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Keksinndn kohteena on menetelmd ihmisen fibroblasti-in-
terferonin valmistamiseksi homogeenisena proteiinina. Menetel-
mdssd kdytetddn affiniteettikromatografiaa ja suurpaine-neste-
kromatografiaa (HPLC).

Interferonin keksimisestd ldhtien (Isaacs ja Lindenmann
vuonna 1957) on sekd leukosyyteistd ettd fibroblasteista eris-
tettyd interferonia.yritetty kaikkialla maailmassa eristii
homogeenisena peptidinid sellaisissa midirin, ettd niiden avulla
on mahdollista suorittaa interferonin spesifisten, seki biolo-
gisten ettd kemiallisten ominaisuuksien karakterisointi ja mda-
ritys. Samalla kun useat tutkijat vaativat, ettd hiiren tai ih-
misen interferoni on puhdistettava homogeeniseksi, ei heistd
kukaan esitd yhtdin klassista todistetta proteiinin homogeeni-

suuden puolesta tai kuvaa luultavasti puhtaita yhdisteiti.
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HPLC:n (suurpaine - nestekromatografia) kdyttd proteii-

nien puhdistamiseen on yleisesti tunnettua. Kirjallisuudessa on
erityisesti kuvattu ioninvaihto- ja ekskluusiokromatografiaan kdy-
tettdvid pylvédstyyppejd, jotka soveltuvat proteiinien puhdistuk-
seen /esim. Regnier ja Noel, J. Chromatog. Sci. 14 (1976) 316 ja
Chang et al., Anal. Biochem, 48 (1976) 1839/. Kididnteisfaasikro-
matografiassa on kdytetty menestyksellisesti esim. Lichrosorb
RP-18-pylvditd, joiden pohjana on oktadekyylilld modifioitu
SiOZ, peptidien, kuten /ﬁ-endorfiinin puhdistukseen /katso esim.
Rubinstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74 (1977) 4969-72/

On edelleen tunnettua, ettd ihmisen fibroblasti-interfe-

ronin puhdistukseen voidaan kdyttdd affiniteettikromatografiaa.
Davey et al., J. Biol. Chem. 251 (1976) 7620, kuvaavat Conca-
navalin A-Sepharose 4B:n kdyttd& puhdistetun ihmisen fibroblas-
ti-interferonin valmistukseen. Jankowski et al., Biochemistry 15
(1986) 5182, kdyttdvdt Blau Dextran Sepharosea samaan tarkoituk-
seen. US-patenttijulkaisun 4 172 071 (de Maever et al.) mukai-
sesti onnistuu leukosyytti- ja fibroblasti-interferonia sis&dltéa-
vien erilaisten raakojen liuosten puhdistus affiniteettikromato-
grafialla Blau Dextran Sepharose-pylvddssd, jolloin saadaan val-
misteita, joiden spesifinen aktiivisuus on 1-5 X 108 kansainva-
listd interferoni-yksikkod. Muita puhdistusvaiheita ei esitetd,
ja saadut interferoni-valmisteet sisdltdvdt vield suuressa osas-
sa tuotteita interferonin kaltaista aktiivisuutta, tosin ne ovat
suureksi osaksi vapaita epdpuhtaista proteiineista.

Keksinndn mukaiselle menetelmdlle ihmisen fibroblasti-in-
terferonin valmistamiseksi homogeenisena proteiinina on tunnus-
omaista, ettad

A. epdpuhtaan, ihmisen fibroblasti-interferonin vesiliuos
pannaan affiniteettikromatografia-pylvddseen, johon interferoni
adsorboituu, interferoni eluoidaan ja se saadaan eluaatin tie-
tyissd fraktioissa erittdin puhtaana, ja

B. saadut interferoni-fraktiot pannaan HPLC-olosuhteiden
mukaisesti yhteen tai useampaan puskurilla tasapainoitettuun
kromatografia-pylvddseen, jonka perustana on sykloheksyyli-,
fenyyli-, difenyyli-, oktyyli-, oktadekyyli- tai syanopropyyli-

ryhmid sisdltdva Siozvmatriisi, jolloin interferoni adsorboituu



’ 70727

ja se eluoidaan kussakin tapauksessa veden kanssa sekoittuvan
livottimen gradientilla, joka liuotin on puskuroidussa, happa-
messa, vettd sisdltdvidssd jdrjestelmdssd, niin ettd interferoni
saadaan eluaatin tietyissd fraktioissa yhden ainoan selvidpiir-
teisen piikin muodossa.

Menetelmdn affiniteettikromatografia-vaiheissa voidaan
kdyttdd Concanavalin A-Sepharose 4B:td tai Blau Dextran Sepha-
rosea, jolloin viimeksimainittua pidetddn parempana oleellises-
ti korkeampien saantojen sekd kestdvdmmidn lopputuotteen vuoksi.

Affiniteettikromatografian suorittamiselle voidaan antaa
seuraava yleinen tydohje, kun kdytetddn Concanavalin A-Sepharose
4B:ta:

(a) 20-30 pylvddntilavuutta raakaa ihmisen fibroblasti-
interferonia (spesifinen aktiivisuus noin 104 yksikk&d/mg), joka
on Eaglen "minimalmediumissa” sisdltden 5 % vasikan sikidn see-
rumia, pumpataan Concanavalin A-Sepharose 4B-pylvddseen ldpivir-
tausnopeuden ollessa 30-60 cm/tunti;

(b) pestddn fosfaatilla puskuroidulla keittosuolaliuoksel-
la (PPK), pH 7,2;

(c) pestddn PPK-0,1 M x-metyylimannosidilla (.xX-MM) Jja

(d) eluoidaan PPK-0,1 M X -MM:1la, joka sisdltdd 50 %
etyleeniglykolia (tilav./tilav.).

Vaiheen (d) jdlkeen saatu, puhdistcttu interferoni sisdltdd
spesifistd aktiivisuutta noin 107 yksikkdd/mg saannon ollessa
noin 10-30 %.

Affiniteettikromatografian suorittamiselle voidaan antaa
seuraava yleinen tydohje, kun kdytetddn Blau Dextran Sepharosea:

(a) 10-40 pylvddntilavuutta viljelmdn yldpuolella olevaa
livosta (1-3 x lO4 yksikkdd/ml, 0,2-1 mg proteiinia/ml), jonka
NaCl sisdltd sdddetddn 1,25 M:ksi lisddmdlld kylldstettyd NaCl-
livosta, pumpataan pylvddseen kdyttden lineaarista ldpivirtaus-
nopeutta 20-40 cm/tunti;

(b) pylvds pestddn 5-15 pylvddntilavuudella 1M NaCl/0,02-
0,05 M fosfaattia ja sen jdlkeen 5-15 pylviidntilavuudella 1 M
NaCl/0,02-0,05 M fosfaattia, joka sisdltdid 15 © (tilav./tilav.)
etyleeniglykolia (pH 7,2) ja
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(c) interferoni eluoidaan 1 M NaCl/0,02-0,05 M fosfaatil-
la, joka sisdltds 50 % (tilav./tilav.) etyleeniglykolia (pH 7,2).

Saadun interferonin spesifinen aktiivisuus on noin
3 x lO6 vksikkdd/mg, ja tdssd vaiheessa sen saanto voi olla noin
80 %.

Affiniteettikromatografiassa kdytettyd Blau Dextran Sepha-
rosea voidaan saada kytkemdlld Blau Dextrania (Dextraniin kyt-
kettyd Cibacron Blau F3GA:a) CNBr-aktivoituun Sepharose 4B:hen
PH 9,5:ss4.

