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69 Verfahren zur Reinigung von Interferon.

@ Eine wissrige LOsung von menschlichem Fibrobla-

sten-Interferon wird bei neutralem oder schwach
alkalischem pH mit pordsen Glasperlen zur selektiven
Adsorption von Interferon in Berithrung gebracht, die
Glasperlen gewaschen und das Interferon in saurem
pH-Bereich eluiert. Das resultierende Eluat wird nach
einer Dialyse mit immobilisiertem Zinkchelat zur erneu-
ten selektiven Adsorption von Interferon bei neutralem
oder schwach alkalischem pH in Kontakt gebracht, das
Zinkchelat gewaschen und das Interferon im sauren pH-
Bereich eluiert. Die wiedergefundene Interferonaktivi-
tdt nach dem zweiten Schritt betrigt 45 - 67 % beziig-
lich der Ausgangslosung, in welcher die verunreinigenden
Proteine einen Anteil von bis iiber 85 % ausmachen kon-
nen. Das vorliegende einfache zweistufige Reinigungs-
verfahren, bei welchem die verwendeten Reagentien
wiedergewonnen und regeneriert werden kénnen, ldsst
sich auch im grossen Massstab verwenden und liefert
Interferon von hohem Reinheitsgrad.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Reinigung von Interferon, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man (a) eine wissrige Losung von
menschlichem Fibroblasten-Interferon an pordsen Glasper-
len und (b) anschliessend an einem immobilisierten Zink-
chelat chromatographiert.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass im Schritt (a) die wissrige Interferon-Losung bei neu-
tralem oder schwach alkalischem pH mit pordsen Glasperlen
zur selektiven Adsorption von Interferon in Kontakt ge-
bracht wird und anschliessend das an diesen Perlen adsor-
bierte Interferon bei saurem pH eluiert wird.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Glasperlen nach der Adsorption und vor dem
Eluieren mit einer phosphatgepufferten Soleldsung von un-
gefihr neutralem pH und anschliessend mit einer Pufferl6-
sung deren pH-Wert niedriger als jener der ungefihr neutra-
len Soleldsung aber mindestens pH 3 ist, wéscht.

4, Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die zum Eluieren verwendete Losung einen pH-Wert
zwischen 1.5 und 2.7 und eine Ionenstérke von 0.05 bis 0.5 m
hat.

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet,
dass das Eluieren mit einem 0.3 m Glycin-HCl Puffer vom
pH. 2.0 durchgefiihrt wird.

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass das Eluat aus dem Schritt (a) zur Vorbereitung fiir den
Schritt (b) gegen eine phosphatgepufferte Solelosung dialy-
siert wird. i

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass dialysiertes Eluat aus Schritt (a) im Schritt (b) bei neu~
tralem oder schwach alkalischem pH mit einem immobili-
sierten Zink-chelat zur selektiven Adsorption von Interferon
in Kontakt gebracht wird und anschliessend das an diesem
Adsorbens haftende Interferon bei saurem pH eluiert wird.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,
dass das Adsorbens ein Chelat zwischen Zink und einer imi-
nodiacetat-verkniipften epoxy-aktivierten Agarose ist.

9. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,
dass das immobilisierte Zink-chelat nach der Adsorption
und vor dem Eluieren mit einer phosphatgepufferten Soleld-
sung von ungefihr neutralem pH und anschliessend mit ei-
ner Pufferlosung deren pH-Wert niedriger als jener der unge-
fihr neutralen Soleldsung aber mindestens pH 5.9 ist, gewa-
schen wird.

10. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeich-
net, dass die zum Eluieren verwendete Losung einen pH-
Wert zwischen 6.0 und 4.0 und eine Ionenstirke von 0.05 bis
0.5 m hat.

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeich-
net, dass das Eluieren mit einer 0.1 m Natriumacetatlosung
vom pH 4.2 durchgefiihrt wird.

12. Nach dem Verfahren gemiiss einem der Anspriiche
1-11 gereinigtes Interferon.

Interferon ist ein Glycoprotein, welches zum Schutz ge-
gen Virus-Infektionen von lebenden Zellen gebildet wird.
Seine chemische Struktur kann in Abhéngigkeit des Zelltyps,
welcher fiir die Herstellung verwendet wurde, etwas variie-
ren. Dieses Interferon zeigt verschiedene biochemische Akti-
vititen, wie eine solche gegen Viren, Protozoen, Zellwachs-
tum sowie eine immunosuppressive Aktivitdt und kann
folglich in der Medizin erfolgreich verwendet werden. Fiir ei-

2

nen generellen Uberblick iiber das heutige Wissen beziiglich
Interferon kann das folgende Buch angegeben werden: Inter-
ferons and their actions, von W.E. Stewart I, CRC Press,
Inc., Cleveland, Ohio.

s  Fiir eine Anwendung in der Humanmedizin, sollte das
Interferon durch menschliche Zellen hergestellt werden,
wozu heute folgende Verfahren gebrauchlich sind:

1. Herstellung durch Infektion von frisch gesammelten
Leukocyten von menschlichen Blutspendern durch Sendai-

10 Viren. Daraus geht das sogenannte Leukocyten Interferon
wie von Cantell et al, In Vitro, 3, 35-38, (74) beschrieben
hervor.

2. Herstellung auf kultivierten diploiden menschlichen
Fibroblasten mit Hilfe des sogenannten «Poly-I : C-Induk-

15 tionsverfahren». Das resultierende Fibroblasten Interferon
unterscheidet sich vom Leukocyten Interferon durch einige
biologische und physikalischchemische Kriterien (vgl. A.
Billiau et al, J. Gen. Virol., 19, 1-8, (73)).

