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F.Hoffmann-La Roche + Co. Aktiengesellschaft, Basel/Schweiz

RAN 4100/12

Gereinigte Proteine und Verfahren zu deren Herstellung

Die Reinigung von Proteinen ist seit langem ein Pro-
blem in der Peptidchemie. Die zu diesem Zweck angewandten
Techniken umfassen die Prdzipitation, Gelfiltration, Ionen-
austauschchromatographie, Gelelektrophorese, Affinitits-
chromatographie und viele andere. Verfahren zur Isolie-
rung natiirlich vorkommender, hochmolekularer Proteine,
die in biologischem Material in extrem geringen Konzen-
trationen vorkommen, umfassen eine Vielzahl der vorstehend
genannten Methoden. In vielen Fillen miissen ausserordent-
lich grosse Mengen des Rohmaterials eingesetzt und ver-
arbeitet werden im Hinblick auf die grossen Verluste wih-
rend des gesamten Prozederes. Daraus ergibt sich, dass
die Reinigungsverfahren fiir derartige Proteine ausser-
ordentlich aufwendig und teuer sind. Ein gutes Beispiel
stellen diesbeziiglich die verschiedenen Versuche der Iso-
lierung und Charakterisierung des Interferons dar. Seit
seiner Entdeckung durch Isaacs und Lindenmann im Jahre
1957, hat das Interferon, sowohl aus Leukozyten wie aus
Fibroblasten, wihrend zwei Jahrzehnten Versuchen von For-
schern in der ganzen Welt erfolgreich widerstanden, die
unternommen wurden, um es als homogenes Peptid in solchen
Mengen zu isolieren, die eine Charakterisierung und Be-
stimmung seiner spezifischen biologischen und chemischen
Eigenschaften erlauben wiirden.

Mez/15.10.79
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Im U.S. Patent 3 699 222, welches die ersten Arbei-
ten von Isaacs und Lindenmann liber das Interferon zum
Gegenstand hat, besteht die Reinigung des aktiven Mate-
rials lediglich in einer Ammonsulfatfillung und anschlies-
sender Dialyse. Da ein derartiges Verfahren relativ un-
spezifisch ist, ist das erhaltene Produkt noch ausserordent-
lich unrein.

Ein Mehrstufenverfahren zur Reinigung von Interferon
wird in U.S. Patent 3 414 651 beschrieben, das die folgen-
den Schritte umfasst: selektive Adsorption an amorphem
Alumino-silikat, Elution mit Jod- oder Thiocyanat-Lésung,
weitere F4llung unerwiinschter Proteine mit wéssriger HC1
und wédssriger Natronlauge, Fillung des Interferons mittels
mit Wasser mischbarer Ldsungsmittel wie Methanol, Aethanol
oder Aceton und schliesslich Chromatographie des wieder
aufgeldsten Interferons an einem Ionenaustauschharz wie
2-Didthylaminodthyl-cellulose. Durch dieses Reinigungs-
verfahren konnte die spezifische Aktivitit des Interferons
um den Faktor 6000 erh8ht werden. Als spezifische Inter-
ferone wurden in dem U.S. Patent Klicken- und Affen-Inter-
feron genannt.

Eine weitere Reinigungsmethode wird in U.S. Patent
3 975 34k beschrieben, gemiss dem eine L3sung von unge-
reinigtem Human-Fibroblasten-Interferon durch Dichtegra-
dient-Ultrazentrifugation gereinigt wurde. Es wurde ange-
geben, dass nach dieser Methode eine hdhere Ausbeute und
Reinheit erzielt wird als nach der Methode unter Verwendung
von Sdulenchromatographie an Sephadex G-100.

Die im folgenden aufgefiihrten Publikationen beschifti-
gen sich ebenfalls mit der Reinigung und der versuchten
Charakterisierung von Interferonen:

Knight, E., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73, 520-3 (1976);
T6rmd, E.T. et al., J. Biol. Chem. 251, 4810-6 (1976);
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Bridgen, P.J. et al., J. Biol. Chem. 252, 6585-7 (1977);
DeMaeyer-Guignard, J. et al., Nature 271, 622-5 (1978):
Kawakita, M. et al., J. Biol. Chem. 253, 598-602 (1978);
Berthold, W. et al., J. Biol. Chem. 253, 5206-11 (1978);
Jankowski, W.J. et al., J. Virology 16, 1124-30 (1975);
Davey M.W. et al., J. Biol. Chem. 251, 7620-5 (1976);
Chadha, K.C. et al., Biochemistry 17, 196-200 (1978).

Obwohl in zahlreichen der oben genannten Publikatio-
nen behauptet wird, dass Miuse- oder Human-Interferone
bis zur Homogenitidt gereinigt werden konnten, ist weder
einer der klassischen Nachweise der Homogenitit von Pro-
teinen angegeben noch sind die Eigenschaften der angeb-
lich reinen Verbindungen beschrieben.

Die Anwendung der Hochdruck-Fliissigkeits-Chromato-
graphie (HPLC) zur Reinigung von Proteinen ist in der
Fachwelt allgemein bekannt, wobei besonders Ionenaustausch-
und Ausschluss-Chromatographie beschrieben werden [siche
z.B. Regnier, F.E. et al., J. Chromatog. Sci. 14, 316-20
(1976) und Chang, S.-H. et al., Anal. Chem. 48, 1839-145
(1976)1.

In der Umkehrphasen-Chromatographie wurde z.B. Lichro-

'sorb RP-18 (S#ulen auf der Basis von Octadecyl-modifizier-

tem 8102) erfolgreich zur Reinigung von Peptiden, wie
B-Endorphin, verwendet [siehe z.B. Rubinstein, M. et al.,
Proc. Natl. Acad. Sei., USA T4, 14969-72 (1977)1.

Schliesslich wurde die teilweise Charakterisierung
von drei Interferon-Spezies aus Ehrlich Ascites-Tumor-
zellen von Miusen (MW = 33'000, 26'000 und 20'000) durch
Cabrer, B. et al., J. Biol. Chem. 254, 3681-4 (1979),
beschrieben.

Im weitesten Sinne betrifft die vorliegende Erfin-
dung ein verbessertes Verfahren zur Reinigung von Pro-
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teinen mit einem Molgewicht {iber etwa 12'000 mit hoher
Aufldsung und guten Ausbeuten in prédparativem Massstab.
Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dass man eine
wdssrige LOsung des unreinen Proteins durch eine mit ei-
nem Puffer dquilibrierte SHule auf der Basis einer durch
Cyanopropyl-, Cyclohexyl-, Phenyl-, Octyl-, Octadecyl-
oder Glycerylgruppen modifizierten pordsen Sioa-Matrix
unter HPLC-Bedingungen schickt, wobei das Protein zunichst
adsorbiert und dann mit einem steigenden oder fallenden
Gradienten eines mit Wasser mischbaren L&sungsmittels
eluiert wird, so dass es schliesslich in bestimmten Frak-
tionen des Eluats in reinerer Form erhalten wird. Diese
S8ulen, die nacheinander und unter verschiedenen Bedin-
gungen beziiglich pH und organischen L&sungsmitteln verwen-
det werden kdnnen, bieten die Mdglichkeit, Proteine, die
in natlirlichem Material in extrem geringen Mengen vorkom-
men, bis zur Homogenitdt zu reinigen.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform betrifft die
vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Reinigung von
Interferon bis zur Homogenitit und zwar in Mengen, die
ausreichend sind, um erstmals eine chemische Charakteri-
sierung dieser medizinisch wertvollen Substanz zu erlau-
ben. Die Mdglichkeit, Interferon chemisch zu charakteri-

'sieren, stellt einen bemerkenswerten Fortschritt in der
Entwicklung dieser Substanz dar, da dies eine Voraussetzung

dafiir ist, die Substanz zu synthetisieren, sei es durch
konventionelle Peptidsynthese, sei es auf dem Wege der
Genmanipulation unter Zuhilfenahme geeigneter Organis-
men, vorzugsweise von Bakterien.

Das erfindungsgemisse Verfahren zur Herstellung von
Interferon als einheitliches Protein ist dadurch gekenn-
zeichnet, dass man

A) eine wissrige L8sung von Interferon in unreinem Zu-
stand unter HPLC-Bedingungen durch eine mit einem Puf-
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fer dquilibrierte S&ule auf der Basis einer durch Octyl-
gruppen modifizierten SiOZ-Matrix schickt, wobei das
Interferon zunidchst adsorbiert und dann mit einem stei-
genden Gradienten eines mit Wasser mischbaren L&sungs-
mittels in einem Puffer eluiert wird, so dass es in be-
stimmten Fraktionen des Eluats in reinerer Form erhalten

wird;

B) diese in Schritt A) erhaltenen bestimmten Fraktio-
nen durch eine mit einem Puffer Hquilibrierte Siule auf
der Basis einer durch Glycerylgruppen modifizierten SiOe-
Matrix schickt, wobei das Interferon zunichst adsorbiert
und dann mit einem fallenden Gradienten eines mit Wasser
mischbaren LOsungsmittels in einem Puffer eluiert wird,
so dass es in ausgeprigten Hauptpeaks in bestimmten Frak-
tionen des Eluats in reinerer Form erhalten wird;

C) diese in Schritt B) erhaltenen Fraktionen, die den
ausgeprdgten Hauptpeaks entsprechen, unter HPLC-Bedin-
gungen durch eine mit einem Puffer Zquilibrierte Siule
auf der Basis einer durch Octylgruppen modifizierten 8102
Matrix schickt, wobei das Interferon zunichst adsorbiert
und dann mit einem Gemisch eines mit Wasser mischbaren
Loésungsmittels und eines wissrigen Puffers eluiert wird,
so dass man es in einem einzigen, ausgepridgten Peak in
bestimmten Fraktionen des Eluats als homogenes Protein
erhdlt und gewlinschtenfalls den Schritt C) wiederholt,
um dusserste Reinheit des Produktes zu erzielen.

