittinen, vaikkakin parhaina pide-
tddn sen tyyppisid interferoneja, jotka ovat luonteeltaan suhteelli-
sen epidstabiileja tai epdstabiileja puhdistamisen seurauksena kuten
hiiri—interfer&gﬁiﬁja ihmisten #ibrolasti-interferon}fh Useimmissa
tapauksissa tawma 1nterferon1 saadaan vesiliuoksena, ‘jonka aktiivisuus
on vdlilld noin lO ja 10 interferoniyksikkdd per mgvproteiinia

(tai noin 10* - noin 10° interferoniyksikkdéd per ml liuosta), ja tdtéa
liuosta voidaan kdyttdd sellaisenaan keksinndn mukaisessa menetelmds-—

si.

Keksinndn mukaisesti t&t4 interferonia kdsitelldidn kolmen reagenssin,
so0. aineen, Jjoka katkaisee ei-kovalenttiset sidokset, aineen, joka
pelkistdd disulfidisillat, ja anionisen tai kationisen pinta-aktiivi-

sen aineen yhdistelmdlld.

Aine, joka katkaisee ei-kovalenttiset gidokset, voi olla miki tahansa
tdman tyyppinen sopiva aine. Tyypillisid esimerkkejd ovat urea

ja guanidiini-hydrokloridi, joista ureaa pidetddn parempana.

Keksityssd menetelmdssd kdytetyn tdllaisen aineen midridn tulisi olla
niin suuri, ettd se riittdd aiheuttamaan interferonimolekyylin poly-
peptidiketjun avautumisen niin, ettd tuloksena on "linear random
coil". Yleensd kdytetty ureamdidri on sellainen, ett#d saatu liuos
sisdltad 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 hyddyttdmid, koska t&118in on saavutettu kylldstymis-

piste.

Aine, joka pelkistdi disulfidisillat, voi olla miki tahansa t&min

tyyppinen tavanomainen aine. Tyypillinen esimerkki on etaanitioli



tai merkaptoetanoli. Keksityssd menetelmdssd kdytetyn mddrdn tulisi
olla niin suuri, ettd se riittdd pelkistdmddn kaikki interferonimole-
kyyvligsd olevat disulfidisillat. Useimmissa tapauksissa merkaptoeta-
nolin mddrd on sellainen, ettd saatu liuos sisdltd8 vahintdan 10_2M
merkapto-etanolia. Mi&rilli alle 107°M on vain vihin tai ei lainkaan
vaikutusta. Yldrajaa on vaikea antaa, koska korkeammat mddradt eivdt
ole haitallisia. Liuoksessa on suositeltavaa kdyttdd merkaptoetanolin

2y - 1,4 x 10" tu.

konsentraatioita noin 1,4 x 10
Anioninen tai kationinen pinta-aktiivinen aine voi olla mikd tahansa
tdmén tyyppinen tavanomainen aine. Anioniseksi pinta-aktiiviseksi

aineeksi riittdd useimmissa tapauksissa alkyylisulfaatti, jonka alkyy-

} liryhmdssd on 8-22 hiiliatomia, kuten esimerkiksi natriumdode;yyli—

Isulfaatti tai natriumde%%ylisulfaatti, mutta haluttu vaikutus voi
]olla my®ds vastaavalla alkyylisulfonaatilla kuten natriumdodegyylisul-
fonaatilla. Kationinen aine on yleensd alkyyliamiini, jonka alkyyli-
[ ryhmdssd on 8-22 hiiliatomia, kuten esimerkiksi dddegyyliamiini tai
ldgﬁyyliamiini. T&midn aineen kdytetyn mddrdn tulisi riittdd sitoutu-
maan proteiiniin ja suojaamaan interferonimolekyylin sulfhydryyliryh-
mit, jotka edelld mainittu pelkistysaine on vapauttanut. Halutun
vaikutuksen varmistamiseksi useimmissa tapauksissa kdytetddn 1- -
S5-kertaista ylimd&rdd pinta-aktiivista ainetta laskettuna liuoksessa
olevan proteiinin kokonaismiddrédstd. Jos ldhtBaine on interferoni-
liuos, joka sisdltdd noin lO4 interferoniyksikkdd per millilitra,
tdmd tarkoittaa sitd, ettd liuvoksen tulisi sis&ltd& vdhintddn 1 x

lM pinta-aktiivista ainetta. Tdssd tapauk-

sessa on suositeltavaa kdyttdd natriumdodesyylisulfaattia 3,5 x 10_3M-

3,5 x 107 %M.