3. Herstellung in Lymphoblastoid dhnlichen Zellen durch

20 virale Induktion. Das resultierende Lymphoblastoid Interfe-
ron zeigt starke Ahnlichkeit zum Leukocyten Interferon
(vgl. Strander et al, J. Clin. Microbiol., 1, 116-117, (75)).

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf die Reinigung
von menschlichem Fibroblasten-Interferon, bevorzugt von

25 solchem, welches nach der oben beschriebenen zweiten Me-
thode hergestellt worden ist, und auf nach diesem Verfahren
gereinigtem Interferon.

Die Reinigung von Interferon ist notwendig sowohl fiir
das Studium des chemischen Charakters von Interferon als

30 auch fiir dessen klinische Anwendung, da eine rohe Interfe-
ronldsung verunreinigende Proteine enthalten kann, welche
negative Effekte auf solche Studien und Anwendungen ha-
ben konnen.

Fiir beide Zwecke werden grosse Mengen von gereinig-

35 tem Interferon benotigt. Obwohl viele Verfahren zur teilwei-
sen Reinigung und einige Verfahren zur vollstindigen Reini-
gung von Interferon beschrieben worden sind, weisen alle
Miingel auf. Diese Unzulidnglichkeiten sind im aligemeinen
entweder die Notwendigkeit von komplexen Adsorbentien

s0 und Reagentien oder die Verwendung von Verfahren mit

mehreren Schritten, was fiir die Herstellung in grossem

Massstab nicht brauchbar ist, oder aber die Tatsache, dass

nach der Reinigung nur noch ein kleiner Teil der anfénglich

vorhandenen Interferonaktivitit wiedergefunden wird.
Deshalb besteht ein Befiirfnis nach einem Verfahren zur

Reinigung von Interferon, und im speziellen ein Verfahren

zur Reinigung von menschlichem Fibroblasten-Interferon,

welches eine hohe Ausbeute an Aktivitit in gereinigter Form

liefert, welches keine komplexen Reagentien und Schrittfol-

so gen verlangt und welches fiir eine Verwendung in grossem
Massstab tauglich ist.

45

Als Resultat einer ausgedehnten Forschung wurde gefun-
den, dass eine hohe Interferon Aktivitdt von vollstéindig ge-
reinigtem Interferon wiedererhalten werden kann, indem

55 man menschliches Fibroblasten-Interferon in einem einfa-
chen Zweischrittverfahren reinigt, welches eine Kombina-
tion von zwei frither bekannten Verfahren ist. Dieses Zwei-
schrittverfahren besteht (a) aus einer Chromatographie von
wissriger Interferonldsung an porosen Glasperlen und (b)

¢ qus einer Chromatographie der resultierenden wéssrigen In-
terferonldsung an immobilisierten Zink-chelat.

Wenn im ersten Schritt eine Interferoniésung, welche
verunreinigende Proteine enthilt, bei neutralem oder
6s schwach alkalischem pH mit pordsen Glasperlen in Beriih-
rung gebracht wird, wird das Interferon selektiv an diesen
Perlen adsorbiert und der Hauptteil der verunreinigenden
Proteine bleibt in Losung und kann ausgewaschen werden.



Das absorbierte Interferon kann danach bei saurem pH von
den Glasperlen eluiert werden.

Wenn danach im zweiten Schritt die eluierte Interferon-
16sung bei neutralem oder schwach alkalischem pH mit ei-
nem immobilisierten Zink-chelat Gel in Berithrung gebracht
wird, wird das Interferon selektiv an diesem Zink-chelat ad-
sorbiert und die allféllig noch vorhandenen verunreinigen-
den Proteine bleiben in Losung und kénnen ausgewaschen
werden. Das adsorbierte Interferon kann danach bei saurem
pH vom Zink-chelat eluiert werden und man erhalt ein End-
produkt von extrem hohem Reinheitsgrad.

Durch Verwendung dieses Zweischrittverfahrens erzielt
man einen so hohen Reinheitsgrad, dass man sagen kann,
das Produkt ist in seiner Substanz vollstindig rein. Im weite-
ren wird ein hoher Anteil der anfinglich vorhandenen Inter-
feron Aktivitdt wiedergefunden: im ersten Schritt 50-70%,
im zweiten Schritt 90-95%, iiber beide Schritte 45-67%.

Ein spezieller Vorteil liegt darin, dass das Endprodukt
der vorliegenden Reinigungsmethode bei der Anwendung
keine Hautreaktionen mehr auslost. Die Produkte aus friihe-
ren Reinigungsmethoden fiihrten in der klinischen Anwen-
dung zu Hautreaktionen bei den Patienten und es zeigte sich,
dass das Produkt der vorliegenden Erfindungen frei ist von
solchen Nebenwirkungen, was fiir eine klinische Verwen-
dung sehr wichtig ist.

Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass die Reagentien
leicht erhéltlich sind und mehrmals hintereinander wieder-
verwendet werden konnen, denn sowohl die Glasperlen als
auch das immobilisierte Zink-chelat kdnnen nach Gebrauch
zurlickgewonnen oder regeneriert werden. Im weiteren ver-
wendet das Verfahren der vorliegenden Erfindung nur zwei
Stufen. Alle diese Tatsachen fithren zu einer einfachen Me-
thode, welche auch in grossem Massstab verwendet werden
kann.