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die gemiss
dem erfindungsgeméssen Verfahren erhiltlichen homogenen

Interferon-Spezies.

HPLC-S3ulen auf der Basis von durch Octyl- oder Gly-
cerylgruppen modifizierter poréser Si02-Matrix (Partikel-
grésse = 10 p; mittlere Porengrdsse = 100 R), die beil

der Durchfiihrung der vorliegenden Erfindung benutzt werden,
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sind Handelsartikel, erh&ltlich z.B. von EM Laboratories
of Elmsford, N.Y., USA, unter der Markenbezeichnung
Lichrosorb RP-8 und Lichrosorb-Diol. Aequivalente Octyl-mo-
difizierte pordse Si02-S§ulen (Chromegabond C-8 bezeich-
net) sind erhdltlich von E.S. Industries, Marlton, N.d.,
USA.

Ein geeignetes HPLC-System, in dem die vorstehend
genannten Sdulen verwendet werden kdnnen, sind in U.S.
Patent No. 4 116 046 beschrieben.

In Ausfiihrung des erfindungsgemidssen Verfahrens wird
die LOsung des unreinen hochmolekularen Peptids, vorzugs-
weise in Gegenwart eines widssrigen Puffers bei einem filir
das zur Diskussion stehende Protein geeigneten pH, durch
die SiOZ—Séule geschickt. Normalerweise geschieht dies
unter Druck, vorzugsweise im Bereich von etwa 50-5000
psi (3,4-340 Atm). Das auf der SHulenfiillung adsorbierte
Protein wird dann schrittweise und selektiv unter Ver-
wendung eines Gradienten eines mit Wasser mischbaren L&-
sungsmittels eluiert. Fiir diesen Zweck geeignete L3sungs-
mittel sind z.B. Alkanole, wie n-Propanol, 2-Propanol,
Aethanol, Methanol, tert.-Butanol, oder cyclische Aether,
wie Dioxan. Die Fraktionierung des Eluats erfolgt in an
sich bekannter Weise, wobei der Gehalt der einzelnen Frak-
tionen an dem aktiven Protein durch hochempfindliche Moni-
toren bestimmt wird. Ein fir diesen Zweck geeignetes Sy-
stem wird von Bohlen et al., Anal. Biochem. 67, 438 (1975),
beschrieben. Es ist auch empfehlenswert, die Anwesenheit
des Ziel-Proteins durch einen geeigneten Biocassay zu lber-
wachen.

Die Entscheidung, welcher der beiden Siulentypen (Siu-
le fir normale Verteilungschromatographie oder Sdule fir
Umkehrphasen-Chromatographie) und in welcher Reihenfolge
die S&dulen eingesetzt werden, hingt weitgehend von der
Natur des zu reinigenden Proteins ab. Es wurde gefunden,
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dass beispielsweise im speziellen Fall des Human-Leuko-
zyten-Interferons die besten Ergebnisse erzielt werden,
wenn man die unreine Interferon-L&sung zunichst durch

eine S&dule auf der Basis einer durch Octylgruppen modi-
fizierten SiOZ-MatPiX (Umkehrphasen-Chromatographie) unter
Verwendung eines Puffers mit einem pH von etwa 7,5
(vorzugsweise 1 M Natriumacetat/Essigsiure) schickt und

mit einem steigenden n-Propanol-Gradienten eluiert, dann
die gesammelten aktiven Fraktionen durch eine Siule auf

der Basis einer mit Glycerylgruppen modifizierten SiOZ-Ma-
trix in einem 0,1 M Natriumacetat-Puffer schickt und mit
einem fallenden n-Propanol-Gradienten eluiert und schliess-
lich die getrennten Interferon-Komponenten auf eine Siule
auf der Basis einer mit Octylgruppen modifizierten SiOZ-Ma-
trix unter Verwendung eines Puffers mit einem pH von etwa
4,0, vorzugsweise 1 M Pyridin/2 M Ameisensiure, aufgibt

und mit einem steigenden n-Propanol-Gradienten eluiert.

Auf diese Weise kann jede der drei getrennten Human-Leukozy~
ten-Interferone (a, B und y) weiteraufgetrennt werden,
wobei im Chromatogramm scharf voneinander getrennte Peaks
erhalten werden, die die homogenen Proteine darstellen.
Durch das gesamte Reinigungsverfahren, beginnend mit dem
Inkubationsmedium bis hin zur Chromatographie an der zweiten
durch Octylgruppen modifizierten SiOZ-Matrix wurde eine
Steigerung des Reinheitsgrades um den Faktor 60'000 bis
80'000 erreicht.

In einer speziellen Ausfiihrungsform des Verfahrens
zur Reinigung von Human-Leukozyten-Interferon werden die
in Schritt B) erhaltenen Fraktionen, die den Hauptpeaks
entsprechen, vereinigt, zur Entfernung des n-Propanols
mit n-Hexan extrahiert und von Spuren n-Hexan befreit
bevor Schritt C) durchgefiihrt wird.

Die erfindungsgemiissen homogenen Human-Leukozyten-
Interferon-Spezies sind gekennzeichnet durch einen scharfen
Peak an den vorstehend genannten HPLC-SZulen sowie durch
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eine einzige enge Bande bei der Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese an Natriumdodecylsulfat (NaDodSOu) in Gegenwart
von 2-Mercaptodthanol. Die Extraktion des Gels lieferte
einen einzigen scharfen Peak antiviraler Aktivitdt, der
mit der Proteinbande libereinstimmte. Die spezifischen
Aktivitdten der reinen Interferon-Spezies liegen im Bereich
von etwa 2,6 - 4,0 x 108 Einheiten/mg mit MDBK-Zellen
(epitheliale Nierenzellen von Rindern) und im Bereich

von 1,5 - 4 x 108 Einheiten/mg mit der Human-Zellinie

Ag 1732. Die Molekulargewichte lagen zwischen etwa 16'000
und 21'000 (vgl. Tabelle 4, Seite 22). Die Ergebnisse

der Aminosdureanalyse sind in Tabelle 5 zusammengefasst
(Seite 2U).

Interferone besitzen antivirale, antitumor-, wachs-
tumshemmende- und immunsuppressive Aktivitidt. Diese Ak-
tivitidten konnten sogar in klinischem Massstab festge~
stellt werden bei Verabreichung von 1-10 x 106 Einhei-
ten/Tag mit relativ unsauberen Préparaten, die weniger
als 1 °/o Human-Interferon enthielten. Die gereinigten,
homogenen Interferon-Spezies der vorliegenden Erfindung
kdnnen in der gleichen Weise wie die bereits bekannten
Interferon-Pridparate verwendet werden unter Anpassung
der Dosierung an den erreichten Refnheitsgrad. Die einzelnen
Interferon-Spezies kdnnen einzeln oder in Gemischen
miteinander verabreicht werden. Derartige Gemische kdnnen
entweder durch Vermischen der isolierten Spezies erhalten
werden oder durch Unterbrechung des Reinigungsverfahrens
an einer Stelle,an der mehrere Interferon-Spezies aber
keine Interferon-inaktive Proteine vorhanden sind.

Das erfindungsgemisse Reinigungsverfahren, obgleich
lediglich an Human-Leukozyten-Interferon exemplifiziert,
kann auch zur Reinigung anderer Interferone, z.B. von
Human-Fibroblasten-Interferon und Interferonen aus tie-
rischen Quellen sowie zur Reinigung anderer Proteine mit
einem Molekulargewicht {iber 12'000 herangezogen werden.
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‘So ist beispielsweise Pro-Opiocortin (MW ca. 30'000) unter

Anwendung des erfindungsgemissen Verfahrens bis zur Homo-
genitdt gereinigt worden [vgl. Kimura et al., Proec. Natl.
Acad. Sci. USA 76, 1756-9 (1969)]. Massnahmen, die geeig-
net sind, das erfindungsgemisse Verfahren optimal zur
Reinigung anderer Proteine einzusetzen, liegen im Bereich
des Fachwissens des Fachmannes.

Die Induktion der Interferon-Produktion, die Erst-
konzentration und Fraktionierung des Interferons einschliess-
lich der Gelfiltration k&nnen nach an sich bekannten Metho-
den durchgefiihrt werden. Diese Verfahrensschritte, die
eine wédssrige LOsung von Interferonen in unreinem Zustand
liefern, sind nicht Gegenstand der vorliegenden Erfindung.

Die Verfahrens- und Produktaspekte der vorliegenden
Erfindung werden durch die folgenden Beispiele illustriert.
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Beispiel 1

Homogenes Human-Leukozyten-Interferon von normalen Spen-

dern

A. Herstellung des Interferons

Interferon wurde hergestellt durch 16-stiindige Inkuba-
tion von Human-Leukozyten aus dem Blut normaler Spender
(107 Zellen/ml) mit Newcastle-Krankheit-Virus (15 Him-
agglutinin-Einheiten/ml) in einem serumfreien Minimal-
medium, das 10 mg/ml Casein enthielt. Es wurde ein mitt-
lerer Interferon-Titer von 5000 Einheiten/ml erhalten.