1073 ja korkeintaan 1 x 10

Brra by, . )
Ndiden kolmen .reageasein lisddmisjdrjestys ei ole kriittinen, vaikka-

kin on suositeltavaa 1isdt3d pinta-aktiivinen aine samanaikaisesti
mainitun kahden muun aineen kanssa tai ennen niitd, jotta varmistau-
duttaisiin siitd, ettd t&md pinta-aktiivinen aine kykenee reagoimaan
peptidirungon varattujen ryhmien kanssa ja suojaamaan sulfhydryyli-
ryhmdt heti, kun pelkistédvd aine on vapauttanut ne. Kaikki kolme ai-
netta lisdtd8n suositellusti oleellisesti samalla hetkelli tai vihéEn

toistensa jdlkeen.

Mainittujen kolmen aineen reaktiot interferonin kanssa voivat tapah-

tua helposti huoneen limp&tilassa, tai yleensd limpotiloissa 15-30°C.



Siten ndiden reaktioiden nopeuttamiseen ei tarvita mitddn erityistoi-
menpiteitd. Reaktion jdlkeen ylimddrdinen pinta-aktiivinen aine ja
molemmat muut reagenssit kokonaisuudessaan voidaan poistaa dialyysin

avulla, vaikkakaan tdmi ei ole ehdottoman valttdmidtdntd.

Kdsittely mainituilla kolmella reagen551lla johtaa interferonin tdy-

delliseen stabiloitumiseen sellaisia 1nakt1v01tumlsta aiheuttavia
daty
| olosuhteita I'ja késittelyjd vastaan kuten;pldennettya sallytystagﬁ

liiallista kuumentamlsta ja-sastaaszda. Urealla, merkaptoetanolllla
ja natrlumdodes§yllsulfaatllla suoritetun kdsittelyn jdlkeen sekd
ihmis-interferoni ettd hiiri-interferoni ndyttdvit tdysin kestdvan

TR RTIL N

kuumentamista lédmp&tilassa 56°C ja 100°C. Pitk&aikainen Kiehutus—

I kdsittely ndiden kolmen reagenssin ldsndollessa aiheuttaa jonkin
verran aktilv1suuden hdvidmistd, mutta jos urea poistetaan dialysoi-
£ PR (e
malla ennen kféhuttaﬁlsta, niin interferoni pysyy stabiilina myOs

pitkddn kiehutettaessa.

On huomattavaa, ettei samaa vaikutusta voida saada aikaan vain yh-
delld tai kahdella edelld mainitulla kolmella reagenssilla. Siten
urealla ja merkaptoetanolilla, kun niitd kdytetddn yksin tai yhdessd,
ei ole mitddn stabileoivaa vaikutusta interferoniin, vaan pikemminkin
ne lisddvdt epdstabiilisuutta. Luultavasti interferoni on yhéa
!"llnear randqp coil" muotoon muuntuneena, jossa on vapaita sulfhyd-
ryyliryhmid, mutta molekyyli ei ole t#113 tavoin SUOjatgfmﬂfgﬁtS%:

) mista vastaan, ja niin se inaktivoituu lihes kokonaan krehﬁ%ﬂgka51t—

telyn aikana.

Siind tapauksessa, ettd pinta-aktiivinen aine lisit&i#n yksindin inter-
I feroniin, Ridn interferonin aktiivisuus pienenee 60-90 % tuotteen
i »kg%ﬁé%§§f551ttelyn aikana, Jidljelle jddnyt aktiivisuus pysyy samalla
,; tasolla niin kauan? kqﬁ pinta-aktiivista ainetta on mukana, mutta

interferonin tdydellinen stabiloiminen vaatii aina edelld mainittujen

}kolmen g%aqen&#nn yhdistelmss.