Somit liefert die Erfindung ein Reinigungsverfahren fiir
Interferon, bei welchem eine wiéssrige Losung von menschli-

cher spéter beschrieben werden soll, gegen einen Phosphat-
puffer dialysiert.
Eine Ausfithrungsform der Erfindung wird nun etwas
mehr im Detail beschrieben.
5 Die am Anfang des vorliegenden Reinigungsverfahrens
verwendete Losung kann irgend eine wissrige Losung von
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menschlichem Fibroblasten-Interferon sein, welche verunrei-

nigende Proteine enthalten kann und einer Reinigung be-

darf. Eine solche Losung kann von einer konventionellen In-
10 terferonherstellung stammen. Es muss bemerkt werden, dass
das Verfahren nur auf menschliches Fibroblasten-Interferon

anwendbar ist und dass andere Interferontypen andere Rei-
nigungsverfahren brauchen.

Obwohl als Startlosung verschiedene wissrige Medien

15 verwendet werden konnen, um das Interferon in Losung zu
halten, wurden durch Verwendung von Eagle’s MEM Kul-
turmedium gute Resultate erzielt (vgl. Science, 130, 432
(1959)). Diesem Medium kann ein Stabilisator beigefiigt
werden; bevorzugt wird eine menschliche Plasma Protein-

20 fraktion, wie sie bei Blutbanken verwendet wird.

Der anfingliche Proteingehalt und die Interferonaktivi-
tat der Startlosung ist nicht an bestimmte Grenzen gebun-
den. Jedoch kann die Lésung verdiinnt werden, falls der
Proteingehalt so gross ist, dass eine Ausféllung riskiert wer-

25 den muss oder sie kann eingeengt werden, falls der Protein-
gehalt so klein ist, dass das Verfahren unékonomisch wird.

Es kann hier bemerkt werden, dass der Gehalt an verunreini

gendem Protein den Gehalt an Interferon iibersteigen kann
und dass er iiber 85% der Gesamtmenge an geldsten Sub-
30 stanzen ausmachen kann.
Der erste Schritt des Verfahrens der vorliegenden Erfin-

dung besteht in einer Chromatographie an pordsen Glasper-

len. Solche Glasperlen sind im Handel unter verschiedenen
Markenzeichen erhiltlich, hdufig mit definierter Porengros-

35 se, z. B. mit ziemlich einheitlicher Porengrosse gehduft um ei-

nen mittleren Wert. Ein solcher Mittelwert kann z.B. 350

oder 900 A sein, obwohl im allgemeinen jeder Wert zwischen
170 und 1700 A verwendet werden kann (vgl. W. Haller, Na-
ture, 206, 693—696 (1965) und H.G. Bock et al, Science, 191,
40 380-383 (1976)). Der Perlendurchmesser kann weniger ein-
heitlich sein und kann im allgemeinen zwischen 50 und 500
pm schwanken. Diese Perlen konnen in Kolonnen gepackt
werden fiir kontinuierliche Verfahren oder aber frei fiir gan-
ze Ansétze verwendet werden.
Im ersten Schritt des Verfahrens wird die anfanglich vor-
handene Losung mit den pordsen Glasperlen in Beriihrung
gebracht, wobei das Interferon spezifisch an den Perlen ad-
sorbiert wird. Dies kann in sehr 6konomischer Weise gesche-
hen, indem die Startlosung mit einer gewissen Menge Glas-
so perlen in einem Geféss geschiittelt wird; man kann die Start-
16sung aber auch durch eine mit Glasperlen gepackte Sdule
laufenlassen. Der Kontakt fiihrt zur Adsorption von Interfe-
ron aus der Losung an den Glasperlen, wihrend die Haupt-
menge des anfinglich vorhandenen verunreinigenden Pro-

ss teins durch die Perlen nicht gebunden wird und in Losung
bleibt.

Der pH-Wert wihrend der Behandlung ist mit dem pH-
Wert der Startlosung identisch und betrégt im Normalfalt
ungefihr 7.4, fails das MEM Kulturmedium von Eagle ver- -
wendet wird. Das System arbeitet aber auch bei anfdnglichen
pH-Werten zwischen 7.0 und 8.2 gut. Uber einem pH von
8.2 werden Teile von Interferon inaktiviert und unterhalb 7.0
wird viel Interferon an den Glasperlen nicht adsorbiert.

chem Fibroblasten-Interferon (a) an pordsen Glasperlen und
die resultierende Interferonlésung (b) an immobilisierten
Zink-chelat chromatographiert wird.

Man sollte hier bemerken, dass beide Schritte dieser Er-
findung einzeln bekannt sind und friiher zur Reinigung von
menschlichem Fibroblasten-Interferon verwendet wurden.
Vergleiche A. Billiau et al, Antimicrobial Agents and Che-
motherapy, 16, 49-55 (1979) fiir den ersten Schritt und V.G.
Edy et al, J. Biol. Chem. 252, 59345935 (1977) fiir den zwei-
ten Schritt. Zur Zeit dieser Publikation jedoch werden die
genannten Schritte vollig unabhingig voneinander verwen-
det und es gab keine Andeutungen, dass durch die Kombi-
nation dieser beiden Schritte zu einem einfachen Zweistufen-
verfahren eine vollstdndige Reinigung erreicht wiirde.

Uberdies sind weitere Reinigungsverfahren fiir Interfe-
ron bekannt und es ist unmdéglich vorauszusagen, dass die
beiden vorgenannten Schritte ohne weiteres Hinzutun zum
gewlinschten Resultat fithren. Im weiteren ist die Abwesen- -
heit jeglicher Hautreaktion iiberraschend und unerwartet,
weil bis jetzt alle gereinigten Fibroblasten-Interferone bei der
klinischen Anwendung bei den Patienten solche Hautreak-
tionen auslosten (vgl. A. Billiau et al, Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, 16, 56-63 (1979)).