Die angewandten Methoden entsprachen den von Mogensen,
K.E. et al., Pharmacology and Therapeutics A, 1977, 369~
381; Wheelock, E.F., J. Bacteriol. 92, 1415-1421 (1966)
und Cantell, K. et al., Appl. Microbiol. 22, 625-628 (1971)
angegebenen mit einigen geringfiligigen Aenderungen. Die
Interferon-Titer wurden mit einem Assay auf der Basis

der Hemmung des cytopathischen Effekts, der innerhalb

von 16 Stunden durchgefiihrt werden konnte, bestimmt. Alle
Interferon-Titer sind in Einheiten/ml angegeben, kali-
briert gegen den Referenzstandard fiir Human-Leukozyten-
Interferon vom National Institute of Health (USA).

B. Konzentrierung und erste Fraktionierung von Interferon

Sofern nicht anders angegeben, wurde bei einer Tempe-
ratur von 0-4°C gearbeitet. Nach beendeter Inkubation
wurden die Zellen und Zelltriimmer durch Zentrifugieren
(15 Minuten, 500 x g) entfernt. Casein wurde durch An-
sduern mit HC1 auf pH 4,0 prdzipitiert. Nach 2 Stunden
wurde das Gemisch zentrifugiert (10 Minuten, 12000 x g)
und der Niederschlag verworfen. Der Ueberstand (10 1)
wurde auf einen Gehalt von 1,5 /0 (w/v) Trichloressigsiure
eingestellt. Nach 1 Stunde wurde das Prdzipitat abzentri-

fugiert (10 Minuten, 12000 x g) und in 50 ml 0,1 M NaHCO3



10

15

20

25

30

35

- 11 -

wieder aufgeldst. Nach Zusatz von 0,5 g Triton X-100 und
1,5 ml Essigsdure (tropfenweise unter Riihren) wurde das
Gemisch 1 Stunde bei 0°C und anschliessend 16- Stunden
bei -20°C aufbewahrt. Nach Auftauen wurde 10 Minuten mit
17000 x g zentrifugiert. Der Riickstand wurde verworfen
und der Ueberstand auf U4 ©/o Trichloressigsiure eingestellt.
Nach 1 Stunde wurde das Gemisch 10 Minuten mit 12000 x g
zentrifugiert und der Niederschlag in 5 ml 0,5 M NaHCO3
aufgeldst.

C. Gelfiltration

Die erhaltene konzentrierte Interferon-L&sung wurde.
mit 1,5 g Harnstoff versetzt und auf eine Siule von Sepha-
dex G-100 fein (2,6 x 90 cm), voriquilibriert mit 4 M
Harnstoff/0,1 M Natriumacetatpuffer, aufgebracht. Die
Sdule wurde bei Raumtemperatur und einer Durchflussrate
von 0,5 m1/Min. mit 4 M Harnstoff/0,1 M Natriumacetat,
pH 7,5, eluiert. Es wurden Fraktionen von 12,5 ml gesam-
melt. Interferon-Aktivitidt wurde in den Fraktionen 19-23
eluiert.

D. HPLC

Die vereinigten Fraktionen 19-23 von der Sephadex
G-100-Sdule wurden direkt {iber die Pumpe auf eine Lichro-
sorb RP-8-Sdule (10 p, 4,6 x 250 mm) gegeben. Die Siule
wurde vordquilibriert mit einem 1 M Natriumacetatpuffer
(pH 7,5), der 0,01 /0 (v/v) Thiodiglycol enthielt, und
mit einem linearen Gradienten von n-Propanol in dem glei-
chen Puffer [1 Stunde, 0-20 °/o; 3 Stunden, 20-40 °/o
(v/v)1 bei einer Durchflussrate von 0,25 ml/Min. eluiert.
Es wurden Fraktionen von 0,75 ml gesammelt. Das Inter-
feron wurde in den Fraktionen 23-40 [25-30 ®/0 (v/v)
n-Propanol] eluiert.

Die Fraktionen 27-33, die den grdssten Anteil der
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Interferon-Aktivitdt enthielten, wurden kombiniert, mit
n-Propanol bis zu einer Endkonzentration von 80 /o (v/v)
versetzt und direkt lber die Pumpe auf eine
Lichrosorb-Diol-S&ule (10 u, 4,6 x 250 mm) gegeben, die
vordquilibriert wurde mit einer L&sung von 0,1 M Natrium-
acetat mit einem Gehalt von 80 °/o (v/v) n-Propanol. Die
Sdule wurde dann wihrend U Stunden mit einem linearen
Gradienten von 72-50 °/0 (v/v) n-Propanol in 0,1 M Na=-
triumacetat bei einer Durchflussrate von 0,25 ml/Min.
eluiert. Es wurden Fraktionen zu 0,75 ml gesammelt. Die
Interferon-Aktivitdt wurde in Form von drei deutlichen
Hauptpeaks, die quantitativ von Prdparat zu Priparat vari-
ierten, eluiert. Diese Peaks wurden in der Reihenfolge
ihrer Elution a, B und y genannt. Die a-Fraktion wurde

bei einer Konzentration von 68 °/o n-Propanol eluiert,

die B-Fraktion bei einer Konzentration von 66,5 °/0 n-Pro-
panol und die y-Fraktion bei einer Konzentration von 65,5
%0 n-Propanol. Die gesamte Ausbeute an Interferon-Akti-
vitit war grdsser als 80 °/o.

Die zu jedem Peak gehdrenden Fraktionen wurden ver-
einigt und in Folgestufen weitergereinigt. Da der Peak
Y der bei weitem grdsste war und von anderen Komponen-
ten am besten getrennt zu sein schien, wurde er fiir die
weitere Reinigung ausgesucht. Die Fraktionen 54~56 von
der Diolsiule, die den Peak y enthielten, wurden vereinigt
und das n-Propanol wurde durch zwei Extraktionen mit glei-
chen Mengen Hexan entfernt. Spuren von Hexan wurden unter
einem Stickstoffstrom entfernt. Es wurde Pyridin und Amei-
sensédure zur Endkonzentration von 1 M bzw. 2 M zugesetzt
und die LOsung wurde auf einer Lichrosorb RP-8-Siule (10 p;
4,6 x 250 mm), vordquilibriert mit 1 M Pyridin und 2 M
Ameisens#dure (pH 4,0), aufgegeben. Die S#Hule wurde wihrend
3 Stunden mit einem linearen Gradienten von n-Propanol
(20-40 °/0) in 1 M Pyridin/Formiat-Puffer bei einer
Durchflussrate von 0,2 ml/Min. eluiert. Es wurden Frak-
tionen zu 0,6 ml gesammelt. Der Hauptpeak der Aktivitit
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stimmte liberein mit einem Proteinpeak. Die Fraktionen

45 und 46 (32 °/0 (v/v) Propanol) die diesem Peak ent-
sprachen, wurden vereinigt und unter gleichen Bedingungen
rechromatographiert. Interferon wurde in Fraktion 31 elu-
iert (32 °/o0 (v/v) Propanol). Die spezifische Aktivitidt
dieser Fraktion wurde mit 4 x 108 Einheiten/mg berechnet
verglichen mit Rinderserumalbumin. Dieses Material wurde
flr die weitere Charakterisierung verwendet. Die
Fluoreszenzprofile der HPLC waren so gut reproduzierbar,
dass sie einen stindigen Fingerprint des gésamten Verfahrens
lieferten.

Die Ergebnisse ‘der Reinigung sind in Tabelle 1 zu-
sammengefasst. Die gesamte Reinigung, ausgehend vom In-
kubationsmedium bis zur zweiten RP-8-S&ule war 60000-
bis 80000-fach. Die kumulative Ausbeute von Stufe 1 bis
zur Diolstufe lag bei 30-50 ®/o. Nach dieser Stufe wur-
de jeder der drei Interferon-Peaks separat weiter gerei-
nigt.
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E. Polyacrylamid Gel-Elektrophorese

Interferon-Proben (1,5 x 10° Einheiten) wurden mit
NaDodSOu und 2-Mercaptoithanol inkubiert und auf ein
Plattengel aufgebracht. Nach der Elektrophorese wurde
nach Férbung mit Coomassie-Blau eine einzige scharfe Bande
erhalten. Das scheinbare Molekulargewicht wurde mit 17500
(im Vergleich zu Standardproteinen) bestimmt. Das Gel
wurde in Streifen von 1 mm geschnitten, jeder Streifen
wurde in 0,4 ml 0,5 M NaHC05/0,1 °/o NaDodSO, homogeni-
siert und auf Interferon-AKktivitdt hin untersucht. Es
wurde ein einziger Peak mit antiviraler Aktivitit gefun-
den, der mit der einzigen Proteinbande {ibereinstimmte.

