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GRAND-DUCHE DE LUXEMBOURG

Monsieur le Ministre
de I'Economie et des Classes Moyennes
Service de la Propriété Intellectuelle

(L)

LUXEMBOURG

Demande de Brevet d’Invention

I. Requéte

.8..4002. BALE.,. Suisse, représentie -par Monsieur Jacgues de Muyser,

agissant en. qualité de mandataire (2)
dépose(nt) ce .vingt-cing février 1900 guatre-vingt-deux 3)
a. ... heures, au Ministére de I’Economie et des Classes Moyennes, & Luxembourg :
1. la présente requéte pour I'obtention d'un brevet d’invention concernant :
"AntikOrper gegen Proteine'. 4)

2. la délégation de pouvoir, datée de ___BALE le .6.Jjanvier 1982

3. la description en langue .....a@llemande _  de I'invention en deux exemplaires;
/

4 AL b planches de dessin, en deux exemplaires;

5. la quittance des taxes versées au Bureau de TEnregistrement & Luxembourg,
le .25 février 1982
déclare(nt) en assumant la responsabilité de cette déclaration, que I'(es) inventeur(s) est (sont) :
Voir au. verso (5)

{6) brevet déposée(s) en (7) Suisse S —
le ...27 février. 1981 . (No. 1343/81) et . le. 4. décenbre 1981 (8)
(HO....7773/81)
aunomde .. .la dépnsante (9)
’?‘?EI'ICJtle . s 3se . e A .
ehit(elisent) pour lui (elle) et, si désigné, pour son mandataire, & Luxembourg ... ..
.35..01d.. Roval (10)
sollicite(nt) la délivrance d'un brevet d’invention pour Pobjet décrit et représenté dans les
anneKes sus’nenti%‘rlmées, — E}irec ajournement de cette délivrance a 12 mois. (11)
Le A mamﬁata}' re. N (\ |
v . X 4 i
o /- / ! | )

II. Procés-verbal de Dépdt

La susdite demande de brevet d'invention a été déposée au Ministére de I’Economie et des
Classes Moyennes, Service de la Propriété Intellectuelle & Luxembourg, en date du :

25 février 1982

Pr. le Mingstre

a .15 heures de I'Economie et des Giasses Moyennes,
p.d/V e
L
i
/.
A 68007 4

(1) Nom, prénom, firme, adresse — (2) &Il a lieu «reMsiidiis 38+ 2 agissant en qualité de mandatairy’— (3) date du dépot
en toutes lettres — (4) titre de I'invention — (5) noms et aUreTSes — (6) brevet, certificat d’addition.modéle d’utilité — (O]
pays — (8) date — (9) déposant originaire — (10) adresse — (11) 6, 12 ou 18 mois.




1.- Theophil STZEHEELIN, 34 Hangstrasse, & ARLESHEIM, Suisse

2.~ Christian STAHLI, 244 Giornicostrasse, & 4059 BALE, Suisse

3.~ Vincenzo MIGGIANO, 18 Unterer Rheinweg, & BALE, Suisse
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N BEANSPRUCHUNG DER PRIORITAT
j .ot der Patent/@GBw/ - Anmeldung
1‘ in: DER SCHWEIZ
: Vom: 27. Februar 1981
Vom: 4. Dezember 1981
PATENTANMELDUNG
in
Luxemburg

j Anmelder: F. HOFFMANN-LA ROCHE & CO. AKTIENGESELLSCHAFT
i
g Betr. : "Antikdrper gegen Proteine".
E /
b
i
is

TR



o

~,

10

15

F.Hoffmann-La Roche & Co. Aktiengesellschaft, Basel (Schweiz)

RAN 4090/131

AntikOrper gegen Proteine

Die vorliegende Erfindung betrifft AntikOrper gegen
Proteine, und zwar gegen natiirliche oder durch re-

kombinierte DNS-Technik erhaltene humane Leukozyten-
Interferone (HLI).