Im weiteren muss bemerkt werden, dass die Kombina-
tion beider Schritte zu einem Zweischrittverfahren zu einer
kleinen Modifikation des ersten Schrittes fithrte; bis jetzt
wurde entsprechend der obgenannten ersten Billiau Publika-
tion das Eluat der Glasperlen in einem Natriumacetatpuffer
gegen Polyithylenglykol dialysiert, um es fiir die Lyophilisa-
tion und den klinischen Gebrauch vorzubereiten; bei der
vorliegenden Erfindung jedoch wird gegebenenfalls das Elu-
at zur Vorbereitung fiir den nichsten Reinigungsschritt, wel-

45

Die Dauer des Kontaktes ist nicht an kritische Grenzen
gebunden, doch sollte sie geniigend gross sein, damit fast al-
les Interferon adsorbiert werden kann; im Normalfall be-
trigt sie zwischen 0.5 und 26 Stunden.

65
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Nach erfolgter Adsorption wird die verbleibende Losung
z.B. durch Dekantieren abgetrennt. Dann werden die Glas-
perlen mit einer konventionellen Waschfliissigkeit wie einer
phosphatgepufferten Soleldsung mit neutralem pH gewa-
schen, um alles ungebundene Protein zu entfernen. Die mo-
lare Stirke dieser Losung solite ziemlich klein sein, um ad-
sorbiertes Interferon nicht auszuwaschen. Gute Resultate
beim Waschen wurden durch die Verwendung einer phos-
phat-gepufferten Solelosung, welche Ca und Mg Salze ent-
hielt, erhalten (vgl. R. Dulbecco et al, J. Exp. Med., 99,
167-182 (1954)); aber auch andere Waschfliissigkeiten fiih-
ren zu dhnlichen Resultaten. Weiter wird gewaschen mit ei-
ner speziellen Pufferlosung von kleinerem pH wie einem
0.01 m Glycin-HCI Puffer von pH 3.5, um versehentlich ad-
sorbiertes verunreinigendes Protein zu entfernen. Der pH-
Wert dieser Waschfliissigkeit sollte nicht kleiner als 3.0 sein
und deren Ionenstirke nicht grosser als ungefihr 0.05 m, da
kleinere pH-Werte und grossere Ionenstérken ein Eluieren
von grossen Mengen an Interferon provozieren.

Nach dem Waschen wird das adsorbierte Interferon mit-
tels eines sauren wissrigen Puffers von den Glasperlen
eluiert. Die Losung sollte im allgemeinen einen pH-Wert
zwischen 1.5 und 2.7 aufweisen, vorzugsweise einen pH von
2.0. Uber einem pH von 2.7 ist das Auswaschen ungeniigend
und unterhalb eines pH von 1.5 ist das eluierte Interferon
unstabil. Die Tonenstirke (Molarit4t) der Losung ist weniger
kritisch und bewegt sich zwischen 0.05 und 0.5 m. Werte un-
ter 0.05 m ergeben ungeniigende Pufferung, wodurch man
die Kontrolle iiber den pH verliert, und Werte iiber 0.5 m
bewirken ein Auskristallisieren von Bestandteilen.

Alle geeigneten wasserldslichen Puffer oder Puffergemi-
sche konnen zum Eluieren verwendet werden, sofern sie den
Anforderungen an pH und Ionenstérke geniigen. So kann
die eluierende Losung eine Aminosdure und eine anorgani-
sche Séure oder ein anorganisches Salz und eine anorgani-
sche Siure oder jede andere Kombination oder auch einzel-
ne Substanzen enthalten. Gute Resultate wurden durch Ver-
wendung einer 0.1 m KCI-HCI Pufferlosung mit pH 2.0 und
noch bessere Resultate mit einer 0.3 m Glycin-HCI Pufferls-
sung vom pH 2.0 erreicht. Ferner kann diese Losung einen
Stabilisator enthalten, z. B. wie eingangs erwihnt eine Pro-
teinfraktion aus menschlichem Plasma.

Mit Hilfe einer solchen sauren Losung kann das gesamte
adsorbierte Interferon von den Glasperlen eluiert werden.

Nach dem Eluieren konnen die Glasperlen gewaschen
und zuriickgewonnen werden; z. B. konnen sie mit starken
Sauren wihrend einiger Tage gespiilt werden oder man kann
sie mit 10%iger Salpetersiure auf einem Dampfbad erhitzen
und in beiden Fillen werden sie anschliessend mit Wasser bis
zur Neutralitit gewaschen. Danach konnen sie erneut zur
Chromatographie von Interferon in der oben beschriebenen
Weise verwendet werden.

Das Resultat der eben beschriebenen Chromatographie
ist eine wissrige Interferonldsung, welche den grossten Teil
der urspriinglichen Interferonaktivitét besitzt und nur noch
kleine Mengen an verunreinigenden Proteinen enthilt. Prak-
tisch betréigt die Ausbeute an Interferonaktivitit in diesem
ersten Schritt 50-70% und die spezifische Aktivitét des Pro-
duktes pro Milligramm Protein beziiglich des Ausgangsma-
terials konnte wesentlich erhoht werden.