Tdssd selityksessd esitetylld interferonin stabilointimenetelm&dlld

on mahdollista stabiloida interferoni useissa talteenotto- ja puhdis-
tustiloissa ja sen avulla on mySs mahdollista siilytt#d interferonia

pitkid aikoja. Suhteellisen puhdasta stabiloitua interferonia, Jjonka
ominaisaktiivisuus on noin lO8 vksikkdd per mg proteiinia, voidaan

tdten antaa kliinisesti stabiloidussa muodossa. Kun otetaan huomioon
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| se, ettd proteiinit sitovat yleensd vain 1,44 g natriumdodgéyylisul—
. faattia per g proteiinia, annos, jossa on miljoonia interferoniyksi-
E k8itd, sisdltdd vain muutaman mikrogramman natriumdoddsyylisulfaattia,

eikd kliinisessd kdytdssd ole odotettavissa komplikaatiovaaroija.

Seuraavat esimerkit havainnollistavat vksityiskohtaisesti keksintdid
) Fitikuitenkaanr-rajotttamatta:.

Esimerkki 1

Liht8aine oli hiiri-interferonin liuos, joka oli perdisin Newcastle-

o 7 o as
«¢ taudin viruksella stlmu101dulst§ L929‘\ yppisistd soluista. T&Emé
e o

{‘:lluos tehtiin happameksi pH-arvoon.-.2.,-minkd jdlkeen "eXtraneous"-
gy
R

proteiinit saostettiin lis8&m&lld ammoniumsulfaattia, kunnes saavu-
tettiin kylldstymisaste 20 % lampdtilassa 20°¢. Selkeytetty liuos
sdddettiin pH-arvoon 7,2 dialysoimalla 0,01 M TRIS-HCl puskuria vas-
ten. Saadun puhdistetun liucksen aktiivisuus oli lO4 interferoniyk-

$ikkdd per ml (biologinen mddritys).

Tdmédn puhdistetun interferoniliuoksen tasaosaan lisdttiin natrium-
dodeg?ylisulfaatin (SDS) vesiliuosta ja sen Jjidlkeen valittémEsti
kiintedd ureaa ja nestemdistd merkaptoetanolia. Lisdtyt midrit olivat

sellaiset, ettd saatu liuos sisidlsi ureaa 5 M, merkaptoetanolia 1,4 x

10-2M ja natriumdodesyylisulfaattia 3,5 x lO_BM. Saatua liuosta kuuy-

mennettiin 60 minuuttia ldmp&tilassa 56 C matka-adkomuodossa eiﬁha:lﬂ
ﬂvalttu mltaaﬁL%%G£8§ta. Blologig?g mddritys osoitti, ettd interfero-
¢ niaktiivisuus oli s&dilynyt Fama&&a tasolla. Samanlaiset tulokset

saatiin 2 1/2 minuutin j&Elkeen klehut@ttaeéaa lampotllassa IDO C ja
30 pakastus-(kuivajdén ja asetonin seoksessa) ja sulatus- (l&mpdti-
lassa 37°C) jakson jdlkeen. Kisitelty interferoniliuos osoittautui
siten tdysin stabiloituneen inaktiivisuutta aiheuttavia olosuhteita
ja kdsittelyjd vastaan. Vertailun vuoksi suoritettiin samat kokeet
!puhdlstetun ldhtdliuoksen t01selle tasaaééile ligdédmdttd edelld mai-
nittuja reagensseja. Liuoksen aktiivisuus laski noin 10 %:iin alku-
perdisestd arvostaan sen jdlkeen, kun sitd oli kuumennettu 60 minuut-
tia limpdtilassa 56°C, ja myds noin 10 %:iin alkuperdisestd arvostaan
\ 30 pakastus-sulatusjakson j&lkeen. Kiéﬂﬁéﬁékokeessa osotttanrtidiy—et—
ta-1nterfero%}(izr}}ylsuus Sl laskanat lampotliassa 100°C tapahtuneen
1 minuutin klehuttamlﬁi?hjilkeen arvoon alle 10~ interferoniyksikk&d

A
per ml. 2 minuutin klehuttamlsen jédlkeen tapahtui saostumista. Tami

kdsittelemitdn 1nterferon111uos oli siten hyvin labiili inaktiivisuut-



ta aiheuttavien olosuhteiden ja kdsittelyjen suhteen.