HLI ist mOglicherweise ein wertvolles Therapeutikum
zur Behandlung von neoplastischen und viralen Krankheiten.
Die Evaluation dieser Substanz und ihre mdgliche Entwicklung
zu einem weitverbreiteten Medikament wird durch die
Schwierigkeit, den Wirkstoff in der erforderlichen Weise
zu reinigen und zu charakterisieren, beeintrichtigt. Fiir
die gewiinschte Reinigung und die erforderliche Charakteri-
sierung von HLI wdre ein Test, der sich in weniger als

24 stunden durchfiihren 13sst, eine wertvolle Hilfe.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde nun ge-
funden, dass sich zum Reinigen und Bestimmen von HLI in
vorziglicher Weise eine Kollektion von monoklonalen Anti-
kbrpern eignet, die gegen natiirliche oder durch re-

kombinierte DNS-Technik erhaltene Leukozyten-Interferone
gerichtet sind.

g1t/ 18.12.81
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Die vorliegende Erfindungrbetrifft demnach eine
Kollektion von monoklonalen Antikdrpern, die dadurch ge-
kennzeichnet ist, dass ihre Glieder gegen natilirliche oder
durch rekombinierﬁe DNS-Technik erhaltene humane Leukozyten-
Interferone (HLI) gerichtet sind.| Unter einer Kollektion sind
hierbei sowohl die Gesamtheit der Antikdrper,

sowie auch
deren einzelne Glieder zu verstehen.

Nach einem besonderen Aspekt der vorliegenden Erfindung
werden die monoklonalen Antikdrper von verschiedenen
Rybridomen sezerniert.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung hat sich gezeigt,
dass sich einzelne monoklonale Anti&érper gegenseitig nicht
inhibieren, d.h. gemeinsam an HLI binden, wihrend sich
andere gegenseitig inhibieren, d.h. nicht gleichzeitig an
HLI binden. Weiterhin hat sich gezeigt, dass die Kollektion
aus Gruppen von monoklonalen AntikSrpern besteht, deren

Glieder verschiedene Epitope (antigenische Determinanten)
von HLI erkennen.

Eine Eigenheit der Kollektion von monoklonalen Anti-
kérpern gemdss vorliegender Erfindung besteht darin, dass
mindestens ein AntikOrper HLI Y3 nicht erkennt.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung hat sich weiter
gezeigt, dass die vorerwdhnte Kollektion aus einer Gruppe
von Antikdérpern besteht, welche sich voneinander in ihren
Isotypen unterscheiden. 8 Antikdrper zeigen IgG-Struktur,
wogegen einer IgM-Struktur zeigt. Von den 8 AntikOrpern
mit IgG-Struktur haben 7 eine Y, Schwere Kette und einer
eine Yoh schwere Kette.

Eine weitere Besonderheit der Kollektion von mono-
klonalen Antik&érpern gemiss voriiegender Erfindung besteht
darin, dass ein AntikOrper (IgM) die antivirale Aktivitdt

von humanem Leukozyten-Interferon nicht neutralisiert.
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Wie bereits erwahnt,ist die Kollektion dieser mono-
klonalen Antikdrper u.a. dadurch gekennzeichnet, dass sie
aus Gruppen von AntikOrpern besteht, deren Glieder ver-
schiedene Epitope von HLI erkennen. Ein weiterer Aspekt -
der vorliegenden Erfindung betrifft demnach die Verwendung
von je einem élied dieser Gruppe von Antikdrpern fiir einen
Festphasen-Sandwich-Test fiir HLI. Beim vorerwdhnten Sandwich-
Test wird ein AntikOrper mit einem geeigneten Label ver-
sehen. Hierzu kommt jeder hierfiir geeignete Label in

Betracht, doch wird ein radioaktiver oder ein Enzym-Label

bevorzugt. .

_ Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung be-
trifft die Verwendung von einem Antikdrper aus der oben
erwdhnten Kollektion zur Reinigung von HLI. Die Reihiguné
von HLI mittels des monoklonalen Antikdrpers erfolgt vor-
zugsweise durch Affinitdtschromatographie. Hierbei

muss flir eine Reinigung in kommerziellem Mass-
stab die Affinitdt geniigend hoch sein, damit das Interferon

auch bei grossen Volumina, die mit nicht zu kleiner
Geschwindigkeit durch die S&ulen fliessen, praktisch
quantitativ zurlickgehalten wird. Mit einem einzigen
Antikorper ist dies nicht flir alle Arten (Subklassen)

von Interferon moéglich. Hierzu eignet sich besonders eine
Kollektion von monoklonalen Antikdrpern, deren einzelne

Glieder gegen einzelne Subklassen von Interferon hohe

Affinitédten aufweisen.