Das aus diesem ersten Schritt erhaltene Eluat ist sauer
und enthilt Glycin oder andere Verbindungen, was fiir eine
sofortige Weiterverwendung im zweiten Schritt weniger ge-
eignet ist. Vor einer Weiterverwendung sollte sie also neutra-
lisiert und von Glycin befreit werden. Dies kann erreicht
werden durch Dialyse gegen eine phosphatgepufferte Solel6-
sung von neutralem pH. Gute Resultate wurden durch Ver-
wendung einer Pufferlsung, welche 0.02 m Natriumphos-

phat (Dinatrium und Mononatrium) und 1.0 m Natrium-
chlorid enthielt und einen pH von 7.4 zeigte, erzielt; aber auch
andere Pufferldsungen sind geeignet. Der hohe Natrium-
chloridgehalt in dieser Pufferlosung wird auf die Interferon-

5 16sung libertragen und zeigt im néchsten Schritt einen giin-
stigen Effekt.

Der zweite Schritt der vorliegenden Erfindung beinhaltet
eine Chromatographie an immobilisierten Zinkchelat.

Die Ausgangslésung in diesem zweiten Schritt ist eine

10 wéssrige Losung von menschlichem Fibroblasten-Interferon,
wie sie aus dem oben beschriebenen ersten Schritt nach Neu-
tralisation und Entfernung von Glycin erhalten worden ist.
Diese Losung kann je nach Bedarf verdiinnt oder eingeengt
werden, jedoch ist ein solcher Schritt im Normalfall nicht

15 notig.

In diesem zweiten Schritt kann jede Art von Zinkchelat,
welches an einen geeigneten Triger gebunden ist, verwendet
werden; das bevorzugte Material jedoch ist ein an Sepharo-
se® gebundenes Zinkchelat aus Iminodiacetat (vgl. J. Porath

20 et al, Nature, 258, 598-599 (1975) und V.G. Edy et al, J.
Biol. Chem., 252, 59345935 (1977), welche hier als Referenz
aufgenommen werden). Ein solches Adsorbens kann herge-
stellt werden, indem zunéchst das Dinatriumsalz der Imino-
diessigsiure an epoxy-aktivierte Sepharose™ gebunden wird

25 (z.B. Agarose mit einer endstéindigen Epoxygruppe in der
Seitenkette) und dann die Zinkionen eingefiihrt werden, wel-
che durch die Iminodiacetatgruppen chelatisiert werden.
Wenn das Zwischenprodukt in eine Sdule gepackt wird,
kann das Zink eingefiihrt werden, indem man eine Zinkchlo-

30 ridldsung durch die Sdule laufen ldsst. Das Produkt ist so-

fort fiir den weiteren Gebrauch bereit. In diesem Produkt

sind die Zinkionen durch starke Bindungen gebunden und
sind fihig, in Abhéngigkeit des pH-Wertes Interferonmole-
kiile reversibel zu binden.

Die chelatisierten und immobilisierten Zinkionen kénnen
spezifisch menschliches Fibroblasten-Interferon bei neutra-
lem oder schwach alkalischem pH und kleiner Ionenstérke
der mineralischen Zusitze selektiv binden. Bei einer Reduk-
tion des pH-Wertes und einer Erhohung der Ionenstirke
40 wird das Interferon eluiert. Gutes Eluieren wird erreicht bei

Verwendung eines pH-Gradienten bei konstant hoher Io-
nenstirke (vgl. die vorgenannte Publikation von Edy).

Im zweiten Schritt des Verfahrens der vorliegenden Er-
findung wird die Ausgangslosung mit dem immobilisierten

45 Zinkchelat in Beriihrung gebracht, um daran das Interferon
selektiv zu adsorbieren. Dies kann dadurch geschehen, dass
man die zu reinigende Losung entweder durch eine mit Ad-
sorbens gefiillte Sdule schickt oder in einem Gefiss in Ge-
genwart einer bestimmten Menge des Adsorbens schiittelt.

s0 Die Verwendung der Sdule wird hier bevorzugt, da wie oben
erwihnt, das Adsorbens in dieser Form einfach hergestelit
werden kann. Der Kontakt fithrt zur Adsorption des Interfe-
rons aus der Losung am Zinkchelat, wihrend noch vorhan-
denes verunreinigendes Protein nicht gebunden wird und in

ss Losung bleibt.

Der pH wiihrend der Chromatographie betrédgt norma-
lerweise 7.4, wenn die Ausgangslésung wie erwdhnt gegen
eine phosphatgepufferte Soleldsung dialysiert wurde; das Sy-
stem arbeitet aber auch bei anfinglichen pH-Werten zwi-

60 schen 7.0 und 8.2 gut. Uber einem pH von 8.2 geht etwas
Aktivitit verloren und unterhalb 7.0 geht viel Interferon
durch die Siule und wird nicht adsorbiert.

Die Dauer des Kontaktes ist nicht an kritische Grenzen
gebunden, doch sollte sie geniigend gross sein, damit das ge-

6s samte Interferon adsorbiert werden kann; sie variiert zwi-
schen 0.5 und 26 Stunden.

Nach erfolgter Adsorption wird die verbleibende Losung
entfernt, und die Kolonne kann mit einem konventionellen

35



Waschmittel, wie einer phosphat-gepufferten Losung von
pH 7.4 gewaschen werden, um zuriickgebliebenes nicht ad-
sorbiertes Protein zu entfernen. Um versehentlich gebunde-
nes Protein zu entfernen kann weiter mit einer Pufferldsung
von kleinerem pH, wie einer 0.1 m Natriumacetat/Essigsiu-
reldsung von pH 5.9, gewaschen werden. Der pH dieser Puf-
ferldsung sollte nicht kleiner als 5.9 sein, um ein Auswaschen
von Interferon zu verhindern. All diese Waschlosungen kon-
nen wie die oben erwdhnte Dialysefliissigkeit 1.0 m an Na-
triumchlorid sein, um nichtspezifische Proteinbindungen auf
der Kolonne zu vermeiden.