Esimerkki 2

Tasaosaan samaa puhdistettua hiiri—interf%;oniliuosta, jota kdytet-
tiin egimerkissd 1, lisdttiin natriumdodg;yylisulfaatti1iuosta ja sen
jadlkeen kiintedd ureaa ja nestemdistd merkaptoetanolia. Nditd aineit:
lisdttiin sellaiset mddrdt, ettd saatu liuvos sisdlsi ureaa 5 M, mer-
kaptoetanolia 1,4 x lO_lM ja natriumdodaé?ylisulfaattia 3,5 % lO—zM.
Saaduille liucksille tehtiin samat kokeet kuin esimerkissd 1, ja nii-
den tulokset olivat samanlaiset. Siten kdsitelty interferoniliuos
stabiloitui tdysin inaktiivisuutta aiheuttavia olosuhteita ja kdsit-

telyjd vastaan.

Vertailun vuoksi suoritettiin samat kokeet toiselle tasaosalle puh-
distettua ldhtoliuosta lisd&@méttd edelld mainittuja kolmea reagenssia.

Samoin kuin esimerkin 1 vertailukokeissakin tamd liuos menetti suurim—
o

‘man osan aktiivisuudestaan kuumennettaessa lé@mpdtilassa 56 °c ja kréhu«

IR N
tattaessa 1 minuutti l&mp&tilassa 100 ©Cc. Kisittelemitdn interferoni-

liuos o0li siten hyvin labiili inaktiivisuutta aiheuttavien olosuhtei-

den ja kdsittelyiden suhteen.

Esimerkki 3

Lihtdaine Oll ihmis- 1nterferoniliuos, joka oli pera151n synteettlsel—
oy

¢L
1la kak513ueste&&e%$a polyrlbonuklellnlhapolla, polyr1b01n051hapolla

¥ 3%1polyrlbosytldyyllhapolla stimuloiduista ihmisen diploidisista §1b—

rolastisoluista. Té&mén aineen pH sdddettiin arvoon 7,2 dialysoimalla
0,01 M TRIS~HC]l puskuria vasten. Saadun liuoksen aktiivisuus oli

noin 104 interferoniyksikk&d per ml (biologinen maarltys)

Tasaosaan tata interferonilivosta lisdttiin seuraavat aineet: Ensin
natr1umdodq$yyllsulFaatln vesiliuos, sen jdlkeen nestemdinen urea ja
nestemdinen merkaptoetanoli. Lisdtyt mddrdt olivat sellaisia, ettd
saatu liuos sisdlsi ureaa 5 M, merkaptoetanolia 1,4 x lO_ZM ja nat-
riumdode%yylisulfaattia 3,5 x 10°°M. Saaduille liuoksille tehtiin
samat kokeet kuin esimerkissd 1, ja saatiin samanlaiset tulokset.
Siten kdsitelty interferoniliuos stabiloitui tdysin inaktiivisuutta

aiheuttavia olosuhteita ja k8sittelyjd vastaan.



Vertailun vuoksi suoritettiin samat testit puhdistetun interferoni-
liuvoksen toiselle tasaosalle lisHimittd reagensseja. Tulokset olivat
samanlaiset kuin esimerkin 1 vertailukokeissa, so. aktiivisuudesta

jdi j&dljelle vain 10 % kuumennettaessa limpdtilassa 56°C ja 30 pakas-
tus- ja sulatusjakson jdlkeen. Kiehutettaessa 1 minuutti limp&tilassa
100°C aktiivisuudesta jdi jdljelle lisdksi alle lOl interferoniyksik-
k64 per ml. T&md kdsittelem&tdn liuos oli siten hyvin labiili inak-~

tiivisuutta aiheuttavien olosuhteiden ja kédsittelyjen suhteen.

Esimerkki 4

Saman puhdistetun ihmis-interferoniliuoksen kuin jota kidytettiin esi-
merkissd 3 tasaosaan lisdttiin natriumdodeé?ylisulfaattiliuosta ja
sen jdlkeen kiintedd ureaa ja nestemdistd merkaptoetanolia sellaiset
madrdt, ettd saatu liuvos sisdlsi ureaa 5 M, merkaptoetanolia 1,4 x
10" 1m ja natriumdode:gyylisulfaattia 3,5 x 107 %M. sSaaduille liuoksil-
le tehtiin samat kokeet kuin esimerkissd 1, ja niiden tulckset olivat
samanlaiset. Késitelty interferoniliuos oli siten jdlleen stabiloi-
tunut tdysin inaktiivisuutta aiheuttavia olosuhteita ja kdsittelyjid

vastaan.