F. Aminosdureanalyse

Die Aminosiureanalyse des homogenen Human-Leukozy-
ten-Interferons (Peak y) wurde mit dem Fluorescamin-Amino-
sdure-Analysator an 0,5 bis 1 pg Proben von nativem und
S-carboxymethyliertem Interferon durchgefiihrt. Zur Be-
stimmung des Cystein/Cystin—Verhaltnisses wurde natives
Interferon carboxymethyliert und dann in 6 M HC1l unter
reduzierenden Bedingungen (0,1 %/0 Thioglycolsdure) hy-
drolysiert. Unter diesen Bedingungen wird Cystein als

'S-Carboxymethylcystein und Cystin als freies Cystein ge-

messen. Die Ergebnisse der Aminosiureanalyse sind in Tabel-
le 2 zusammengefasst. Die spezifische Aktivitdt, berechnet

auf den Aminos&duregehalt, wurde mit 2-4 x 10 Einheiten/mg

bestimmt.
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Tabelle 2

Aminosiure

Asx

Thr¥*

Ser¥*

Glx

Pro

Gly

Ala

Cys (Total)
1/2 Cystin®
Cystein™
Val

Met

Ile

Leu

Tyr

Phe

His

Lys

Arg

Trp++

Reste

15,2+1,2
7,5+0,5
8,0+0,5
24,0+0,6
6,3+0,3
5,5+0,5
8,2+0,2
3,3+0,7
1,8+0,2
1,5+0,5
7,8+0,2
3,9+0,2
8,9t0,4
21,8+1,3
5,1+0,2
9,1+0,3
3,3+0,4
11,6+0,5
7,3+0,5
0,7+0, 1

++

Korrigiert auf die Zeit O.

Gemessen nach Carboxymethylierung von nativem Inter-

feron.

Gemessen nach Hydrolyse in 6 M HC1/4 °/o Thiogly~-

colsiure.
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Beispiel 2

Homogenes Human-Leukozyten-Interferon aus Leukozyten von
leukdmischen Patienten

Das Interferon wurde erhalten durch Inkubation von
Human-Leukozyten, isoliert aus dem Blut von leuk#mischen
Patienten (chronische myelogene Leuk#mie, CML) durch Leuko-
phoresis mit Newcastle-Krankheit-Virus in einem serumfreien,
caseinhaltigen Medium. Die Interferon-Titer lagen bei
5000-40000 Einheiten/ml.

Das Reinigungsverfahren war das gleiche wie das in
Beispiel 1 beschriebene fiir Interferon aus Blut von nor-
malen Spendern und umfasste die selektive Prézipitation
durch 0,5 M Essigsdure in Gegenwart von Triton X-100,
Gelfiltration an Sephadex G-100 in 4 M Harnstoff, HPLC
bei pH 7,5 an Lichrosorb RP-8, HPLC an Lichrosorb=Diol
und HPLC an Lichrosorb RP-8 bei pH 4,0.

Die Fraktionen, die den a=-,B« und Y;Peaks der Lichro-
sorb-Diolsiule entsprachen, wurden zusammengefasst und
dann getrennt voneinander in weiteren Schritten gerei-
nigt.

Aus den vereinigten Fraktionen 43-46 (a=-Peak) wurde
n-Propanol durch zwei Extraktionen mit gleichen Mengen
n-Hexan entfernt. Spuren von Hexan wurden unter einem
Stickstoffstrom entfernt. Es wurde Pyridin und Ameisen-
sdure bis zur Endkonzentration von 1 M bzw. 2 M zugesetzt
und die Ldsung auf eine Lichrosorb RP-8-SZule (10 pu, 4,6 x
250 mm), die vor#quilibriert war mit 1 M Pyridin/2 M Amei-
sensdure (pH 4,0), aufgebracht. Die Sdule wurde wdhrend
3 Stunden mit einem linearen n-Propanol-Gradienten (20-

4o °/o, v/v) in 1 M Pyridinformiat-Puffer bei einer Durch-
flussgeschwindigkeit von 0,2 ml/Min. eluiert. Es wurden
Fraktionen zu 0,6 ml gesammelt. Die Interferon-Aktivi-
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tdt wurde in breiten Peaks bei Konzentrationen zwischen

31 und 35 %/0 (v/v) n-Propanol eluiert. Diese Fraktionen
wurden kombiniert und unter gleichen Bedingungen rechroma-
tographiert. Die Interferon-Aktivitit wurde in zwei Haupt -
peaks (cx1 und a2) bei 31 und 32 °/0 (v/v) n-Propanol
eluiert. Untergeordnete Komponenten wurden bei einer Kon-
zentration von 34 /0 (v/v) n-Propanol eluiert.

Die vereinigten Fraktionen 47-50 (Peak B) der Lichro-
sorb-Diolséiule wurden in der gleichen Weise aufgearbei-
tet und an Lichrosorb RP-8 chromatographiert wie sie fiir
den Peak o beschrieben wurde. Die Interferon-Aktivitit
wurde in zwei Hauptpeaks eluiert: BZ bei 32 %/0 (v/v)
n-Propanol und B3 bei 34 %0 (v/v) n-Propanol. Rechromato-
graphie war in diesem Falle nicht ndtig. In einigen Pri-
paraten konnte ein Peak 81 bei 31 °/o0 (v/v) n-Propanol
festgestellt werden.

Die vereinigten Fraktionen 52-54 (Peak y) der Lichro-
sorb-Diolsdule wurden in der gleichen Weise aufgearbei-
tet und an Lichrosorb RP-8 chromatographiert wie sie fiir
den Peak o beschrieben wurde. Die Interferon-Aktivitét
wurde in finf Hauptpeaks eluiert: Y4 (bei 31 °/0 n-Pro-
panol, v/v), Yo (bei 32 %/0 n-Propanol v/v), Y3 (bei

34 °/0 n- Propanol, v/v), Yy (bei 35 °/0 n-Propanol, v/v)

und vy (bei 35,5 °/0 n- -Propanol, v/v). Rechromatographie
war in diesem Fall nicht notwendig. '

Die Ergebnisse der Reinigung zur Herstellung der einzel-

nen Interferon-Spezies sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Die Spezies ay und 82 kdnnen ferner unterschieden
werden durch ihre Elutionscharakteristiken an Lichrosorb-
Diol: @5 wird eluiert mit 68 O/oigem (v/v) n-Propanol
und 8 mit 66,5 °/oigem (v/v) n-Propanol.

Proben der Interferon-Spezies (1,5 x 102 Einheiten)
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wurden mit NaDodSOLl und 2-Mercaptoidthanol inkubiert und

auf ein Plattengel aufgebracht. Nach Elektrophorese
lieferten die Peaks Uy, o, 52, Y10 Yo und Yy jeweils

eine einzige Bande, widhrend die Peaks 53, 73 und Y5 Jeweils
zwei Banden lieferten. Die scheinbaren Molekulargewichte
lagen zwischen 16000 und 18000 mit Ausnahme von 53, das
eine Bande bei 16500 und eine bei 21000 aufwies und Yy

das eine Bande bei 21000 lieferte (siehe Tabelle 4).
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Die Aminos3ureanalyse der gereinigten Human-Leuko-
zyten~Interferon-Fraktionen wurde mit einem Fluoresca-
min-Aminos&ure-Analysator an 0,1-1 pg Proben durchgefiihrt.
Die Hydrolyse wurde in 6N HCl unter reduzierenden Bedin-
gungen (0,1 °/o Thioglycols&ure) durchgefiihrt. Die Ergeb-
nisse der Analysen sind in Tabelle 5 zusammengefasst.
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Trypsin-Spaltung und HPLC der Fragmente

Jeweils 300 pMol der gereinigten Human-Leukozyten-
Interferon-Spezies wurden in wissrigem Natriumbicarbonat
(50 mMol, pH 8, 50 ul) geldst. Nach Zusatz von jeweils
0,1 pg Trypsin in 2 pl HC1l (pH 3) wurde 14 Stunden bei
37°C inkubiert, mit 5 pl Essigsiure versetzt und das Gemisch
auf eine Lichrosorb RP-8-Sdule (Teilchengrdsse 10 p; 4,6 x
250 mm) aufgebracht. Die Siule wurde wihrend einer Stunde
mit einem linearen Gradienten von 0-40 °/o (v/v) n-Propanol
in einem 0,1 M Ameisens#ure/0,03 M Pyridin-Puffer (pH 3)
bei einer Durchflussrate von 0,5 ml/min. eluiert.

Die Fragmente wurden nach der Fluorescamin-Methode
nachgewiesen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 zusammen-
gefasst, wobei die Position der Peaks als °/o n=Propanol
und die relative Grodsse der Fragmente angegeben sind (S =
klein; M = mittelgross; L = gross):
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Tabelle 6

Tryptische Peptide der Human-Leukozyten-Interferone

Spezies Elution bei °/o n-Propanol

a, 3L, 4L, 4,2M, 11,5M, 12,5S, 14,5M, 168, 18M,
208, 218, 22,58, 29M

s 3L, 4L, 4,2M, 11,5M, 12,5S, 14,5M, 16S, 18M,
275, 29M

32 3L, 4L, 4,2M, 11,5M, 12,58, 14,5M, 168, 17,58,
18M, - 29M

33 3L, uL, 4,2M, 4,58, 10M, 12,58, 14S, 14,5M,
16S, 18L, 19,5M, 27TM, 32M

Y1 3L, 4L, 4,2M, 4,58, 5s, 6,53, 11,58, 12,58,
14,5M, 163, 17,5M,- 18M, 29M

Yo 3L, 4L, 4,2M, 4,58, 58, 11,58, 12,53, 14,58,
16S, 18L, 29M

Y3 3M, 4M, 4,2M, 11,5M, 12,5S, 13,5S, 14,5M,
16S, 18L, 20S, 32M

&5 3L, 4L, u4,2M, u,5M, 7S, 7,5S, 108, 11,5L,

12,58, 148, 14,5M, 163, 18L, 24,5S, 25,53, 325

Die gereinigten Humén-Leukozyten-Interferon-Spezies
wurden einer Aminozuckeranalyse unterworfen mit der Amino-
zucker im Bereich von 50-100 pMol festgestellt werden
kdonnen. In allen Fdllen wurde weniger als ein Rest Glucos-
amin, Galactosamin bzw. Mannosamin pro Molekiil gefunden.
In den meisten Fillen interferierte eine Anzahl kleiner
Peptide, die in der Nidhe der Aminozucker eluiert wurden,
mit der Analyse. Es ist daher m8glich, dass die den Ami-
nozuckern zugeordneten Peaks teilweise oder sogar ganz
Peptiden zuzuordnen sind.