Nach dem - Waschen kann das Interferon vom Zinkchelat
Adsorbens mit einer sauren wissrigen Losung eluiert wer-
den. Im allgemeinen kann der pH dieser Losung zwischen
4.0 und 6.0 sein und um sehr gute Resultate zu erhalten,
kann ein pH-Gradient von 6.0 bis 4.0 verwendet werden.
Kein vollstindiges Eluieren wird bei pH-Werten iiber 6.0 er-
reicht und unterhalb 4.0 erhélt man ein instabiles Interferon.

Die Ionenstérke (Molaritit) der eluierenden Flissigkeit
ist nicht kritisch und kann zwischen 0.05 und 0.5 m variie-
ren. Kleinere Werte ergeben ungeniigende Pufferwirkung
mit Verlust der pH Kontrolle und héhere Werte kdnnen
durch Auskristallisieren von Bestandteilen Schwierigkeiten
ergeben. Gute Resultate wurden durch Verwendung einer
0.1 m Natriumacetatldsung erzielt, bei welcher der pH mit-
tels Eisessig auf 4.2 eingestellt wurde; andere Losungen wie
sie in der Publikation von Edy erwihnt werden, sind hiermit
aber nicht ausgeschlossen. Wird diese Lésung von pH 4.2 di-
rekt nach der Waschfliissigkeit von pH 5.9 verwendet, wird
automatisch ein pH-Gradient erreicht. Als Alternative kann
eine 0.1 m Natriumacetatldsung mit allméhlich sinkendem
pH-Wert verwendet werden. All diese Losungen sollten
1.0 m an Natriumchlorid sein, um das Natriumchloridgleich-
gewicht auf der Kolonne zu erhalten,

Mit Hilfe einer solchen eluierenden Lésung kann das ge-
samte Interferon vom Zinkchelatadsorbens ausgewaschen
werden.

Nach erfolgter Chromatographie kann das Adsorbens
gewaschen und regeneriert werden; z. B. kann die Kolonne
mit gepufferter Athylendiamintetraacetat (EDTA) Losung
gewaschen, das EDTA mit phosphatgepufferter Solelosung
von pH 7.4 ausgewaschen, die Kolonne mit saurer Zinkchlo-
rididsung, bis das Chelat wieder mit Zink gesittigt ist, be-
handelt, das iiberschiissige Zinkchlorid mit Natriumacetat-
pufferldsung ausgewaschen und die Kolonne bis zum neu-
tralen pH dquilibriert werden.

Das Resultat dieser Chromatographie ist eine wissrige
Lésung von Interferon, welche noch die gesamte oder den
grossten Teil der urspriinglichen Interferonaktivitit besitzt
und welche nur noch sehr kleine Mengen an verunreinigen-
den Proteinen enthélt. Die wiedergefundene Interferonakti-
vitdt in diesem zweiten Schritt kann bis 90-95% gesteigert
werden, was gesamthalft fiir beide Schritte eine Ausbeute von
45-67% ausmacht.

Die spezifische Aktivitdt des Produktes kann bis 10° Ein-
heiten/mg Protein gesteigert werden, was hoher ist, als jeder
bis jetzt gefundene Wert. Die Reinheit der erhaltenen Inter-
feronldsung kann mit verschiedenen Methoden nachgewie-
sen werden. Eine dieser Methoden ist die normale Proteinbe-
stimmung, z.B. mit Fluorescamin. Eine andere Methode be-
steht in der Markierung des gereinigten Interferons mit ei-
nem radioaktiven Tracer wie 25T und anschliessender Elek-
trophorese an Acrylamidgel und X-Ray Autoradiographie.
Dies zeigt, ob das gereinigte Interferon ein einheitliches Pro-
dukt ist oder nicht. Ferner kann gepriift werden, ob das
Endprodukt auf der menschlichen Haut Reaktionen ausldst
oder nicht.
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All diese Methoden zeigen, dass das aus dem Reinigungs-
verfahren der vorliegenden Erfindung erhaltene Endprodukt
einen sehr hohen Reinheitsgrad aufweist. So wird in den Bei-
spielen gezeigt, dass noch verbleibende Verunreinigungen

s mit der Proteinbestimmung nicht nachgewiesen werden
konnten und das Endprodukt in der Elektrophorese den An-
schein eines homogenen Produktes machte. Im weiteren ver-
ursachte das Produkt bei der Anwendung am Menschen we-
der Fieber noch irgendwelche Hautreaktionen.

Das Zweischrittreinigungsverfahren der vorliegenden Er-
findung fithrt zu einem Wiederauffinden eines Grossteils der
urspriinglichen Interferonaktivitét in einer sehr reinen Form.
Das Produkt ist dank der Abwesenheit von Hautreaktionen
fiir eine klinische Therapie geeignet. Dank der guten Zu-

15 ginglichkeit und der Regenerierbarkeit der Reagentien ist
die Herstellung in grossem Massstab moglich geworden. Das
bedeutet, dass in Zukunft grosse Mengen an menschlichem
Fibroblasten-Interferon fiir die chemische Charakterisierung
und die klinische Verwendung bereitgestellt werden konnen.