Die Herstellung'der monoklonalen Anfikérpe% éffolgt
nach der an sich bekannten Zellfusionstechnik, bei der
Myelomzellen mit Milz-Zellen von M&usen, die mit HLI
immunisiert wurden, fusioniert werden. Die erhaltenen
Hybridome sezernieren menoklonale AntikOrper gegen
natiirliche oder durch rekombinierte DNS-Technik erhaltene

Leukozyten-Interferone.
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Die Durchfiihrung des Festphasen-Sandwich-Tests zur
Bestimmung von HLI kann nach an sich bekannten Methoden
erfolgen, doch konnte eine wesentliche Vereinfachung ge-
funden werden, indem im Gegensatz zu den bekannten Fest-
phasen-Sandwich-Verfahren,unmarkierter und markierter
AntikOrper von Anfang an gemeinsam und nur einmal inkubiert‘

werden.

‘"'Die'Reinigung'von HLI mittels eines monoklonalen
Antikdrpers kann nach an sich bekannten Methoden erfolgen,
wobei sich die Affinitdtschromatographie als besonders
geeignet erwiesen hat. Bei dieser Affinititschromatographie
wird vorzugsweise Affi-Gel 10 (BioRad Labbratories,

Richmond, California) als Trdger verwendet.

Es hat sich Uberraschenderweise .gezeigt, dass nach dem
Festphasen-Sandwich-Verfahren gemiss vorliegender Erfindung
humanes Leukozyten-Interferon bis zu einer Konzentration
von 2 U/ml im Serum nachweisbar is%.

Andererseits hat sich gezeigt, dass mit einem
monoklonalen AntikOrper gemdss vorlieéender Erfindung durch

rekombinierte DNS-Technik erhaltenes humanes Leukozyten-

Interferon auf einfache Art und Weise derart gereinigt werden

kann, dass es filir klinische Versuche verwendbar ist.

Die nachfolgenden Beispiele erliutern die Erfindung.
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Beispiel 1

Herstellung der monoklonalen Antikdrper

A) Interferon-Préparate

Teilweise gereinigtes humanes Leukozyten-Interferon
(IFL) war in genligender Menge zur Immunisierung der M&use

vorhanden. 5 IFL-Prdparate werden verwendet:

a) IFL y(a) Hauptpeak.der Fr?ktion gemass Stufe 8
von Tabelle 3 der DOS No. 29 47 134 mit einer ungefihren
Reinheit von 10-15% (abgeschdtzt durch Natriumdodecyl- )
sulfat-polyacrylamid-Gel-Elektrophorese) und spezifischer
Aktivitdt im antiviralen Test;

b) IFL ao; <¢) IFL B;-d) IFL v; und €) IFL §.

Die IFL a, B und Y Fraktionen bestehen je aus Gemischen
der individuellen (al, a,), (Bl, By 83) und (Yl, Yor Ygu
Y4, YS)_Spezies. Dies sind Schulterfraktionen der ent-
sprechend gereinigten Spezies, welche von verschiedenen
Préparaten gepoolt werden (vgl. Stufe 9 von Tabelle 3 der
vorerwahnten DOS). Die IFL § Fraktion stellt die Schulter
der &§-Spezies dar. Neben den Spezies o, B und Yy an der
Lichosorb-Diols&ule (vgl. Stufe 8 von Tabelle 3 der vor—
erwahnten DOS) zeigt sich gelegentlich eine §-Fraktion.
Diese wird wie in Stufe 9 gemdss Tabelle -3 der vorerwihnten
DOS gereinigt, wobei sich zeigt, dass die Spezies 6 keine
Unterspecies zeigt und einheitlich ist. Die Reinheit von
b), c)und d) ist zwischen 20 und 40% gemdss spezifischer
biologischer Aktivitdt und gemiss Natriumdodecylsulfat-

polyacrylamid-Gel-Elektrophorese. Die Reinheit von e) ist
héchstens 5%.
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Bestimmung-von Inter feron-Aktivitit
Die Interferon-Aktivit#t wird mittels des "cytopathic-
effect—inhibition“(CPE) Test gemdss U.S. Patentschrift No.

4 241 174 (Serial No. 963,256) bestimmt.