Tdlld kytkemismenetelmdlld, samoinkuin hartsin pesemiselld
ja vanhentamisella sekd pylvd&dn kuormittamisella sekd eluoinnilla
on ratkaiseva merkitys maksimaalisten saantojen sekd erittdin
puhtaan ihmisen fibroblasti-interferonin saamiseksi.

Jos interferoni on perdisin seerumittomasta elatusainees-
ta, se saadaan puhtaaksi kdyttdmdlld yhtd tai kahta tydvaihetta
Blau Sepharose 4B-pylvddssd sekd eluointia etyleeniglykolin pus-
kuroidulla vesiliuocksella (30-50 % tilav./tilav., pH 7,2).

Interferonin jatkopuhdistusta varten sitid kidsitellddn af-
finiteettikromatografian jdlkeen yhden tai useamman kerran pre-
paratiivisella HPLC:11&, jolloin interferonin liukoisuus on suuri
ja saanto korkea. HPLC:din kdytetddn pylvditd, joiden perustana
on huokoinen SiOz—matriisi, johon on sidottu sykloheksyyli-,
oktyyli-, oktadekyyli-, fenyyli-, difenyyli- tai syanopropyyli-
ryhmd. N&illd pylv&dillsd, joita voidaan kdyttdid peridkkiin sekd
erilaisissa pH-olosuhteissa samoinkuin voidaan eluoida orgaani-
sen eluentin erilaisilla gradienteilla, voidaan ihmisen fibro-
blasti-interferoni puhdistaa homogeeniseksi. Interferonin homo-
geenisuus on saavutettu silloin, kun natriumdodekyylisulfaatti
(NaDodSO4)—polyakryyliamidi-geelie1ektroforeesilla saadaan yksi
ainoa vydhyke, saavutetaan vakio spesifinen aktiivisuus ja
HPLC:1ld saadaan yksi ainoa huippu, jolloin aktiivisuus- ja
proteiinivy8hykkeet ovat yhtadpitavat.

Kaupallisesti on saatavissa kromatografia-pylvditid, joiden
pohjana on epdsddnndllisen muotoinen, tdysin huokoinen Si02-mat-
riisi (partikkelikoko noin 10-5 mm) , joka sisdltdd sykloheksyyli-,
oktyyli-, oktadekyyli-, fenyyli- tai syanopropyyli-ryhmii. Eridsta

soveliasta HPLC-jdrjestelmdd on kuvattu US-patenttijulkaisussa



70721

4 116 046 (Stanley Stein).

Keksinndn mukaisesti ihmisen fibroblasti-interferonin
affiniteettikromatografialla puhdistettu liuos pannaan vettd si-
sdltdvdssd puskurissa, jonka pH on 4-8, Sioz—pylvééseen. Tahdn
tarkoitukseen edullinen puskuri on pyridiini/muurahaishappo/vesi-
seos (8:8:84, tilav./tilav.). Tavallisesti ty&skennelldin paineen
alla, edullisesti paineessa 0,34-34 MPa. Pylviiseen sidottu inter-
feroni elucidaan tdmdn jdlkeen selektiivisesti ja kdytetddn vet-
td sisdltdvdd puskuriseosta sekd veden kanssa sckoittuvan orgaa-
nisen liuottimen gradienttia. Sopivana, veden kanssa sckoittuvana
orgaanisena liuottimena tulevat ennen kaikkea kysymykseen alkano-
lit, kuten n-propanoli, isopropanoli, n-butanoli, tert.-butanoli,
etanoli ja metanoli. Erityisen hyvin ihmisen fibroblasti-inter-
feronin eluointiin soveltuu propanolin ja butanolin seos.

Eluaatti fraktioidaan tavalliseen tapaan, ja yksittdisten
jakeiden proteiinisisdltd rekisterdidididn erittdin herkdn tarkis-
tuslaitteen avulla. Erdstd tdhdn soveltuvaa jidrjestelmidd ovat
kuvanneet Bohlen et al., Anal. Biochem. 67 (1975) 438 (vrt. myOs
patenttijulkaisu 3 876 881).

HPLC:hen soveltuvan hartsin valinta riippuu ihmisen fibro-
blasti-interferonin alkuperdstd ja puhtaudesta. Materiaali, joka
on perdisin Concanavalin A-Sepharose-pylvaddstd, puhdistetaan tar-
koituksenmukaisesti HPLC:n avulla sykloheksyylilld modifioidussa
SiOz—pylvééssé ja tdmdn jdlkeen oktyylilld modifioidussa SiO2-
pylvddssd, kunnes se on homogeenista. Toisaalta Blau Dextran-
pylvddstd perdisin oleva aine puhdistetaan homogeenisesti yhden
tai useamman tyodvaiheen avulla kayttdmdlld oktyylilld modifioitua
SiOz—pylvésté tai kuljettamalla aine yhden oktyylilld modifioidun
sekd yhden syanopropyylilld modifioidun SiOz-pylvéén ldpi seka&
lopuksi, tarvittaessa, yhden difenyylillid modifioidun Sioz-pylvéén
ldpi. Jos aine on perdisin valmisteesta, jossa ei ole seerumia,
suoritetaan affiniteettikromatografia Blau Sepharose-4B-pylviidssi,
ja tdl116in riittad yksi oktyylilld modifioidulla SiOz-pylvééllé
suoritettu tydvaihe homogeenisuuden saavuttamiseksi.

Koska ihmisen fibroblasti-interferoni on herkkd orgaani-

sille liuottimille, kuten propanolille, butanolille tai 2-metoksi-
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etanolille neutraalissa pH:ssa, suoritettiin kromatografia hap-
pamella pH-alueella. Koska ihmisen fibroblasti-interferoni on
hydrofobisempi kuin leukosyytti-interferoni ja koska edelleen
muita, hydrofobisempia proteiineja on osittain puhdistetuissa
fibroblasti-interferoni-valmisteissa, osoittautuu propanolin ja
butanolin seos eluutioaineena parhaimmaksi HPLC:ssd kdytetyissi
kddnteisfaaseissa. Tdmdn seoksen avulla oli mahdollista rajoittaa
orgaanisen liuottimen tilavuutta ja saada tdten vihemmdn artefak-
teja eluaatista.

Kyseessd olevan keksinndén mukaisesti saatu, homogeeninen
ihmisen fibroblasti-interferoni eristettiin kulloinkin viimeisen
HPLC-pylvddn jdlkeen yksittdisen huipun muodossa, ja se tuotti
vyhden, yksittdisen, kapean vyShykkeen NaDodSO4-polyakryyliamidi—
geelielektroforeesissa 2-merkaptoetanolin ldsniollessa. Geelin
uutto tuotti yhden ainoan huipun, jolla oli virusten vastaista
aktiivisuutta ja joka oli yhtdpitdvd proteiinivydhykkeen kanssa.
Tdhdn tarkoitukseen voidaan kdyttdd kaikkia tavallisia, ihmisen
fibroblasti-interferonin aktiivisuusmiddrityksii.

Homogeenisen ihmisen fibroblasti-interferonin molekyyli-
paino polyakryyliamidigeelielektroforeesilla mddritettynd nousi
noin 20500:aan. Puhdistetun aineen spesifinen aktiivisuus oli
noin 4 x 108 yksikkdd/mg.

Seuraava N-terminaalinen osittaissekvenssi voitiin mdardti
homogeenisesta ihmisen fibroblasti-interferonista suoritetussa
kokeessa: Metl—Ser-Tyr-Asn—Leu5—Leu—Gly-Phe—Leu—GlnlO-Arg-Ser—Ser—
Asn—PhelS—Gln—...—Gln-Lyslg—...