Die folgenden Beispicle illustrieren das Verfahren der
vorliegenden Erfindung.

10

20

Beispiel I
Das Ausgangsmaterial war eine wéssrige Interferonlo-

25 sung, welche durch Stimulation von menschlichen Embryo-
zellen des Fibroblasttyps mit Polyinosin-polycytidin Ribo-
nucleinsdure abgeleitet wurde. Das Interferon war in Eagle’s
MEM Kulturmedium von pH 7.4, welches 1 Volumenpro-
zent menschliche Plasmaproteinfraktion (vom belgischen

30 Roten Kreuz geliefert) enthielt. In Tabelle A wird die Inter-
feronaktivitat und der Proteingehalt dieser Losung eines in
kleinem Massstab durchgefiihrten Experimentes festgehal-
ten.

Diese Ausgangslosung wurde mit pordsen Glasperlen

35 (Electro-Nucleonics Inc) mit einer Porengrosse von ungefihr
350 A und einer Perlengrosse von 75-120 pm im Verhéltnis
von 30 ml Losung zu ungefdhr 1 m! Glasperlen gemischt.
Diese Mischung wurde wéhrend 2 Stunden méssig bewegt,
um die Perlen in Suspension zu halten und um eine selektive

40 Adsorption von Interferon aus der Lsung an den Glasper-
len zu bewirken. Danach liess man die Glasperlen sich setzen
und entfernte die dariiberstehende Losung durch Dekantie-
ren. Die Glasperlen wurden dann mit einer phosphatgepuf-
ferten Solelosung, welche pro Liter 8 gNaCl, 1.15g

as Na,HPO,, 0.2 g KH,PO,, 0.2 g KCl, 0.12 g MgSO, und
0.1 g CaCl, (vgl. Dulbecco et al, J. Exp. Med. 99, 167-182
(1954)) enthielt, im Verhéltnis von 20 ml Lsung pro ml
Glasperlen zweimal gewaschen. Danach wurden sie ein Mal
im gleichen Verhéltnis mit einem 0.01 m Glycin-HCl Puffer

so von pH 3.5 gewaschen. Das Eluieren der Glasperlen erfolgte
durch 2 x 5-und 2 x 30miniitiges Rithren mit einer 0.3 m
Glycin-HCI Pufferlosung von pH 2.0 jedesmal im Verhéltnis
von 2 ml Pufferlésung pro ml Perlen. Diese Pufferlésung
enthielt als Stabilisator 0.09 mg menschliche Plasmaprotein-

ss fraktion pro ml. In Tabelle A wird der Proteingehalt und die
Interferonaktivitit, welche zu 68% wiedererhalten wurde,
festgehalten. ,
Nach dem Eluieren wurden die Glasperlen durch mehr-
tigiges-Spiilen mit starken Sduren und anschliessendem Wa-

60 schen mit destilliertem Wasser bis zur Neutralitit regene- - -
riert. Vor dem Wiedergebrauch wurden sie im Autoklaven
sterilisiert.

Ein Teil der vereinigten Eluate wurde gegen 4 x 500 ml,
einer phosphatgepufferten Solelosung, weiche 0.02 m Na-

6s triumphosphat und 1.0 m Natriumchlorid enthielt und einen
pH-Wert von 7.4 hatte dialysiert. Die Pufferlésung wurde
alle 68 Stunden gewechselt. Als Resultat erreichte der pH
den Wert 7.4 und die Glycinkonzentration verringerte sich
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von 0.3 m auf ungefihr 0.0001 m, wihrenddem ein Na-
triumchloridgehalt von 1.0 m eingefiihrt wurde.

Die resultierende Interferonldsung wurde mit einer
Durchlaufgeschwindigkeit von 20 ml/Std. durch eine mit im-
mobilisierte Zinkchelat gefiillte Siule von der Dimension 0.9
x 8 cm geschickt. Das unldsliche Zinkchelat wurde durch
Kupplung von Iminodiacetat an epoxyaktivierte Sepharose
6 B und anschliessendes Zufiigen von Zinkchloridlésung,
wie von Edy et al, in J. Biol. Chem. 252, 5934-5935 (1977)
vorgeschlagen, hergestellt.

Nach dem Auftragen des Interferons wurde die Sdule mit
10 ml phosphatgepufferter Solelosung (wie sie fiir die Dialy-
se verwendet wurde), um ungebundenes Protein zu entfer-
nen, und mit 3 x 10 ml einer 1.0 m Natriumchlorid enthal-
tenden 0.1 m Natriumacetatpufferlésung von pH 5.9, um ge-
bundenes ungewiinschtes Protein zu entfernen, gewaschen.

Danach wurde die Siule mit 2 x 10 ml einer 0.1 m Na-
triumacetatpufferldsung, welche 1 m Natriumchlorid ent-
hielt und einen pH-Gradienten von 6-4 zeigte, eluiert. Die
Fraktionen im pH-Bereich von 5.2-4.5 wurden gesammelt,
da sie den Hauptteil der Interferonaktivitit enthielten.

In Tabelle A wird der Proteingehalt und die Interferon-
aktivitit der resultierenden Losung festgehalten. Die Interfe-
ronaktivitit, welche in diesem zweiten Schritt wiedergefun-
den wurde, betrug 94%, was einer Gesamtausbeute iiber bei-
de Stufen von 64% entspricht.

Das Eluat zeigte eine spezifische Interferonaktivitit von
ungefihr 1.1 x 10° Einheiten/mg, was bedeutet, dass das
Produkt eine sehr hohe Reinheit aufwies.