Schliesslich lieferte ein Versuch, 1 nMol reines Yo
Interferon durch einen manuellen Edman-Abbau, der Riickhy-
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drolyse und Aminosiureanalyse unter Verwendung von Fluor-
escamin beinhaltet, zu sequenzieren, keine Aminosiuren

in den ersten beiden Zyklen. Die Behandlung von 100 pMol
reinem Yo Human-Leukozyten-Interferon mit Leucinamino-
peptidase und Aminopeptidase M wihrend 20 Stunden bei
37°C beeinflusste die biologische Aktivitit nicht; im
Inkubationsmedium konnten keine Aminosiuren festgestellt
werden. Durch Behandlung des Ueberstandes eines Induk-
tionsmediums (Leukozyten und Newcastle-Krankheit-Virus

in Minimalmedium) mit Aminopeptidase M konnte ein Verlust
an Interferon-Aktivit#t nicht beobachtet werden. Dies
deutet darauf hin, dass das Interferon-Molekiil bereits
vor dem Reinigungsverfahren eine blockierte aminoendstidn-
dige Aminosdure enthilt. Zur Kontrolle wurden rohes In-
terferon, Eeines Interferon und die R-Kette von Insulin
gemeinsam mit Aminopeptidase M inkubiert. Wihrend Insu-
lin teilweise abgebaut wurde (Aminosiuren nachweisbar)
trat kein Verlust an Interferon-Aktivitit auf.

Beisgiel 3

In Analogie zum in Beispiel 1 beschriebenen Verfah-
ren wurden Rinder-Leukozyten zur Interferon-Produktion
angeregt und das Interferon bis zur Homogenitit in Form

einzelner Spezies homogener Proteine gereinigt.

Beispiel 4

In Analogie zum in Beispiel 1 beschriebenen Verfah-
ren wurden Schweine-Leukozyten zur Interferon-Produktion
angeregt und das Interferon bis zur Homogenitit in Form
einzelner Spezies homogener Proteine gereinigt.

Beispiel 5

In Analogie zum in Beispiel 1 beschriebenen Verfah-
ren wurden Schafs-Leukozyten zur Interferon-Produktion
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angeregt und das Interferon bis zur Homogenitit in Form
einzelner Spezies homogener Proteine gereinigt.

Beispiel 6

In Analogie zum in Beispiel 1 beschriebenen Verfah-
ren wurden Pferde-Leukozyten zur Interferon-Produktion
angeregt und das Interferon bis zur Homogenitidt in Form
einzelner Spezies homogener Proteine gereinigt.

Beispiel 7

In Analogie zum in Beispiel 1 beschriebenen Verfah-
ren wurden Hunde-Leukozyten zur Interferon-Produktion
angeregt und das Interferon bis zur Homogenitit in Form
einzelner Spezies homogener Proteine gereinigt,

Beispiel 8

In Analogie zum in Beispiel 1 beschriebenen Verfah-
ren wurden Katzen-Leukozyten zur Interferon-Produktion
angeregt und das Interferon bis zur Homogenitit in Form

‘einzelner Spezies homogener Proteine gereinigt.

Beispiel 9

In Analogie zum in Beispiel 1 beschriebenen Verfah-
ren wurden Affen-Leukozyten zur Interferon-Produktion
angeregt und das Interferon bis zur Homogenitdt in Form
einzelner Spezies homogener Proteine gereinigt.

Beispiel 10

(a) 3 mg homogenes Human-Leukozyten-Interferon mit.einer
spezifischen Aktivitidt von 2 x 108 Einheiten/mg wurde
in 25 ml1 5 °/oigem normalem Human-Serumalbumin geldst.
Die L&sung wurde durch ein bakteriologisches Filter fil-
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triert und auf 100 aseptische Ampullen verteilt. Jede
Ampulle enthielt 6 x 106 Einheiten reines Interferon,
das sich fir die parenterale Applikation eignet. Die Am-
pullen werden bis zum Gebrauch vorzugsweise in der Kilte
(bei -20°C) aufbewahrt.

(b) Eine wissrige L&sung, enthaltend 1,5 mg der vereinig-
ten homogenen Human-Leukozyten-Interferon-Spezies Ay,
Us) 62, Y1 und Yo (jedes etwa im Verhiltnis zu seiner
natiirlichen Hiufigkeit), mit einer spezifischen Aktivitit
von etwa 2 x 108 Einheiten/mg, und 100 mg normales
Human-Serumalbumin, wird durch ein bakteriologisches Filter
gegeben und die Ldsung aseptisch auf 100 Ampullen
gleichméssig verteilt. Jede Ampulle enth#lt etwa 3 x 10

Einheiten reines Human-Leukozyten-Interferon und 1 mg

6

Serumalbumin. Die Ampullen, die fiir parenterale Applikation
geeignetes Interferon enthalten, werden zweckmissigerweise
kithl (-20°C) gelagert.
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Patentanspriiche

1. Interferon als homogenes Protein.

2. Homogenes Interferon gemdss Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass es Human~Interferon ist.

3. Homogenes Human-Interferon gemiss Anspruch 2, da-
durch gekennzeichnet, dass es sich um Leukozyten-Inter-
feron handelt.

4, Ein homogenes Human-Leukozyten-Interferon mit der
Bezeichnung s welches dadurch gekennzeichnet ist, dass
es

(a) durch Gradientenelution mit n-Propanol in einem wissri-
gen Puffer, enthaltend 1 Mol Pyridin und 2 Mol Ameisen-
sdure pro Liter (Gradient 0-40 °/o (v/v), Raumtempera-

tur, Durchflussrate 0,2 ml/min), bei einer Konzentration
von 31 /0 n-Propanol in einem einzigen Peak von einer

4,6 x 250 mm HPLC-SHule auf der Basis einer durch Octyl-
gruppen modifizierten SiOZ-Matrix eluiert wird;

(b) durch Leucinaminopeptidase und Aminopeptidase M nicht
inaktiviert wird;

(¢) durch Behandlung mit Trypsin in Peptidfragmente gespal-
ten wird, die durch Gradientenelution des Reaktionsgemi-
sches mit n-Propanol in einem wissrigen Puffer (pH 3),
enthaltend 0,03 Mol Pyridin und 0,1 Mol Ameisens#ure pro
Liter (Gradient 0-40 °/o (v/v), Raumtemperatur, Durch-
flussrate 0,5 ml/min) in Peaks bei Konzentrationen von

3, 4, 4.2, 11.5, 12.5, 14.5, 16, 18, 20, 21, 22.5 und

29 /o n-Propanol von einer 4,6 x 250 mm HPLC-Siule (10 u
Teilchengrtsse) auf der Basis einer durch Octylgruppen
modifizierten SiOZ-Matrix eluiert wefden; und das ferner
charakterisiert ist durch
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(d) eine blockierte N-terminale Aminosiure;

(e) eine spezifische Aktivitdt von etwa 2,6 x 108 Ein-
heiten/mg auf MDBK (Rinderzellen);

(f) eine spezifische Aktivitit von etwa 2,6 x 108 Ein-

heiten/mg auf Ag 1732-Zellen (Human-Linie);

(g) ein Molgewicht von etwa 16,500 + 1000 (Gelelektro-
phorese auf Polyacrylamid);

(h) einen Aminozuckergehalt von weniger als 1 Mol pro
Mol;

(i) eine positive Wachstumshemmungsaktivitit und

(J) die folgende Aminos#urezusammensetzung (+ 15 o/o,
berechnet auf ein Molgewicht von 16,500);

Asx 13,8 Ala 8,4 Phe 6,9
Thr T,7 Val 7,4 His 3,0
‘Ser 9,2 Met 3,7 Lys 10,5
Glx 20,3 Tle 7,4 Arg 6,2
Pro 6,1 Leu 18,0 Cys 3,9
Gly 5,1 Tyr 4,0

5. Ein homogenes Human-Leukozyten-Interferon mit der

Bezeichnung Y welches dadurch gekennzeichnet ist, dass
es

(a) durch Gradientenelution mit n-Propanol in einem widssri-

gen Puffer, enthaltend 1 Mol Pyridin und 2 Mol Ameisen-
sdure pro Liter (Gradient 0-40 °/o (v/v), Raumtempera-
tur, Durchflussrate 0,2 ml/min), bei einer Konzentration
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von 32 %/o n-Propanol in einem einzigen Peak von einer
4,6 x 250 mm HPLC-S#ule auf der Basis einer durch Octyl-
gruppen modifizierten SiOZ-Matrix eluiert wird;