Interferonilla on virusten ja tuumoreiden vastaista sekd
immunosupressiivista aktiivisuutta. Ndmd8 aktiivisuudet voitiin
mddrittdd vieldpd kliinisessd mittakaavassa antamalla 1-10 x 106
vyksikkod/pdivd suhteellisen epdpuhtaita valmisteita, jotka sisidl-
sivdt vdhemm&n kuin 1 % ihmisen interferonia. Puhdistettua, homo-
geenista, tdmdn keksinndén mukaisesti saatua ihmisen fibroblasti-
interferonia voidaan k&dyttdd samalla tavalla, kuten jo interfero-
ni-valmisteista on tunnettua, mukauttamalla annostus lisddntyvdin
puhdistusasteeseen.

Kyseessd olevaa keksintdd valaistaan scuraavin esimerkein.

Kaikki yksikkoind/ml tai yksikkdind/mg ilmaistut interferonitiit-



70721

terit viittaavat US National Institutes of Healthin ihmisen

leukosyytti-interferoni standardiin (GO 23-901-527).
Esimerkki 1

Concanavalin A-affiniteettikromatografia

50 ml Concanavalin A-Sepharose 4B:3 (tasapainoitettu
PPK:1lla, pH 7,2, sisdltden 0,1 M @&-MM:a) pakattiin 50 ml:n
polypropyleenipylvéddseen, joka oli varustettu polyetyleeni-sint-
terilld. Siihen pantiin 1,25 1 raakaa interferoniliuosta
(2 x lO7 yksikkdd, spesifinen aktiivisuus 2 x lO4 vksikk8d,/mqg)
virtausnopeuden ollessa 180 ml/tunti (35,5 cm/tunti). Pylvds pes-
tiin sitten 150 ml:1la PPK:a ja 600 ml PPK:a, joka sisilsi 0,1 M
ol -MM. Interferoni eluoitiin lopulta ylldmainitulla puskurilla,
joka sisdlsi 50 % (tilav./tilav.) etyleeniglykolia. Saanto 9 %
(1,8 x 106 yksikkdd, spesifinen aktiivisuus noin 1 x 107 yksikk&&d/mgqg) .
Huipun vy&hykkeen leveyden ollessa suurempi saatiin, ottamalla
mukaan muita jakeita,saannoksi 15 % (3 x 106 vksikk&d, spesifinen
aktiivisuus 2-4 x 10° yksikksd/mg) .

HPLC

Concanavalin A-Sepharose 4B-pylviidn eluaattia 120 ml

(2,5 x 106 yksikko6d, noin 2-4 x 106 yksikk8&d/mg) pantiin virtaus-
nopeudella 0,4 - 0,8 ml/min suoraan pylvididseen, jonka koko oli
4,6 x 300 mm ja jonka pohjana oli sykloheksyyliryhmid sisdltivi
Sioz—matriisi (Chromegabond 10 n), joka oli aiemmin tasapainoitettu
pyridiini/muurahaishappo/isopropanoli/vesi-seoksella (8:8:20:64,
tilav./tilav., puskuri A), ja maksimaalinen paine oli alle 306 atm
(31 MPa). Systeemi vastasi olennaisesti Bohlen et al. Anal.
Biochem. 67 (1975) 438 kuvaamaa jdrjestelmis.
Ldpivirtausnopeudella 0,4 ml/min kdytettiin seuraavaa gra-
dienttia, alkaen puskurista A, puskurille B (pyridiini/muurahais-
happo/isopropancli/n-butanoli/vesi, 8:8:25:20:39, tilav./tilav.):
0-25 % B, 32 min; 25-60 % B, 225 min, 60-100 $ B, 63 min. Koottiin
2,0 ml:n jakeet. Yhdistetyt jakeet 26-29 (Z x lO6 yksikkdd) laimennet-
tiin4ml:11a pyridiini/muurahaishappo-seosta ja pantiin suoraan pyl-
vddseen, jonka koko oli 4,6 x 300 mm ja jonka pohjana oli oktyyli-
ryhmid sisdltdvi Sioz-matriisi (Chromegabond 10 p). Se eluoitiin

sykloheksyyli-pylvddlle ilmoitetuissa olosuhteissa. Spesifinen
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aktiivisuus aktiivisuushuipun keskelld oli noin 4 x 108 yksik-
kdd/mg puhdistetun ihmisen fibroblasti-interferonin kokonaissaan-
non ollessa lO6 yksikkda.

Concanavalin A-pylvadssd puhdistettu interferoni eluoidaan
HPLC:n avulla sykloheksyyli- tai oktyyli-ryhmid sisdltdvidssi
pylvddssd. Kun eluoidaan HPLC:11d ensin oktyyli-pylvddssi, niin
interferoni eluoituu suoraan ennen pddhuippua, kun se taas,
kdytettdessd sykloheksyylipylvdstd ensimmdisend pylvdidnid, eluoi-
tuu vdlittOmdsti pédpiikin jdlkeen. HPLC:11d puhdistetun ihmisen
fibroblasti-interferonin ndytteet tutkittiin elektroforeesilla,
jossa kdytettiin 12,5 tai 15 %:ista NaDodSO4—polyakryyliamidi—
geelid Tris/glysiinipuskurissa (1 mg proteiinia). Coomassie Blaulla
(siniselld) suoritetun vdrjayksen jdlkeen saatiin yksi ainoca vyd-
hyke. Midritt&mdlld virusten vastainen aktiivisuus todettiin, etta
pddosa tdstd aktiivisuudesta oli véarjédytyneen vyBhykkeen keskus-
tassa. Molekyylipainoksi saatiin noin 20 500 kdyttdmdlld naudan-
seerumin albumiinia, kymotrypsiinid, sytokromi c:t3d ja ribonukleaa-
sia vertailuaineina. Ihmisen fibroblasti-interferoni-vydhykkeen
suhteellinen liikkuvuus ei ollut riippuvainen merkaptoetanolin
ldsndolosta ndytteessi.

Esimerkki 2

Blau Dextran-Sepharose 4B-pylvddn valmistus

50 g kuormitettua Sepharose 4B:td pestiin 1 1l:1lla vettd,
ja suspendoitiin vield kerran 50 ml:aan tislattua vettd. Lisdttiin
15 g hienojakoista CNBr:a kevyesti sekoittaen ja pH-arvo sidddettiin
lli0,2:een lisddmdlld pisaroittain 10N NaOH:ta. Lamp&tila pidet-
tiin jditd lisdamidlli 20i SOC:ssa. 15-20 minuutin kuluttua sekoi-
tettiin yhden tilavuuden kanssa jddvettd, ja suspensio pestiin
Buchner-suppilossa vield kerran 5 tilavuudella 0,01 N HCl:a.
Aktivoitu hartsi suspendoitiin heti 50 ml:aan 0,4 M natrium-
karbonaattipuskuria (pH 9,5), joka sisdlsi 1,00 g liuotettua Blau
Dextrania, ja ravistettiin yo6n yli 4°C:ssa pyoredpohjaisessa pul-
lossa. Se pestiin 10 tilavuudella 1 M NaCl:a, 2 tilavuudella
50 & (tilav./tilav.) etyleeniglykolia, joka sisdlsi 1 M NaCl:a
ja 0,05 M natriumfosfaattia (pH 7,2), jdtettiin seisomaan y®n yli

50 ¢ (tilav./tilav.) etyleeniglykoliin, pestiin yhdellid tilavuus-
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osalla 80 %:ista (tilav./tilav.) etyleeniglykolia ja 5 tilavuu-
della Gibco nro 11 minimaalielatusainetta (MEM) ja sdilytettiin
tdssd elatusaineessa yli yon 50°C:ssa. Pestiin vield 3 tilavuudella
80 %:ista (tilav./tilav.), vettd sisdltdvdd etyleeniglykolia,

Joka sisdlsi 1 M NaCl:a ja tdmdn jédlkeen 2 tilavuudella MEM:a,
minkd jdlkeen hartsi lietettiin MEM:hen jJa siirrettiin pylvi&-
seen.