Die Zinkchelatsiule wurde durch Waschen mit 5 x 10
ml einer 0.05 m EDTA phosphatgepufferten Losung von pH
7.4 regeneriert. Das verbliebene EDTA wurde durch Wa-
schen mit 5 x 10 ml phosphatgepufferter Solelésung (pH

s 7.4) entfernt. Dann wurde erneut Zink eingefiihrt durch Wa-
schen bis zur Sittigung mit einer 0.1 m Natriumacetatldsung
(pH 4.0), welche 1 m Natriumchlorid und 0.001 m ZnCl,
enthielt. Der Sittigungspunkt wurde durch die Beobachtung
einer Fillung festgestellt, welche entsteht, wenn man einen

10 Tropfen Eluat mit einer kleinen Menge Natriumcarbonatl6-
sung mischt. Danach wurde der Zinkiiberschuss mit Natri-
umacetatpufferlosung von pH 4 ausgewaschen und die Ko-
lonne fiir den Wiedergebrauch auf pH 7.4 dquilibriert, in-
dem man mit 5 x 10 ml phosphatgepufferter Solelosung ge-

1s waschen hat.

Die Reinheit des Endprodukts wurde durch Proteinbe-
stimmung, Acrylamid Gelelektrophorese und Applikation
an menschlicher Haut getestet. In der Proteinbestimmung
(Fluorescaminmethode) war die Proteinmenge fast unmess-

20 bar (der Grenzwert in dieser Methode betrégt ungeféhr 2 pg
pro ml). Nach Markierung mit einem radioaktiven Isotop
und anschliessender Autoradiographie zeigte die Elektro-
phorese an Acrylamidgel nur eine einzige radioaktive Zone
mit einem Molekulargewicht von ungefahr 22 000. Bei der

25 Priffung am Menschen zeigte sich keine Hautreaktion. Dies
fiihrt zum Schluss, dass das Produkt dieses Beispiels einen
hohen Reinheitsgrad aufweist und man es fiir volistindig
rein halten kann. :

Tabelle A

Material Volumen Total Protein Total Aktivitéit spez. Aktivitit

mi mg Einheiten Einheiten/mg
Startlosung 125 67.92 4 x160° 5 x10*
Glasperlen
nicht adsorbiert i
+ Waschphasen 300 60.81 0 0
Eluate 34 2.04 2.7 x 108 1.5x 108
dialysierte Losung 34 2.04 2.7 x 108 1.5x 106
Zinkchelat:
nicht adsorbiert
+ 1. Waschphase 44 2.03 0 0
2. Waschphase 30 0 0 0
Eluate 3 ~0.002 2.55% 1068

Beispiel H

Fiir zwei Versuche in grossem Massstab wurde das glei-
che Ausgangsmaterial wie in Beispiel I verwendet. Die Ver-
suchsbedingungen waren dhnlich wie die in Beispiel I mit
Ausnahme der Dialyse, in welcher 4 x 4 It einer phosphat-
gepufferten Soleldsung verwendet wurden und der Zinkche-
Tatkolonne, welche die Abmessungen 1.5 x 16 cm aufwies.
Die Zinkchelatkolonne wurde zuerst mit T x 30 ml phos-
phatgepufferter Soleldsung und dann mit 5 x 30 ml Natri-

~ L1x10°

55 tionen im pH-Bereich von 5.2-4.5 wurden gesammelt und
enthielten die Hauptmenge an Interferon.

Der Proteingehalt und die Interferonakfivitit der Start-
I6sung werden in Tabelle B aufgefiihrf. Aus dieser Tabelle
geht hervor, dass die wiedergefundene Interferonaktivitdt im

co ersten Schritt 57.5 resp. 58% und im zweiten Schritt 91.4
resp. 91.6% und fiir das gesamte Verfahren 52.6 resp. 53.2%
betrug.

Die Eluate zeigten eine spezifische Interferonaktivitit
von ungefihr 1.7 x 10° und 2 x 10° Einheiten/mg, was ei-

umacetatpufferlosung gewaschen. Das Eluieren wurde mit 2 65 ner hohen Reinheit entspricht. Die Reinheit wurde ferner

x 30 ml einer 0.1 m Natriumacetatpufferlosung von pH 4.2,
welche 1.0 m Natriumchlorid enthielt, durchgefiihrt, was
sich in einem pH-Gradienten im Eluat auswirkte. Die Frak-

wie in Beispiel I getestet und ergab dhnliche Resultate. Dies
bedeutet, dass das vorliegende Verfahren effektiv fiir grosse
Ansétze verwendbar ist.
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Tabelle B
Material Volumen Total Protein Total Aktivitét spez. Aktivitét
ml mg Einheiten Einheiten/mg
Startlosung 3200 1075.2 64 x107 5.9 x10*
3200 1462.9 1.5 x108 10.3 x 10*
Glasperlen )
nicht adsorbiert 4700 - - -
+ Waschphasen 4700 - - -
Eluate 280 124.6 3.68 x 107 2.96 x 105
280 169.54 8.7 x 107 5.13x 10°
dialysierte Losung 100 44.46 1.32x 107 2.96 x 105
100 60.55 3.11x 107 5.14x 105
Zinkchelat:
nicht adsorbiert 130 42.51 0 0
+ 1. Waschphase 130 60.01 0 0
2. Waschphase 150 1.60 0.76 x 109 0.47 x 106
150 0.48 = -
Eluate 10 ~0.007 12.02 x 108 ~1.7 x10°
10 0.014 2.85x107 2 x10°
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