(b) durch Leucinaminopeptidase und Aminopeptidase M nicht
inaktiviert wird;

(¢) durch Behandlung mit Trypsin in Peptidfragmente gespal-
ten wird, die durch Gradientenelution des Reaktionsgemi-
sches mit n-Propanol in einem wissrigen Puffer (pH 3),
enthaltend 0,03 Mol Pyridin und 0,1 Mol Ameisensiure pro
Liter (Gradient 0-10 %/o (v/v), Raumtemperatur, Durch-
flussrate 0,5 ml/min) in Peaks bei Konzentrationen von

3, 4, 4.2, 11.5, 12.5, 14.5, 16, 18, 27 und 29 °/o n-Pro-
panol von einer 4,6 x 250 mm HPLC-Siule (10 u Teilchen-
grosse) auf der Basis einer durch Octylgruppen modifi-
zierten Sioz—Matrix eluiert werden;

(d) durch Gradientenelution mit néPropanol in widssrigen,

1 molarem Natriumacetat-Puffer (Gradient 72,5-50 °/o (v/v),
Raumtemperatur, Durchflussrate 0,25 ml/min) bei einer
Konzentration von 68 /¢ n-Propanol in einem einzigen

Peak von einer 4,6 x 250 mm HPLC-Siule auf der Basis einer

durch Glycerylgruppen modifizierten SiOZ-Matrix eluiert

wird; und das ferner charakterisiert ist durch

(e) eine blockierte N-terminale Aminos&ure;

8

(f) eine spezifische Aktivitit von etwa 4 0 x 10”7 Ein-

heiten/mg auf MDBK (Rinderzellen);

(g) eine spezifische Aktivitit von etwa 3 x 108 Einhei-
ten/mg auf Ag 1732-Zellen (Human-Linie);

(h) ein Molgewicht von etwa 16,200 + 1000 (Gelelektro-
phorese auf Polyacrylamid);



10

20

25

30

35

- 33 - DS 4100/12

(i) einen Aminozuckergehalt von weniger als 1 Mol pro
Mol;

(j) eine positive Wachstumshemmungsaktivitit und

(k) die folgende Aminosiurezusammensetzung (+ 15 /0,
berechnet auf ein Molgewicht von 16,200):

Asx 11,7 Ala 8,3 Phe 8,0
Thr 8,3 . Val 6,2 His 2,8
Ser 10,0 Met 3,8 Lys 9,0
Glx 20,5 Ile 7,0 Arg 7,1
Pro 4,9 Leu 18,0 Cys 4,0
Gly h,5 Tyr b,y

6. Ein homogenes Human-Leukozyten-Interferon mit der
Bezeichnung 32, welches dadurch gekennzeichnet ist, dass
es

(a) durch Gradientenelution mit n~-Propanol in einem wissri-
gen Puffer, enthaltend 1 Mol Pyridin und 2 Mol Ameisen-

"s#ure pro Liter (Gradient 0-40 °/o (v/v), Raumtempera-

tur, Durchflussrate 0,2 ml/min), bei einer Konzentration
von 32 °/0 n-Propanol in einem einzigen Peak von einer
4,6 x 250 mm HPLC-S#ule auf der Basis einer durch Octyl-
gruppen modifizierten SiOz-Matrix eluiert wird;

(b) durch Leucinaminopeptidase und Aminopeptidase M nicht
inaktiviert wird;

(¢) durch Behandlung mit Trypsin in Peptidfragmente gespal-
ten wird, die durch Gradientenelution des Reaktionsgemi-
sches mit n-Propanol in einem wissrigen Puffer (pH 3),
enthaltend 0,03 Mol Pyridin und 0,1 Mol Ameisensiure pro
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Liter (Gradient 0-40 °/o (v/v), Raumtemperatur, Durch-
flussrate 0,5 ml/min) in Peaks bei Konzentrationen von

3, 4, 4.2, 11.5, 12.5, 14.5, 16, 17.5, 18 und 29 °/o
n-Propanol von einer 4,6 x 250 mm HPLC-Siule (10 p Teil-
chengrdsse) auf der Basis einer durch Octylgruppen modifi-
zierten SiOZ—Matrix eluiert werden;

(d) durch Gradientenelution mit n-Propanol in widssrigem,

1 molarem Natriumacetat-Puffer (Gradient 72,5-50 °/o (v/v),
Raumtemperatur, Durchflussrate 0,25 ml/min) bei einer
Konzentration von 66,5 °/o in einem einzigen Peak von -
einer 4,6 x 250 mm HPLC-SiZule auf der Basis einer durch
Glycerylgruppen modifizierten Sioz-Matrix eluiert wird;

und das ferner charakterisiert ist durch

(e) eine blockierte N-terminale Aminosiure;

(f) eine spezifische Aktivitdt von etwa 4,0 x 108 Ein-

heiten/mg auf MDBK (Rinderzellen);

(g) eine spezifische Aktivit#t von etwa 2 x 108 Einhei=-
ten/mg auf Ag 1732-Zellen (Human-Linie);

(h) ein Molgewicht von eta 16,500 + 1000 (Gelelektrophorese

"auf Polyacrylamid);

(i) einen Aminozuckergehalt von weniger als 1 Mol pro
Mol;

(j) eine positive Wachstumshemmungsaktivitit und

(k) die folgende Aminosiurezusammensetzung (+ 15 O/o,
berechnet auf ein Molgewicht von 16,500):
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Asx 11,5 Ala 7,9 Phe 8,7
Thr 9,0 Val 6,7 His 3,0
Ser 10,0 Met 4,y Lys - 8,5
Glx 21,9 Ile T, Arg 8,0
Pro 5,0 Leu 18,9 Cys 1,8
Gly 5,0 Tyr 4,6

7. Ein homogenes Human-Leukozyten-Interferon mit der

Bezeichnung B3,_welches dadurch gekennzeichnet ist, dass
es

(a) durch Gradientenelution mit n-Propanol in einem wissri-
gen Puffer, enthaltend 1 Mol Pyridin und 2 Mol Ameisen-
sdure pro Liter (Gradient 0-40 °/o (v/v), Raumtempera-

tur, Durchflussrate 0,2 ml/min), bei einer Konzentration
von 32 o/o n-Propanol in einem einzigen Peak von einer

4,6 x 250 mm HPLC-S#ule auf der Basis einer durch Octyl~-
gruppen modifizierten Sioz—Matrix eluiert wird;

(b) durch Leucinaminopeptidase und Aminopeptidase M nicht
inaktiviert wird;

(e) durch Behandlung mit Trypsin in Peptidfragmente gespal-
ten wird, die durch Gradientenelution des Reaktionsgemi-
sches mit n-Propanol in einem widssrigen Puffer (pH 3),
enthaltend 0,03 Mol Pyridin und 0,1 Mol Ameisensiure pro
Liter (Gradient 0-40 °/o (v/v), Raumtemperatur, Durch-
flussrate 0,5 ml/min) in Peaks bei Konzentrationen von

3, 4, 4.2, 4.5, 10, 12.5, 14, 14.5, 16, 18, 19.5, 27 und

32 °/0 n-Propanol von einer 4,6 x 250 mm HPLC-S3Zule (10
Teilchengrdsse) auf der Basis einer durch Octylgruppen

modifizierten SiOZ-Matrix eluiert werden; und das ferner
charakterisiert ist durch
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(d) eine blockierte N-terminale Aminosiure;

(e) eine spezifische Aktivit&t von etwa 4,0 x 108 Ein-

heiten/mg auf MDBK (Rinderzellen);

(f) eine spezifische Aktivitdt von etwa 3 x 108 Einhei-
ten/mg auf Ag 1732-Zellen (Human-Linie);

(g) ein Molgewicht von etwa 21,000 + 1000 (Gelelektro-
phorese auf Polyacrylamid);

(h) einen Aminozuckergehalt von weniger als 1 Mol pro
Mol;

(i) eine positive Wachstumshemmungsaktivitit und

(J) die folgende Aminosiurezusammensetzung:

Asx 18,2 Ala 11,5 Phe 9,9
Thr 9,9 Val 7,5 His 3,8
Ser 14,5 Met 6,0 Lys 2,3
Glx 28,5 Ile 9,5 Arg 10,8
"Pro 5,9 Leu 24,4 Cys 2,3
Gly 3,6 Tyr 5,0

8. Ein homogenes HumanQLeukozyten—Interferon mit der

Bezeichnung Y15 welches dadurch gekennzeichnet ist, dass
es

(a) durch Gradientenelution mit n-Propanol in einem wéssri-

gen Puffer, enthaltend 1 Mol Pyridin und 2 Mol Ameisen-
séure pro Liter (Gradient 0-40 °/o (v/v), Raumtempera-
tur, Durchflussrate 0,2 ml/min), bei einer Konzentration

von 31 %/0 n-Propanol in einem einzigen Peak von einer
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4,6 x 250 mm HPLC-Siule auf der Basis einer durch Octyl-
gruppen modifizierten SiOZ-Matrix eluiert wird;

(b) durch Leucinaminopeptidase und Aminopeptidase M nicht
inaktiviert wird;