Affiniteetti-kromatografia

Seos, jossa oli 1,5 1 raakaa ihmisen fibroblasti-interfero-
nia (2 x 104 vyksikk&d/ml, 1 mg proteiinia/ml, spesifinen aktiivisuus
2 x lO4 yksikk6d/mg proteiinia) ja 0,27 tilavuutta kylldstettyd
NaCl-liuosta (noin 6,3 M) pantiin 50 ml:n polypropyleenipylvidiseen,
jossa oli polyetyleenisintteri ja joka sisdlsi 35 ml Blau Dextran-
Sepharose 4B:td, kdyttden ldpivirtausnopeutta 100 ml/tunti (20 cm/
tunti) . Pylvds pestiin perdkk&in 200 ml:1la 1 M NaCl:a, joka sisidl-
si 0,05 M natriumfosfaattipuskuria (pH 7,2) sekd 500 ml:1la 1 M
NaCl:a, joka sisdlsi 0,05 M natriumfosfaattia (pH 7,2) seki
75 ml:1lla etyleeniglykolia sekd lopuksi eluoitiin 500 ml:1lla 1 M
NaCl:a, joka sisdlsi 0,05 M natriumfosfaattia (pH 7,2) sekd 250
ml:1la etyleeniglykolia. Noin 90 % interferonista eluoitui yhdessdi
ainoassa piikissd 50 % etyleeniglykolia sisdltdvdn liuottimen
adsorptiosyklin kriittisessd pisteessi. Spesifinen aktiivisuus
piikin huipussa, jossa oli enemm&n kuin 50 % koko interferonista,
oli noin 1 x 10

HPLC

(A) 125 ml Blau Dextran-Sepharose 4B-pylvididstd eluoitua

vksikkdd/mg.

interferoni-liuosta (3 x 107 vksikkdd, 1 x lO7 yksikkdéd/mg), pum-
pattiin 4,6 x 300 mm:n pylvddseen, jonka pohjana oli oktyyli-ryhmia
sisdltdva Sioz-matriisi (Chromegabond 10 F)' joka oli esitasapainoi--
tettu 1 M NaCl/50 % (tilav./tilav.) etyleeniglykoli-seoksella.
Virtausnopeudella 0,45 ml/min, l&htien puskurista A (pyridiini/
muurahaishappo/isopropanoli/n-butanoli/vesi, 8:8:20:3,3:60,7 tilav./
tilav.), pidettiin ylld seuraavaa gradienttia siirtym&lli pusku-
riin B (pyridiini/muurahaishappo/isopropanoli/n-butanoli/vesi,
8:8:25:20:39, tilav./tilav.): 0-25 % B, 30 min; 25-55 % B, 190 min;
55-100 % B, 20 min, 100 % B, 60 min. Interferoni-aktiivisuus oli
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olennaisesti yhtdpitdvd fraktioissa 18-23 (jokainen fraktio
sisdlsi 1,5 ml eluutioliuosta) sijaitsevan yhden ainocan proteiini-
piikin kanssa.

(B) Kun applikoitiin noin neljdsosa vaiheessa (A) aplikoi-
dusta mddrdstd samaan pylvddseen sykloheksyyli-pylvddlle esimer-
kissd 1 kuvatuissa olosuhteissa, interferoni-aktiivisuus oli
yhtédpitdvd fraktioissa 24-26 sijaitsevan yhden proteiinipiikin
kanssa.

(C) Kdyttdmdlld samanlaisia olosuhteita kuormituksen,
gradientin sekd virtausnopeuden suhteen kuten (A):ssa sekd saman-
laisia puskureita A ja B kuten (B):ssd oktyyliryhmiid sisidltdvidssi
pylvddssd (9,6 x 500 mm, Chromegabond), niin ettd tuloksena oli
1/9 kuormituksesta kolonnin tilavuutta kohti, saavutettiin parempi
erottumiskyky.

(D) Aine, jolla oli menetelm&dvaiheessa (A) suurin spesifi-
nen aktiivisuus (4 x 108 yksikk6d/mg) kromatografoitiin uudelleen
syanopropyyliryhmid sis&dltdvdssd pylvddssd kdyttden pyridiini/muu-
rahaishappo/vesi (8:8:84 tilav./tilav.)-eluenttia ja yksituntista
gradienttia n-propanolin (0-40 %, tilav./tilav.) suhteen, virtaus-
nopeuden ollessa 0,3 ml/min. Saatiin symmetrinen pid&dpiikki.

NaDodSOs—-polyakryyliamidi-geelielektroforeesi

Esimerkissd 1 kuvatulla tavalla interferonindytteistd, jotka
saatiin menetelmdvaiheessa (A), (B) Ja (C), suoritettu elektro-
foreesi tuotti pddvyodhykkeen, jonka molekyylipaino oli 20 000 ja
joka interferonin aktiivisuuden md&drityksessid piti yhtd aktiivisuus-
piikin keskuksen kanssa. Toinen vydhyke, jonka molekyylipainoksi
osoittautui noin 10 500 ja jossa oli vdri-intensiteettiin nidhden
20-50 % koko materiaalista, vaihteli ndytteestd toiseen, eikd silléa
ollut virusten vastaista aktiivisuutta. Kun ndytteitd ei kdsitelty
merkaptoetanolilla, havaittiin vydhyke, jonka molekyylipaino oli
40 000, mutta jolla oli vain toissijaista aktiivisuutta. VyShykkei-
den, joiden molekyylipainot olivat 20 000 ja 40 000, aminohappo-
analyysit eivdt eronneet toisistaan, kun taas sen vyobhykkeen,
jonka molekyylipaino oli 10 000, analyysi oli hyvin selvidsti

erilainen.
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Menetelmén (D) mukaan saadun interferoni-nivtteen elektro-
foreesi tuotti yhden vy&hykkeen, jonka molekyylipaino, joka oli
noin 20 500, sekd spesifinen aktiivisuus 4 x 107 vksikkoéd/mg.

Téamén homogeenisen peptidin aminohappoanalyysi tuotti
24-tuntisen, 6N HCl:ssd suoritetun hydrolyysin jdlkeen, seuraavat,

leusiinin 25,0:aan verratut arvot:

Asx 15,4 ¥ 0,2 Ala 11,8 £ 0,4 Tyr 9,6 ¥ 0,2
Thr™ 7,8 % 0,3 Cys ei midritetty Phe 7,3 & 0,1
ser™ 7,7 £ 0,2 val 6,9 * 0,1 His 4,5% 0,1
Glx 24,1 % 0,4 Met 2,8 ¥ 0,4 Lys 11,6 ¥ 0,4
Pro 2,8 % 0,4 Ile 8,7 ¥ 0,1 Arg 8,8 ¥ 0,4
Gly 4,9 : 0,3 Leu 25,0 Trp el mddritetty

% korjattu arvo

Esimerkki 3

Blau Dextran-Sepharose-affiniteettikromatografia

(a) 5 1 viljelmdd, joka sisdlsi 19 400 yksikkdd/ml fibro-
blasti-interferonia, suodatettiin 0,3 p:n suodattimen lépi ja
pantiin sitten pylvd&dseen, jossa oli 275 ml Blau Dextran-Sepharo-
sea. Liuoksen NaCl-konsentraatio siidettiin ennen pylvdédseen panoa
1,25 M:ksi NaCl:a lisdamdlld 1350 ml kylldstettyd NaCl-liuosta
(6,3 M), ja se pumpattiin pylvidiseen ldpivirtausnopeudella
360 ml/ tunti. Noin 4-6 % interferonista kulki pylvddan kautta
adsorboitumatta siihen.