Vertailun vuoksi suoritettiin samat kokeet puhdistetun ldhtdliuoksen
toiselle tasaosalle lisd&mdlld edelld mainittua kolmea reagenssia.
Samalla tavoin kuin vertailukokeissa esimerkissd 3 tidmdkin liuos me-
netti suurimman osan aktiivisuudestaan kuumennettaessa ldmpdtilassa
56°C ja kiéﬁét%%%ggssa 1 minuutti l&mpdtilassa 100°C. Kisittelemdtdn
interferoniliuos oli siten hyvin labiili inaktiivisuutta aiheuttavien

olosuhteiden ja kdsittelyjen suhteen.

Esimerkki 5

Saman puhdistetun hiiri-interferoniliuoksen kuin jota kdytettiin esi-
merkeissd 1 ja 2 tasaosaan lisdttiin dodeé&yliamiinin liuosta ja sen
jélkeen ureaa ja nestemdistd merkaptoetanolia. N&itd aineita lisdt-
tiin sellaiset mddrdt, ettd saatu liuos sisdlsi ureaa 5 M, merkapto-

etanolia 1,4 x lO_lM ja dode;leiamiinia 2 x 10"2M.

Saaduille liuocksille tehtiin samat kokeet kuin esimerkissi 1, ja nii-
den tulokset olivat samanlaiset., Siten k#sitelty interferoniliuos

oli t8ysin stabiloitunut inaktiivisuutta aiheuttavia olosuhteita ja

kdsittelyjd vastaan.
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Vertailun vuoksi suoritettiin samat kokeet puhdistetun interferoni-
liuoksen toiselle tasaosalle lis&ddmdttid edelld mainittuja kolmea rea-
genssia. Samoin kuin vertailukokeigssa esimerkissd 1 t&midkin liuos
menetti ?uyrif?in osan ékt11v1suudestaan kuumennettaessa ldmpdtilassa
56°C ja klehutettaessa 1 minuutti ldmpdtilassa 100 ©c. Kasittelemitdn
interferoniliuvucos o0li siten hyvin labiili inaktiivisuutta aiheuttavien

olosuhteiden ja ké&dsittelyjen suhteen.
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Patenttivaatimukset

1. Interfercnin stabilointimenetelmd, t un n e t t u siitd, etta
{késitelléén vesipitoista interferoniliuosta (a) aineen, joka katkai-
RO A }see ei-kovalenttiset sidokset, (b) aineen, joka pelkistdd disulfidi-

edeter) sillat, ja (¢) anionisen tai kationisen pinta-aktiivisen aineen yhdis-

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u nne t t u siitd,
ettd ldhtdaine on natiivin tai puhdistetun interferonin, joka ei ole

T oleellisesti menettdnyt alkuperdistd aktiivisuuttaan, liuos,

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t unne t t u
Wb vaad siitd, ettd interferoniliuos sisdltdid noin 103 - noin lO8 interferoni-
vksikk&8 per mg proteiinia tai noin 10l - noin 106 interferonivksik-

kéd per ml.

ro.d vigt .3+ Jonkin patenttivaatimuksen 1-3 mukainen menetelmdi, t unne t tu

siitd, ettd aine, joka katkaisee ei-kovalenttiset sidokset, on urea.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t unnet tu siiti,
-/~ ettd ureaa kdytetddn sellainen midrd, ettd saatu liuos sisdltii

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

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1-5 mukainen menetelmi, t unn e t t u
~ I, -— siitd, ettd aine, joka pelkist#dd disulfidisillat, on merkaptoetanoli.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmii, t unne t t u siiti,

ettd merkaptoetanolia kdytetddn sellainen miird, ettd saatu liuos si-

{ " s#1td4 merkaptoetanolia ainakin 1072y ja parhaiten 1,4 x 107%M -

1,4 x 10 Im.

8. Jonkin patenttivaatimuksen 1-7 mukainen menetelmi, t unne t t u
-~ . Siitd, ettd anioninen tai kationinen pinta-aktiivinen aine on vastaa-

[ vasti natriumdodgéYylisulfaatti tai dodaé&yliamiini.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmi, t unnet tu siitd,
/ ettd natriumdode%yy1isulfaattia tai doda§§yliamiinia kdytetddn 1- -

, S-kertainen ylim#d&rd laskettuna liuoksessa olevien proteiinien koko-
oL LA LR L l . YT s .
. a0i'n aismidrdsta.
?
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10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd, t un ne t t u siitd,
ettd kun liuoksen interferonipitoisuus on noin 104 interferoniyksik-
kdd per ml, pinta-aktiivista ainetta lisdt8dn sellainen madrd, etta

livos sisdltdd pinta-aktiivista ainetta 1 x lO~3 -1 x lO—lM.