(e¢) durch Behandlung mit Trypsin in Peptidfragmente gespal-
ten wird, die durch Gradientenelution des Reaktionsgemi-
sches mit n-Propanol in einem wissrigen Puffer (pH 3),
enthaltend 0,03 Mol Pyridin und 0,1 Mol Ameisensiure pro
Liter (Gradient 0-40 °/o (v/v), Raumtemperatur, Durch-
flussrate 0,5 ml/min) in Peaks bei Konzentrationen von

3, 4, 4.2, 4.5, 6.5, 11.5, 12.5, 14.5, 16, 17.5, 18 und
29 °/0 n-Propanol von einer 4,6 x 250 mm HPLC-S#ule (10 u
Teilchengrdsse) auf der Basis einer durch Octylgruppen
modifizierten SiOZ-Matrix eluiert werden; und das ferner
charakterisiert ist durch

(d) eine blockierte N-terminale Aminosiure;

(e) eine spézifische Aktivitit von etwa 2,6 x 108 Ein-

heiten/mg auf MDBK (Rinderzellen);

(f) eine spezifische Aktivitit von etwa 2 x 108 Einhei-

'ten/mg auf Ag 1732-Zellen (Human-Linie);

(g) ein Molgewicht von etwa 17,700 + 1000 (Gelelektro-
phorese auf Polyacrylamid);

(h) einen Aminozuckergehalt von weniger als 1 Mol pro
Mol;

(i) eine positive Wachstumshemmungsaktivitdt und

(j) die folgende Aminosidurezusammensetzung (+ 15 °/o,
berechnet auf ein Molgewicht von 17,700):
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Asx 13,1 Ala 8,7 Phe 8,6
Thr 8,4 Val 7,3 His 3,7
Ser 10,2 Met 4,3 Lys 10,1
Glx 23,9 Ile 7,9 Arg 8,0
Pro 4,5 Leu 20,3 Cys 3,3
Gly 5,7 Tyr 4,8

9. Ein homogenes Human-Leukozyten-Interferon mit der

Bezeichnung YZ,‘welches dadurch gekennzeichngt ist, dass

es

(a) durch Gradientenelution mit n-Propanol in einem wissri-
gen Puffer, enthaltend 1 Mol Pyridin und 2 Mol Ameisen~
sdure pro Liter (Gradient 0-40 °/o (v/v), Raumtempera-
tur, Durchflussrate 0,2 ml/min), bei einer Konzentration
von 32 /0 n-Propanol in einem einzigen Peak von einer
4,6 x 250 mm HPLC-S#Hule auf der Basis einer durch Octyl-

gruppen modifizierten Sioz-Matrix eluiert wird;

(b) durch Leucinaminopeptidase und Aminopeptidase M nicht

inaktiviert wird;

(e¢) durch Behandlung mit Trypsin in Peptidfragmente gespal-
ten wird, die durch Gradientenelution des Reaktionsgemi-
sches mit n-Propanol in einem wissrigen Puffer (pH 3),

enthaltend 0,03 Mol Pyridin und 0,1 Mol Ameisensiure pro
Liter (Gradient 0-140 °/0 (v/v), Raumtemperatur, Durch-

flussrate 0,5 ml/min) in Peaks bei Konzentrationen
3, 4, 4.2, 4.5, 5, 11.5, 12.5, 14.5, 16, 18 und 29
n-Propanol von einer 4,6 x 250 mm HPLC-Siule (10 p
chengrdsse) auf der Basis einer durch Octylgruppen

zierten SiOz-Matrix eluiert werden; und das ferner

terisiert ist durch

von

°/0
Teil-
modifi-

charak-
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(d) eine blockierte N-terminale Aminos&ure;

(e) eine spezifische Aktivit#t von etwa 4,0 x 108 Ein-
heiten/mg auf MDBK (Rinderzellen);

(f) eine spezifische Aktivitit von etwa 1,5 % 108 Ein-~
heiten/mg auf Ag 1732-Zellen (Human-Linie);

(g) ein Molgewicht von etwa 17,700 + 1000 (Gelelektro-
phorese auf Polyacrylamid);

(h) einen Aminozuckergehalt von weniger als 1 Mol pro
Mol;

(i) eine positive Wachstumshemmungsaktivitit und

(j) die folgende Aminosdurezusammensetzung (+ 15 O/o,
berechnet auf ein Molgewicht von 17,700):

Asx 13,3 Ala 8,1 Phe 9,0
Thr 9,6 Val 7,0 His 3,3
Ser 7,8 Met 3,9 Lys 10,0
Glx 25,0 Ile 8,0 Arg 8,5
Pro 4,8 Leu 20,1 Cys 2,9
Gly 5,0 Tyr 4,8

10. Ein homogenes Human-Leukozyten-Interferon mit
der Bezeichnung Y3, welches dadurch gekennzeichnet ist,
dass es

(a) durch Gradientenelution mit n-Propanol in einem wiss-
rigen Puffer, enthaltend 1 Mol Pyridin und 2 Mol Ameisen-
séure pro Liter (Gradient 0-40 °/o (v/v), Raumtempera-

tur, Durchflussrate 0,2 ml/min), bei einer Konzentration
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von 34 %/0 n-Propanol in einem einzigen Peak von einer
4,6 x 250 mm HPLC-Siule auf der Basis einer durch Octyl-
gruppen modifizierten Sioz-Matrix eluiert wird;

(b) durch Leucinaminopeptidase und Aminopeptidase M nicht
inaktiviert wird;

(e) durch Behandlung mit Trypsin in Peptidfragmente gespal-
ten wird, die durch Gradientenelution des Reaktionsgemi-
sches mit n-Propanol in einem wissrigen Puffer (pH 3),
enthaltend 0,03 Mol Pyridin und 0,1 Mol Ameisensiure pro
Liter (Gradient 0-40 %/0 (v/v), Raumtemperatur, Durch-
flussrate 0,5 ml/min) in Peaks bei Konzentrationen von

3, 4, 4.2, 11.5, 12.5, 13.5, 14.5, 16, 18, 20 und 32 °/o
n-Propanol von einer 4,6 x 250 mm HPLC-SHule (10 p Teil-
chengrdsse) auf der Basis einer durch Octylgruppen modifi-
zierten Sioz-Matrix eluiert werden; und das ferner charak-
terisiert ist durch

(d) eine blockierte N-terminale Aminosiure;

(e) eine spezifische Aktivitit von etwa 3,5 % 108 Bin~
heiten/mg auf MDBK (Rinderzellen);

'(f) eine spezifische Aktivitit von etwa 1,5 x 108 Ein~

heiten/mg auf Ag 1732-Zellen (Human-Linie);

(g) ein Molgewicht von etwa 17,200 + 1000 (Gelelektro-
phorese auf Polyacrylamid);

(h) einen Aminozuckergehalt von weniger als 1 Mol pro
Mol;

(i) eine positive Wachstumshemmungsaktivitit und

(j) die folgende Aminosiurezusammensetzung:
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Asx 15,0 Ala 9,3 Phe 7,2
Thr 8,6 Val 5,5 His 2,9
Ser 10,1 Met 5,6 Lys 7,6
Glx 22,8 Ile 6,8 Arg 10,1
Pro 4,8 Leu 20,5 Cys 3,1
Gly 3,2 Tyr 3,7

11. Ein homogenes Human-Leukozyten-Interferon mit
der Bezeichnung'Yu, welches dadurch gekennzeichnet ist,
dass es

(a) durch Gradientenelution mit n-Propanol in einem wiss-~
rigen Puffer, enthaltend 1 Mol Pyridin und 2 Mol Ameisen-
s#ure pro Liter (Gradient 0-40 %/o (v/v), Raumtempera-
tur, Durchflussrate 0,2 ml/min), bei einer Konzentration
von 35 %/0 n-Propanol in einem einzigen Peak von einer
4,6 x 250 mm HPLC-S#ule auf der Basis einer durch Octyl-
gruppen modifizierten SiOz-Matrix eluiert wird;

(b) durch Leucinaminopeptidase und Aminopeptidase M nicht

inaktiviert wird; und das ferner charakterisiert ist durch

(c) eine blockierte N-terminale Aminosdure;

(d) eine spezifische Aktivitit von etwa 3,5 x 108 Ein-
heiten/mg auf MDBK (Rinderzellen);

(e) eine spezifische Aktivitit von etwa 4,0 x 108 Ein-
heiten/mg auf Ag 1732-Zellen (Human-Linie);

(f) ein Molgewicht von etwa 21,000 + 1000 (Gelelektro-
phorese auf Polyacrylamid);
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(g) einen Aminozuckergehalt von weniger als 1 Mol pro
Mol;
(h) eine positive Wachstumshemmungsaktivitit und

(i) die folgende Aminosiurezusammensetzung (£ 15 /0,
berechnet auf ein Molgewicht von 21,000):

Asx 17,9 Ala 10,4 Phe 9,1
Thr 7,3 - Val 7,9 His 3,8
Ser 13,5 Met 4,9 Lys 12,2
Glx 27,0  Ile 9,7 Arg 8,5
Pro 6,5 Leu 2h,1 Cys 4,1
Gly 4,8 Tyr 5,0

12. Ein homogenes Human-Leukozyten-Interferon mit
der Bezeichnung Y5 welches dadurch gekennzeichnet ist,
dass es

(a) durch Gradientenelution mit n-Propanol in einem widss-
rigen Puffer, enthaltend 1 Mol Pyridin und 2 Mol Ameisen-