(b) Pylvds pestiin sitten l&pivirtausnopeudella 420 ml/tun-
ti 1300 ml:1la vesiliuosta, joka sisidlsi 15 % (tilav./tilav.)
etyleeniglykolia, 1 M NaCl:a sekd 0,02 M natriumfosfaattia (pH 7,2).
Noin 1 % adsorboituneesta interferonista eluoitui pylvadsts.

(c) Interferoni eluoitiin sitten ldpivirtausnopeudella
420 ml/tunti k&dyttden vesiliuosta, joka sisidlsi 50 % (tilav./tilav.)
etyleeniglykolia, 1 M NaCl:a ja 0,02 M natriumfosfaattia (pH 7,2).
Eluaatin ensimmidisen 200 ml:n mukana eluoitui v&h&n interferonia.
Suurin osa interferonista eluoitui eluaatin seuraavaa 300 ml:n

mukana, kuten seuraava taulukko osoittaa:
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Fraktio Fraktio Proteiini Interferoni- Spesif. aktiivi-
nro. ;%i;vuus /ig/ml7 tiitteri suus

/Yks./ml/ /yks./mg7

1 200 ei miiritetty 122 -

2 50 43 3,8 x 10° 9,02 x 10°
3 50 82 11,64 x 10° 1,42 x 10’
4 50 63 7,72 x 10° 1,23 x 10’
5 50 62 1,94 x 10° 3,13 x 10°
6 50 49 9,7 x 10° 1,97 x 10°
7 50 41 3,64 x 10° 8,87 x 10°

Hyvédksikdytetystd interferoniaktiivisuudesta saatiin kaik-
kiaan 114 % takaisin.

HPLC

Blau Dextran-Sepharose-kolonnin fraktiot 2-6 (250 ml;

13 x 10’ yksikkdd, spesifinen aktiivisuus 8,12 x 10°

vksikkdd,/mg)
pumpattiin pylvddseen (9,5 x 500 mm), jonka pohjana oli oktyyli-
ryhmid sisdltdva Sioz—matriisi, ja kdytettiin ldpivirtausnopeutta
4 ml/min. 12 minuutin aikana pumpattiin puskuria A (pyridiini/
muurahaishappo/2-propanoli/n-butanoli/vesi, 8:8:20:2,5:61,5,
tilav./tilav.) ldpivirtausnopeudella 2 ml/min pylv&ddn ldpi. T&min
jdlkeen eluoitiin puskurin B suhteen (pyridiini/muurahaishappo/1-
propanoli/n-butanoli/vesi, 8:8:25:25:34, tilav./tilav.) seuraavin
gradientein kdyttden virtausnopeutta 1,25 ml/min : 0-20 % B,
18 min, 20-29 % B, 57 min; 29 % B isokraattisesti 27 minuutin
aikana; 29-30 $ B, 3 min; 30-100 % B, 36 min; 100 % B, 54 min.
Interferoni-aktiivisuus eluoitiin gradientin isokraattisella
alueella ja vieldpd yhdessd piikin kanssa, joka havaittiin

6

Fluorescamin-tarkkailu-jdrjestelmdn avulla. 45 x 10 yksikk®d inter-

feronia (saanto 35 %), jonka spesifinen aktiivisuus oli 2 x 108
yksikk&&d/mg, yhdistettiin pooliksi (50 ml). Kaksi kuukautta kestd-
neen sdilytyksen jdlkeen -200C:ssa, suljetussa polypropyleeni-
ampullissa oli aktiivisuus laskenut 10 %:iin HPLC:n jdlkeisestd

aktiivisuudesta. Proteiinitappiota ei ilmennyt.
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Tédmd 50 ml:n suuruinenpooli (spesifinen aktiivisuus noin
0,2 x 108 yksikkdd/mg) laimennettiin 1 ml:lla tiodiglykolia ja
20 ml:1lla n-propanolia. Madidrityksen perusteella tdmd seos sisdlsi
kaikkiaan 4,26 x lO6 yksikkdd. Seokseen lisdttiin 100 ml 0,1 %
Triton X-100/0,3 % tiodiglykoli-seosta. Tami seos, joka madrityk-
sen mukaan sisdlsi kaikkiaan 5,1 x 106 yksikkdd, pumpattiin 30 mi-
nuutin kuluessa pylvddseen, jonka pohjana oli CN-ryhmid sisdltivai
Sio2~matriisi (4,6 x 250 mm, 5 p/8 x 106 mm, Spherisorb) ja joka
oli tasapainoitettu pyridiini/muurahaishappo/vesi-seoksella
(8:8:84, tilav./tilav., puskuri A). Kdytettiin seuraavaa gradient-
tia puskurin B suhbaxl(pyridiini/muurahaishappo/n-propanoli/vesi,
8:8:50:34, tilav./tilav.) sekai virtausnopeutta 0,5 ml/min:

0-25 % B, 30 min; 25-50 % B, 210 min. Interferoni-aktiivisuus
eluoitui ainoan médédritetyn piikin mukana. 4,2 x 106 yksikkdad (82 )
saatiin takaisin kolmessa 1 ml:n fraktiossa.

Tamd pooli, joka muodostaa 69 % ensimmiiseen CN-pylvddseen
pannusta proteiinin kokonaism&ddrdstd, sekoitettiin 2 ml:n kanssa
0,1 % Triton X-100:a ja pantiin vield kerran samaan CN-pylvdaseen.
Se eluoitiin samoja gradientteja kdyttien puolessa ajassa. Kokonais-
aktiivisuus (11,75 x lO6 yksikkd8d, saanto 280 %) eluoitui yhdessi
ainoassa piikissi.

Toisen CN-pylvd&dn interferoni-aktiivisuutta sisiltavit
fraktiot (4 ml) pumpattiin virtausnopeudella 1,5 ml/min pylv&iseen,
jonka koko oli 4,6 x 250 mm, ja jonka pohjana oli difenyyli-
ryhmid sisdltidvi Sioz-matriisi Ja joka aiemmin oli kdsitelty kaksi-
tuntisella, lineaarisella gradientilla puskurista A puskuriin B
(sama puskuri kuin CN-pylviille) seki tasapainoitettu puskurilla A.

Kdytettiin seuraavaa gradienttia seki virtausnopeutta
0,5 ml/min: 0-25 % B, 22 min; 25-50 % 98 min. Toinen piikki, joka
eluoitui, kun gradienttilaite osoitti 33 %:a puskuria B, piti yhtd
interferoni-aktiivisuus-piikin kanssa. Tiamin piikin mukana eluoi-
tui kaikkiaan 2,6 x lO6 yksikkdd (22 %) sekd 40 mg proteiinia.