11. Jonkin patenttivaatimuksen 1-10 mukainen menetelmd, t u n n e t -
t u siitd, ettd edelld mainituilla kolmella reagenssilla tapahtuneen
kdsittelyn jdlkeen ylimddrdinen pinta-aktiivinen aine ja molemmat

muut aineet kokonaisuudessaan poistetaan dialysoimalla.

12. Stabiloitu interferonituote, t unnet tu siitd, ettd se on
vesipitoinen interferoniliuos, joka on kdsitelty (a) aineen, joka
katkaisee ei-kovalenttiset sidokset, (b) aineen, joka pelkistda
disulfidisillat, ja (c) anionisen tai kationisen pinta-aktiivisen

aineen yhdistelm&lla.
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Patentkrav

1. Stabiliseringsftrfarande fOr interferon, k & nne tecknat
ddrav, att en vattenhaltig interferonl®sning behandlas med en
kombination av (a) ett dmne, som avbryter icke-kovalentiska bind-
ningar, (b) ett dmne, som reducerar disulfidbryggorna, och (c) ett

anjoniskt eller katjoniskt ytaktivt dmne.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k & nne tecknat dirav,
att utgangsdmnet Hr en 1&sning av nativ eller renad interferon,

som vdsentligt ej har f&rlorat sin originala aktivitet.

3. F8rfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k @& nnetecknat

didrav, att interferonldsningen innehdaller c¢:a 103 - C:a 108 inter-
feronenheter per mg protein eller c:a 10l - c:a lO6 interferonenheter

per ml.

4. Forfarande enligt ett av patentkraven 1-3, k &nne tecknat
ddrav, att dmnet, som avbryter de icke-kovalentiska bindningarna,

dr urea.

5. Forfarande enligt patentkravet 4, k a nne tecknat dirav,
att urea anvidndes i en sddan midngd, att den erh&llna l¥Ysningen inne-

h&ller 0,1-10 M urea, helst 5 M.

6. Férfarande enligt ett av patentkraven 1-5, k nnetecknat

ddrav, att d@mnet, som reducerar disulfidbryggorna, dr merkaptoetanol.

7. Fdrfarande enligt patentkravet 6, k annet e cknat dirav,
att merkaptoetanol anvidndes i en sadan mingd, att den erh&llna 16s-
ningen innehaller merkaptoetanol &tminstone lO'2M och helst 1,4 x

107%M - 1,4 x 10" 1M,

8. Forfarande enligt ett av patentkraven 1-7, k inne te cknat
ddrav, att det anjoniska eller katjoniska ytaktiva dmnet dr respektive

natriumdodecylsulfat eller dodecylamin.

9. Forfarande enligt patentkravet 8, k anne tecknat dirav,
att natriumdodecylsulfat eller dodecylamin anvidndes i 1-5-faldigt

Overskott rdknat p& totalmingden av i l1l8sningen befintliga proteiner.
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10. Forfarande enligt patentkravet 9, k @ nnetecknat darav,
att da 18sningens interferonhalt &dr c:a lO4 interferonenheter per ml,
tillsdttes ytaktivt d@mne en sadan midngd, att l1ldsningen innehaller

ytaktivt dmne 1 x 1073 - 1 x 107 m

11. FOrfarande enligt ett av patentkraven 1-10, k &nne teck ~
n a t dirav, att efter behandlingen med de tre ovanndmnda reagenserna
avldgsnas Overskottet av det ytaktiva dmnet samt de bada dvriga

dmnena totalt genom dialys.

12. Stabiliserad interferonprodukt, k @ nne t e c kn ad ddrav,
att den &r en vattenhaltig interferonlésning, som behandlats med
en kombination av (a) ett dmne, som avbryter de icke-kovalentiska
bindningarna, (b) ett &mne, som reducerar disulfidbryggorna, och

(c) ett anjoniskt eller katjoniskt ytaktivt &mne.
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