‘sdure pro Liter (Gradient 0-40 °/o (v/v), Raumtempera-

tur, Durchflussrate 0,2 ml/min), bei einer Konzentration
von 31 /0 n-Propanol in einem einzigen Peak von einer
4,6 x 250 mm HPLC-SHule auf der Basis einer durch Octyl=-
gruppen modifizierten SiOZ—Matrix eluiert wird;

(b) durech Leucinaminopeptidase und Aminopeptidase M nicht
inaktiviert wird;

(e) durch Behandlung mit Trypsin in Peptidfragmente gespal-
ten wird, die durch Gradientenelution des Reaktionsgemi~
sches mit n-Propanol in einem wissrigen Puffer (pH 3),

enthaltend 0,03 Mol Pyridin und 0,1 Mol Ameisensiure pro
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Liter (Gradient 0-40 %/o (v/v), Raumtemperatur, Durch-
flussrate 0,5 ml/min) in Peaks bei Konzentrationen von

3, 4, 4.2, 4.5, 7, 7.5, 10, 11.5, 12.5, 14, 14.5, 186,

18, 24.5, 25.5 und 32 9/o n-Propanol von einer 4,6 x 250 mm
HPLC~-S&ule (10 u Teilchengrdsse) auf der Basis einer durch

Octylgruppen modifizierten SiOZ-Matrix eluiert werden;
und das ferner charakterisiert ist durch

(d) eine blockierte N-terminale Aminosiure;

(e) eine spezifische Aktivit#t von etwa 0,9 x 108 Ein-
heiten/mg auf MDBK (Rinderzellen);

(f) eine spezifische Aktivit#t von etwa 2 x 106 Einhei-
ten/mg auf Ag 1732-Zellen (Human-Linie);

(g) ein Molgewicht von etwa 16,500 + 1000 (Gelelektro-
phorese auf Polyacrylamid);

(h) einen Aminozuckergehalt von weniger als 1 Mol pro
Mol;

(i) eine positive Wachstumshemmungsaktivitidt und

(j) die folgende Aminosdurezusammensetzung:

Asx 13,8 Ala 9,3 Phe 6,4
Thr 7,6 Val 5,1 His 2,8
Ser 9,0 Met 4,7 Lys 12,0
Glx 20,8 Ile 6,6 Arg 9,0
Pro y,2 Leu 19,6 Cys 2,3
Gly 4,0 Tyr 3,6
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13. Homogenes Interferon gemidss einem der Anspriiche
1-12 als pharmazeutischer Wirkstoff.

14, Homogenes Interferon gemdss einem der Anspriiche
1-12 als antiviraler Wirkstoff.

15. Homogenes Interferon gemiss einem der Anspriiche
1-12 als Antitumor-Wirkstoff.

16. Homogenes Interferon gemiss einem der Anspriiche
1-12 als wachstumshemmender Wirkstoff.

17. Homogenes Interferon gemiss einem der Anspriiche
1-12 als immunsuppressiver Wirkstoff.

18. Verfahren zur Reinigung von Proteinen mit einem
Molgewicht liber etwa 12,000, dadurch gekennzeichnet, dass
man eine widssrige LOsung des unreinen Proteins durch eine
mit einem Puffer #dquilibrierte Siule auf der Basis einer
durch Cyanopropyl-, Cyclohexyl-, Phenyl-, Octyl-, Octa-
decyl- oder Glycerylgruppen modifizierten pordsen SiOZ-
Matrix unter HPLC-Bedingungen schickt, wobei das Protein
zundchst adsorbiert und dann mit einem steigenden oder
fallenden Gradienten eines mit Wasser mischbaren Lésungs~

‘mittels eluiert wird, so dass es schliesslich in bestimm-

ten Fraktionen des Eluats in reinerer Form erhalten wird.

19. Verfahren zur Reinigung von Proteinen mit einem
Molgewicht liber etwa 12,000, dadurch gekennzeichnet, dass
man eine wissrige L&sung des unreinen Proteins durch eine
mit einem Puffer Zquilibrierte Siule auf der Basis einer
durch Octyl- oder Glycerylgruppen modifizierten pordsen
SiOZ-MatPix unter HPLC-Bedingungen schickt, wobei das
Protein zundchst adsorbiert und dann mit einem steigen-
den oder fallenden Gradienten eines mit Wasser mischbaren
Losungsmittels eluiert wird, so dass es schliesslich in
bestimmten Fraktionen des Eluats in reinerer Form erhalten
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wird.

20. Verfahren zur Herstellung von Interferon als homo-
genes Protein, dadurch gekennzeichnet, dass man

A) eine wissrige Ldsung von Interferon in unreinem Zu-
stand unter HPLC-Bedingungen durch eine mit einem Puffer
dquilibrierte Sdule auf der Basis einer durch Octylgrup~-
pen modifizierten SiOZ—Matrix schickt, wobei das Inter-
feron zundchst adsorbiert und dann mit einem steigenden
Gradienten eines mit Wasser mischbaren Losungsmittels

in einem Puffer eluiert wird, so dass es in bestimmten
Fraktionen des Eluats in reinerer Form erhalten wird;

B) diese in Schritt A) erhaltenen bestimmten Fraktio-
nen durch eine mit einem Puffer &quilibrierte Siule auf
der Basis einer durch Glycerylgruppen modifizierten SiOZ—
Matrix schickt, wobei das Interferon zunichst adsorbiert
und dann mit einem fallenden Gradienﬁen eines mit Wasser
mischbaren LOsungsmittels in einem Puffer eluiert wird,
so dass es in ausgeprigten Hauptpeaks in bestimmten Frak-

tionen des Eluats in reinerer Form erhalten wird;

C) diese in Schritt B) erhaltenen Fraktionen, die den

ausgeprdgten Hauptpeaks entsprechen, unter HPLC-Bedin-
gungen durch eine mit einem Puffer #quilibrierte Si#ule

auf der Basis einer durch Octylgruppen modifizierten SiOZ-
Matrix schickt, wobei das Interferon zunichst adsorbiert
und dann mit einem Gemisch eines mit Wasser mischbaren
Losungsmittels und eines wissrigen Puffers eluiert wird,
so dass man es in einem einzigen, ausgeprigten Peak in
bestimmten Fraktionen des Eluats als homogenes Protein
erhdlt und gewlinschtenfalls den Schritt C) wiederholt,

um dusserste Reinheit des Produktes zu erzielen.

21. Verfahren gemiss Anspruch 20, dadurch gekennzeich-
net, dass man von Human-Interferon ausgeht.
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22. Verfahren gemdss Anspruch 21, dadurch gekennzeich-
net, dass man von Leukozyten-Interferon ausgeht.

23. Verfahren gemiss Anspruch 22, dadurch gekennzeich-
net, dass man als mit Wasser mischbares L8sungsmittel

ein Alkanol oder einen cyclischen Aether verwendet.

2. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet,
dass man als mit Wasser mischbares LOsungsmittel n-Pro-
panol, in Schritt A) einen Puffer mit einem pH von etwa
7,5 und in Schritt B) einen Puffer mit einem pH von etwa
4,0 verwendet.

25. Verfahren gemiss Anspruch 24, dadurch gekennzeich-
net, dass es sich bei dem in Schritt A) verwendeten Puffer
um 1 M Natriumacetat/Essigsdure handelt und der n-Propa-
nol-Gradient von 0 auf 40 /o (v/v) ansteigt, dass es
sich bei dem in Schritt B) verwendeten Puffer um 0,1 M
Natriumacetat handelt und der n-Propanol-Gradient von
72,5 auf 50 °/o (v/v) abnimmt und dass es sich bei dem
in Schritt C) verwendeten Puffer um 1 M Pyridin/2 M Amei-
sensiure handelt und ein von 20 auf 40 %/o (v/v)

ansteigender n-Propanol-Gradient eingestellt wird.

26. Verfahren gemiss Anspruch 25, dadurch gekennzeich-
net, dass die bestimmten, den ausgepridgten Hauptpeaks
zuzuordnenden Fraktionen zusammengefasst werden, das n-Pro-
panol durch Extraktion mit n-Hexan entfernt wird und vor

Schritt C) Spuren von n-Hexan aus der widssrigen Phase
entfernt werden.

27. Arzneimittel auf der Basis eines homogenen Inter-
ferons gemiss einem der Anspriiche 1-12.

28. Antivirale Mittel auf der Basis eines homogenen
Interferons gemidss einem der Anspriiche 1-12.
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29. Antitumor-Mittel auf der Basis eines homogenen
Interferons gemiss einem der Anspriiche 1-12.

30. Wachstumshemmende Mittel auf der Basis eines homo-

genen Interferons gem#ss einem der Anspriiche 1-12.

31. Immunsuppressive Mittel auf der Basis eines homo-
genen Interferons gemdss einem der Anspriiche 1-12.

32. Verwendung eines homogenen Interferons gemiss

einem der Anspriiche 1-12 bei der Therapie bzw. Prophylaxe
von Krankheiten.

33. Verwendung eines homogenen Interferons gemiss
einem der Anspriiche 1-12 bei der Therapie bzw. Prophylaxe
von viralen Infektionen.

34. Verwendung eines homogenen Interferons gemiss
einem der Anspriiche 1-12 bei der Therapie bzw. Prophylaxe
von Tumoren.

rXE*
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