Difenyyli-ryhmid sisdltidvi Sioz-pylvés valmistettiin seuraa-
valla tavalla:

Si0,:a (10~

6N HCl:ssa (10:1, tilav./paino) 24 tunnin ajan sopivasti ravistel-

me, 10_5mm huokoskoko) liuotettiin pehme&dksi

len. Sitten se pestiin vedelli neutraaliksi, ja tdmdn jdlkeen vesi
poistettiin pesemdlld asetonilla ja metanolilla. Yli y&n alennetussa
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paineessa suoritetun kuivauksen jdlkeen palautusjdihdytettiin
piihappoa (10 g) 6 tunnin ajan 100 ml:ssa kuivaa tolueenia, joka
sisdlsi 10 ml diklooridifenyylisilaania. N&in muunneltu piihappo
pestiin seuraavaksi 200 ml:lla tolueenia ja t&mdn jdlkeen Soxhlet-
uuttimessa perdkkdin 250 ml:1lla tolueenia, asetonia sekd metano-
lia kulloinkin 8 tunnin ajan. Lopuksi k&dsiteltiin trimetyylikloo-
risilaanilla edelld kuvatulla tavalla.

Sitten suspendoitiin 3 g:n kantaja-aine eri& kukin 10,7
ml:aan kloroformia ja 2,3 ml:aan n-butanolia, ja tdytettiin
340 atm:n (34 MPa) paineessa ruostumattomasta teriksesti valmis-
tettuja pylvdit4d, joiden koko oli 4,6 x 250 mm. Pylvddt pes-
tiin t&mdn jdlkeen 75 ml:1lla etanolia.

Saadun interferoni-piikin keskifraktion aminohappoanalyysit
tuottivat 5,7 N HCl:ssd suoritetun hydrolyysin jdlkeen seuraavat
tulokset:

Asx 15,4 17,6 17,95 15,2 Thr®
7,8 8,6 8,4 7,3 Ser™
7,7 8,3 9,1 9,9 Glx

24,1 21,1 21,4 n.b. Pro
2,8 n.b. n.b. 3,36 Gly
4,9 6,9 6,6 7,4 Ala

11,8 10,7 10,7 9,9 Cys

n.b. 3,96 3,4 n.b. Val
6,9 7,84 8,2 6,9 Met
2,8 4,5 4,5 3,7 Ile
8,7 8,6 8,9 7,8 Leu

25,0"% 25%% 25%% 25*% Tyr
9,6 10,3 9,0 8,1 Phe
7,3 9,5 9,8 9,0 His
4,5 7,5 6,9 6,1 Lys

11,6 12,3 11,8 11,25 Arg
8,8 11,25 10,6 8,8 Trp

n.b. n.b. n.b. 2,93

24 h. 24 h. 48 h. 24 h.

TGS TGS TGS TGS

TGS tioglykolihappo
% korjaamaton arvo
xx vertailuarvo
n.b. ei mddritetty
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6-, 14- ja 24-tuntisen, 5,7 N HCl:1lla, joka sisdlsi 0,02 %
tioglykolihappoa, 110°C:ssa suoritetun hydrolyysin jdlkeen, kun
kdytettiin difenyylipylvddstd saadun interferoni-piikin keski-
fraktiota, kaksoisamiinianalyysi tuotti 3 glukosamiinitdhdettd
molekyylid kohti.

Ei l6ydetty galaktosamiinia eikd mannosamiinia.

Pddteryhmamadritys tehtiin 90 p molaarisella ndytteellé
difenyyli-pylvddstd saadun interferoni-piikin keskifraktiosta, ja
mddrityksen perusteella Met oli N-terminaalinen aminohappo.

150 pmolaariset sekd@ fibroblasti- ettd leukosyytti-inter-
feroni-ndytteet pilkottiin trypsiinilld ja kromatografoitiin.
Kummastakaan ndytteestd ei 1l8ydetty yhtd&n identtistid peptidifrag-
menttia.

Mddrittdmdlld 1,25 nmolaarisen fibroblasti-interferonin
sekvenssi valmistettiin Met N-terminaaliseksi aminohapoksi, samoin
todettiin oikeaksi Hunkapillarin ja Hoodin, Biochemistry 17,
(1978) 2124 esittdmd sekvenssi 3-10, nimittdin Tyr3—Asn—Leu—Leu—
Gly-Phe-Leu—Glnlo. Sekvenssin mddrittdminen erddstd toisesta 5,9
nmolaarisesta fibroblasti-interferonindytteestd tuotti seuraavan
N-terminaalisen aminohapposekvenssin:

H N—Metl—Ser-Tyr—Asn—LeuS-Leu-Gly—Phe—Leu—GlnlO-Arg—

2
Ser-Ser-Asn-PhelS-Gln—... —Gln—Lyslg-...

Esimerkki 4

Raaka interferoni saatiin ihmisen fibroblasteista (solu-lin-
ja GM 2504A). Raaka materiaali tehtiin 1 molaariseksi natrium-
kloridin suhteen lisdamdlld kylldstettyd natriumkloridiliuosta.
Tdmd materiaali laskettiin Blau Sepharose-4B -nvlvddan ldpi (tila-
vuus 20-25 ml), lidpimitta 2,5 cm, l&dpivirtausnopeus 2,5 ml/min).
Kuormituksen aikana raaka materiaali jd&hdytettiin jdiden avulla.
Kuormituksen jidlkeen pylvds pestiin 250 ml:1lla seuraavaa liuosta
(2,5 ml/min):

30 & etyleeniglykolia, 1 M NaCl, 50 mM NazHPO4 (pH 7,2).

Lopuksi interferoni eluoitiin virtausnopeudella 2,5 ml/min

kdyttien 250 ml seuraavaa liuosta:
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50 % etyleeniglykolia, 1 M NaCl:a, 50 mM NaZHPO4 (pH 7,2).

Midritykselle luonteenomaiset tulokset olivat:
5 % aktiivisuudesta ldpivirtauksessa
10 % aktiivisuudesta 30 %:isessa etyleeniglykoli-liuoksessa

85 % aktiivisuudesta 50 %:isessa etyleeniglykoli-liuoksessa

Ensimmédisen Blau Sepharose-pylvddn interferoni-piikin frak-
tiot koottiin yhteen ja seuraavan liuoksen kanssa etyleeniglykoli-~-
pitoisuus sdddettiin 10 %:ksi (tilav./tilav.):

2 M NaCl, 50 mM NaZHPO4 (pH 7,2).

Tama materiaali pantiin Blau Sepharose-pylvididseen (tilavuus
29-25 ml, l&dpimitta 2,5 cm, l3pivirtausnopeus 2,5 ml/min). Se
pestiin 250 ml:1la liuosta, joka sisdlsi 2 M NaCl:a, 50 mM NazHPO4:a
(pH 7,2) sekd 30 % (tilav./tilav.) etyleeniglykolia sekd eluoitiin
liuoksella, jossa oli 2 M NaCl:a, 50 mM Na2P04:a (pH 7,2) sekd
50 % (tilav./tilav.) etyleeniglykolia.

Interferoni-mddrityksen luonteenomaiset tulokset olivat:

10 % aktiivisuutta ldpivirtauksessa

30 % aktiivisuutta 30 %:isessa etyleeniglykoli-liuoksessa

60 % aktiivisuutta 50 %:isessa etyleeniglykoli-liuoksessa

HPLC

Seuraavaksi tutkittiin Blau Sepharosea 50 %:isen (tilav./ti-
lav.) etyleeniglykolieluaatin ndyte. Sitid seurasivat ndvtteet,
jotka pantiin kaksi kertaa Blau Sepharose-pylvidseen, missi tapauk-
sissa voitiin kdyttdd 30 %:ista tai 50 %:ista etyleeniglykoli-
eluaattia.

Kdytettiin pylvédstd, jonka koko oli 25 x 0,46 cm ja jonka
pohjana oli oktyyliryhmin modifioitu Sioz-matriisi (Lichrosorb
RP-8) . Seuraavaksi pylvds pestiin vedelld ja kuormitettiin sitten
Blau Sepharose-pylvdédn eluaatilla. Pumpun eteen kytkettiin sekoi-
tuskammio (5 ml). TyOskenneltiin ldpivirtausnopeudella 22 ml/tunti
kdyttden seuraavaa, asteittaista n-propanolin gradienttia vakio
PH 4,2:ssa, joka saatiin aikaan 1 M muurahaishappo/0,8 M pyridiini-

suhteen avulla:
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0 % 10 min, 30 % 40 min; 32 % 40 min.

Lopuksi pylvds pestiin 60 %:isella n-propanolilla ja
tasapainoitettiin ennen seuraavaa kdytt6d 1 M muurahaishapolla
ja 0,8 M pyridiinilli.

Interferoni eluoitiin 32 %:isella n-propanoli-eluaatilla
(80. ja 90.minuutin v&1lill¥). T&m&d materiaali oli homogeenista
NaDodSO4—akryyliamidi-geelielektroforeesin perusteella (varjdys
Coomassie Blaulla tai ndytteen edeltdvi merkitseminen fluramilla).

Aminohappoanalyysi (24-tuntinen hydrolyysi, 0,2 % TGS
(= tioglykolihappo), 5,7 N HCl) suoritettiin yhdeksidstd uudesta
erilaisesta ndytteestd, jotka oli otettu neljdstd erilaisesta val-
misteesta. Keskimddrdinen aminohappokoostumus leusiinin arvon

22,0 suhteen kdy ilmi seuraavasta taulukosta.
+

Asx 15,1 ¥ 0,7 Met 4,5 0,7
Thr™ 7,0 £ 0,5 Ile 9,4 ¥ 0,1
ser™ 7,5 ¥ o,s Leu 22,0

Gly 22,2 % 0,5 Tyr 8,8 % 0,2
Pro ei miiritetty Phe 8,0 £ 0,3
Cys 3,02 0,3 His 4,5 % 0,1
Gly 6,9 & 0,7 Lys 11,0 £ 0,6
Ala 7,4 % 1,0 Arg 11,9 £ 0,7
Val 5,7 hs 0,5 Trp el madritetty

% korjaamaton arvo

Eri ndytteistd (24-tuntinen hydrolyysi 6N HCl:ssa 0,2 %
tioglykolihapon, TGS kanssa), jotka oli saatu tissi sekd edelli
esitetyssd esimerkissi kuvatuilla menetelmilld, eri aikoina suori-
tettujen analyysien perusteella homogeenisella ihmisen fibroblasti-
interferonilla on seuraava aminohappokoostumus (t 15 %).

Asx 15,1 Gly 6,9 Tyr 8,8
Thr™ 7,0 Ala 7,4 Phe 8,0
ser™ 7,5 val 5,7 His 4,5
Glx 22,2 Met 4,5 Lys 11,0
Pro 3,0 Ile 9,4 Arg 11,9
Cys 3,0 Leu™™ 22,0 Trp 3,0

x korjaamaton arvo
xx vertailuarvo
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Esimerkki 5

Homogeeninen ihmisen fibroblasti-interferoni (1,5 mg),
jonka spesifinen aktiivisuus oli 4 x 108 yksikkdd/mg, liuotettiin
25 ml:aan 5 %:ista normaalia ihmisen seerumialbumiinia. Liuos
suodatettiin bakteriologisella suodattimella ja jaettiin 100
aseptiseen ampulliin. Jokainen ampulli sisdlsi : 6 x lO6 yksikkda
interferonia, joka soveltui parenteraaliseen annosteluun. Ampullit

sdilytettiin kdyttdOn saakka etupddssd kylmdssa (-20°:ssa) .
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd ihmisen fibroblasti-interferonin valmistami-
seksi homogeenisena proteiinina, t un ne t t u siitd, ettd

A. epdpuhtaan, ihmisen fibroblasti-interferonin vesiliuos
pannaan affiniteettikromatografia-pylviddseen, johon interferoni
adsorboituu, interferoni eluoidaan ja se saadaan eluaatin tie-
tyissd fraktioissa erittdin puhtaana, ja

B. saadut interferoni-fraktiot pannaan HPLC-olosuhteiden
mukaisesti yhteen tai useampaan, puskurilla tasapainoitettuun
kromatografia-pylvéddseen, jonka perustana on sykloheksyyli-,
fenyyli-, difenyyli-, oktyyli-, oktadekyyli- tai syanopropyyli-
ryhmid sis&ltdvd SiOz—matriisi, jolloin interferoni adsorboituu
ja se eluoidaan kussakin tapauksessa veden kanssa sekoittuvan
livottimen gradientilla, joka liuotin on puskuroidussa, happames-
sa, vettd sisdltdvdssd jdrjestelmdssd, niin ettd interferoni saa-
daan eluaatin tietyissd fraktioissa yhden ainoan selvdpiirteisen
piikin muodossa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t un n e t -
t u siitd, ettd

A. epd&puhtaan, ihmisen fibroblasti-interferonin vesiliuos
pannaan affiniteettikromatografia-pylvd&dseen, johon interferoni
adsorboituu, interferoni eluoidaan ja saadaan eluaatin tietyissd
fraktioissa erittdin puhtaana, ja

B. saadut interferoni-fraktiot pannaan HPLC-olosuhteiden
mukaisesti yhteen tai useampaan puskurilla tasapainoitettuun kro-
matografia-pylvédédseen, jonka perustana on sykloheksyyli-, fenyyli-,
oktyyli-, oktadekyyli- tai syanopropyyliryhmid sisdltdvi SiOz—
matriisi, jolloin interferoni adsorboituu ja se eluoidaan kulloin-
kin veden kanssa sekoittuvan liuottimen gradientilla, joka liuotin
on puskuroidussa, happamessa, vettd sisdltdvdssd jdrjestelmdssi,
niin ettd interferoni saadaan yhden ainoan selvdpiirteisen piikin
muodossa eluaatin tietyissd fraktioissa.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t un ne t -
t u siitd, ettd suoritetaan affiniteettikromatografia Concanavalin

A-Sepharosella sekd HPLC ensin sykloheksyyli-ryhmiid sisiltidvissi
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SiOz—pylvaéssa nousevilla n-butanolin gradienteilla pyridiini/
muurahaishappo/2-propanoli/n-butanoli/vesi-seoksessa sekd tidmidn
jdlkeen oktyyli-ryhmid sisdltdvidssa SiOz-pylvééssé samoissa olo-
suhteissa.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, t unne t -
t u siitd, ettd HPLC:n yhteydessd eluenttina kdytettdvdn seoksen
ldhtSkoostumus on 8:8:20:0:64, tilav./tilav. ja sen loppukoostumus
on 8:8:25:20:39, tilav./tilav.

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t un n e t -
t u siitd, ettd suoritetaan affiniteettikromatografia Blau
Dextran-Sepharosella sekd HPLC oktyyliryhmid sisdltdvédssa SiOZ-
pylvddssd nousevilla n-butanoli-gradienteilla pyridiini/muura-
haishappo/2-propanoli /n—butanoli/vesi-seoksessa.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t un n e t -
t u siitd, ettd HPLC:n yhteydessd eluenttina kdytettdvdn seoksen
ldhtokoostumus on 8:8:20:3,3:60,7, tilav./tilav., ja sen loppu-
koostumus on 8:8:25:20:39, tilav./tilav.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t un ne t -
t u siitd, ettd oktyyli-ryhmid sisdltdvidstd Sioz—pylvéasté eluoi-
tuvat, yhdistetyt interferoni-aktiiviset fraktiot tdmdn jdlkeen
uudelleen kromatografoidaan syanopropyyli-ryhmid sisdltdvidssa
SiOz-pylvééssé nousevilla n-propanoli-gradienteilla pyridiini/muu-
rahaishappo/n-propanoli/vesi-seoksessa.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd, t unne t -
t u siitd, ettd eluenttina kdytettdvdn seoksen ldhtbainekoostumus
on 8:8:0:84, tilav./tilav. ja sen loppukoostumus on 8:8:40:44,
tilav./tilav.

9. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmd, t un ne t -
t u siitd, ettd HPLC:n yhteydessd eluenttina kadytettdvdn seoksen
lahtdainekoostumus on 8:8:20:0:64, tilav./tilav. ja sen loppukoos-
tumus on 8:8:25:20:39, tilav./tilav.

10. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd, t un n e t -
t u siitd, ettd syanopropyyliryhmid sisdltdvdsta SiOz-pylvaésté
eluoidut, yhdistetyt interferoni-aktiiviset fraktiot uudelleen
kromatografoidaan samanlaisessa pylvddssd ja kromatografoidaan
tdmdn jdlkeen uudelleen difenyyli-ryhmi&d sisdltdvissa SiOz—pyl-

vddssa.
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1]1. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t un n e t -

t u siitd, ettd raa'alle ihmisen fibroblasti-interferonille,
joka on perdisin seerumittomasta valmisteesta, suoritetaan affi-
niteettikromatografia Blau Sepharose 4B:114 sekd HPLC oktyyli-
ryhmid sisdltdvasséd SiOz—pylvééssé kdyttden pyridiini/muurahais-
happo/n-propanoli/vesi-seosta sekd epidjatkuvaa, portaittaista
n-propanoli-gradienttia.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen menetelmi, t u n n e
t u siitd, ettd noudatetaan seuraavaa n-propanoli-gradienttia
(tilav./tilav.): 10 minuuttia 0 %, 40 minuuttia 30 % ja 40 mi-
nuuttia 32 %, jolloin interferoni elucituu 80. ja 90. minuutin

vdlilla.

t
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Patentkrav

l. F6rfarande f6r framstdllning av minskligt fibroblast-
interferon som homogent protein, k & nnetecknat dirav,
att

A. en vattenldsning av midnskligt fibroblast-interferon
leds i orent tillstadnd upp pd en affinitets-kromatografikolonn,
pad vilken interferonet adsorberas, interferonet elueras och det
erhdlls i bestdmda eluatfraktioner i hdgst rent tillstand, och

B. de erhdllna interferon-fraktionerna leds under HPLC-
betingelser Sver en eller flera med en buffert avbalanserade kro-
matografikolonner pa basis av en cyklohexyl-, fenyl-, difenyl-,
oktyl-, oktadecyl, eller cyanopropylgrupper innehdllande SiO2—
matris, varvid interferonet adsorberas, och det i vart och ett
fall elueras med en gradient av ett med vatten blandbart 16snings~-
medel, som innehdlles i ett buffertfdrsett, surt, vattenhaltigt
system, s& att interferonet erhdlls i form av en enkel utprédglad
topp i bestdmda fraktioner av eluatet.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k 4 nne¢teck -
n at dirav, att

A. en vattenlOsning av médnskligt fibroblast-interferon
leds i orent tillstand upp p& en affinitets-kromatografikolonn,
pa vilken interferonet adsorberas, interferonet elueras och er-
hdlls i bestdmda eluatfraktioner i hdgst rent tillst&nd, och

B. de erhallna interferon-fraktionerna leds under HPLC-
betingelser Over en eller flera med en buffert avbalanserade
kromatografikolonner pa basis av en cyklohexyl-, fenyl-, oktyl-,
oktadecyl- eller cyanopropylgrupper inneh&llande Sioz-matris,
varvid interferonet adsorberas, och det i vart och ett fall elue-
ras med en gradient av ett med vatten blandbart 18sningsmedel,
som innehdlles i ett buffertfdrsett, surt, vattenhaltigt system,
sd, att interferonet erhdlls i form av en enkel utprdglad topp
i bestdmda fraktioner av eluatet.

3. Forfarande enligt patentkravet 2, k &nneteck -
n a t ddrav, att affinitets-kromatografin utfdres p& Concanavalin
A-Sepharose och HPLC f&6rst pd en cyklohexylgrupper inneh&llande
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SiOz—kolonn med stigande n-butanol-gradienter i en blandning av
pyridin/myrsyra/2-propanol/n~-butanol/vatten och sedan en oktyl-
grupper innehdllande SiOz—kolonn under samma férh&llanden.

4. Forfarande enligt patenkravet 3, k 4 nneteck -
n at ddrav, att vid HPLC &r utgdngssammansidttningen hos den som
elueringsmedel anvidnda blandningen 8:8:20:0:64, volym/volym, och
slutsammansdttningen 8:8:25:20:39, volym/volym.

5. Forfarande enligt patentkravet 2, k i nne tec k -
n a t ddrav, att affinitets-kromatografin utfdres pa& Blau Dextran-
Sepharose och HPLC p& en oktylgrupper inneh&llande Si0,-kolonn med
stigande n-butanol-gradienter i en blandning av pyridin/myrsyra/
2-propanol/n-butanol/vatten.

6. Forfarande enligt patentkravet 5, k nnetec k -
n a t ddrav, att vid HPLC &r utgangssammansidttningen hos den som
elueringsmedel anvdnda blandningen 8:8:20:3,3:60,7, volym/volym,
och slutsammansdttningen 8:8:25:20:39, volym/volym.

7. Forfarande enligt patentkravet 5, k & nnetec k -
n at ddrav, att de fran oktylgrupper innehdllande Sioz—kolonnen
eluerade, fdrenade interferon-aktiva fraktionerna Aterkromato-
graferas sedan pd en cyanopropylgrupper inneh&llande Si0,-kolonn
med stigande n-propanolgradienter i en blandning av pyridin/myr-
syra/n-propanol/vatten.

8. Fdrfarande enligt patentkravet 7, k &nneteck -
n a t darav, att utgangssammansittningen hos den som eluerings-
medel anvdnda blandningen &r 8:8:0:84, volym/volym, och slut-
sammansdttningen 8:8:40:44, volym/volym.

9. Fdrfarande enligt patentkravet 5, k & nneteck -
n at dirav, att vid HPLC &r utgangssammansdttningen hos den som
elueringsmedel anvédnda blandningen 8:8:20:0:64, volym/volym, och
slutsammansdttningen 8:8:25:20:30, volym/volym.

10. F6rfarande enligt patentkravet 7, k 4 nne t e c k -
n a t darav, att de fran cyanopropylgrupper inneh&llande Si0,-
kolonnen eluerade, f&renade interferon-aktiva fraktionerna &ter-
kromatograferas pd en likartad kolonn och aterkromatonraferas
sedan pa en difenylgrupper inneh&llande Si0,-kolonn.

11. Forfarande enligt patentkravet 2, k 4 nneteck -

n a t ddrav, att for den rda minskliga fibroblastinterferonen,
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som hdrstammar fran ett serumfritt preparat, utfdrs affinitets-
kromatografin pa Blau Sepharose 4B och HPLC p& en oktylgrupper
innehéallande SiOz—kolonn med en blandning av pyridin/myrsyra/
n-propanol/vatten och en diskontinuerlig, stegformad n-propanol-
gradient.

12, Férfarande enligt patentkravet 11, k &nneteck -
n a t ddarav, att féljande n-propanolgradient (volym/vqum) iakt-
tages: 10 minuter 0 %, 40 minuter 30 % och 40 minuter 32 %, var-
vid interferonet elueras mellan 80. och 90. minuten.
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