B) Immunisierung der Mduse-

3 Acht Wochen alte Balb ¢/J weibliche Miuse werden
zuerst mit IFL y(a) in Freund's vollstdndigem Adjuvans
immunisiert. Jede Maus erhdlt ungefhr 150 pg Gesamt-
protein enthaltend 20-25 pg von Interferon in 0,25 ml
an 5 verschiedenen Stellen (0,05 ml in jede Stelle):
Subkutan in die linke und rechte Leistengegend und in die

linke und rechte Achselgegend sowie eine intraperitoneale
Injektion.

53 Tage spdter wird eine Zweitimmunisierung wie folgt
durchgeflihrt: Interferon IFL y(a) wird durch priparative
Natriumdodecylsulfat—polyacrylamid (15%) Gel-Elektrophorese
in drei 0,6x11 cm zylindrischen Gelen aufgetrennt.

Ungefdhr 300 pg Gesamtprotein in 0,3 ml (dialysiert gegen
Probenpuffer) enthaltend ungefdhr 40-50 pug von Interferon
werden pro Gel geladen. [Diese Reinigung erfolgt im
wesentlichen nach der Methode von Laemmli, U.K. (1970)

Nature 227, 680-685]. Nach der Elektrophorese werden die Gele
in 2 mm dicke Scheiben geschnitten. Diese werden wihrend 10
Minuten in O,5ml phosphatgepufferter Kochsalzldsung (0,01 M
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,3; 0,14 M Natriumchlorid)
enthaltend 0,1% Triton X-100 in Propylen-RShrchen ein-
getaucht. per puffer wird in serienmdssiger Verdiinnung

nach dem CPE-Inhibitionstest nach Interferon-Aktivitit
untersucht. Die Scheiben 6 und 7 (numeriert vom unteren Ende
jedes Gels) zeigen die hochste Interferon-Aktivitdt (je
ungefahr 25% der Aktivitdt des gesamten Gels). Je eine Scheibe

mit HOchstaktivitdt wird mit einer Rasierklinge auf einer
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Glasplatte kleingeschnitten, in eine 1 ml Spritze enthalténd
0,2 ml 0,15 M Natriumchlorid transferiert und in jede Maus
eingespritzt. Die Gelsuspension wird intraperitoneal
injiziert, worauf 0,2 ml BCG (Bacillus Calmette-Guérin;

Serum Institut Bern) injiziert werden.

Nach ‘12 Tagen wird das Serum jeder Maus auf Inter-—
feron-Neutralisationsaktivitdt untersucht.Das Serum von Maus
Nr. 3 zeigt eine 50%ige Neutralisation von 10 Einheiten/ml
von IFL y(a) bei einer Verdiinnung von 1:72 000, neutrali-
siert jedoch dieselbe Konzentration, von rohem IFL (< 0,1%
Reinheit) sogar bei einer Verdiinnung von 1:100 nicht. Die
M&use Nr. 1 und Nr. 2 zeigen Neutralisationstiter von
weniger als 1:1000 gegen IFL Y(a).

70 Tage nach der zweiten Immunisierung erhdlt Maus
Nr. 3 an drei nacheinanderfolgenden Tagen eine intra-
peritoneale Booster-Injektion mit einem Gemisch von IFL a,
B und y enthaltend ungefdhr 50 pg Interferon und 15 pl
normales Mausserum als Trégerprotein (in 0,2 ml 0,15 M
Natriumchlorid). 48 Stunden nach der letzten Injektion
wird die Maus getdtet und die Milz zur Herstellung der
monoklonalen Antikdrper entfernt.

C) Zellkulturen und Zellfusionen

Die folgenden Materialien und Medien werden ver-
wendet. Iscove's Modifikation von Dulbecco's modifiziertem
Eagle-Medium (IMDMEM) ist von Gibco erhiltlich. Es wird
frisch ergdnzt mit Natriumpyruvat (1 mM), Glutamin (1,5 mM),
2-Mercaptodthanol (5 x lO—SM), Penicillin (100 Einheiten/ml)
und Streptomycin (100 pg/ml). Vollstdndiges HAT Medium
besteht aus so vervollstindigtem IMDMEM sowie Hypoxanthin
(107*M), Anminopterin (4 x 107 ’M), Thymidin (1,5 x 10 °M)

und 15% foetales Kdlberserum. Eine 50%ige (w/v) LOsung von
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Polyédthylenglykol 4000 (PEG 4000, Merck) wird in IMDMEVN
hergestellt.

Die Fusion mit einer nicht-produzierenden Azaguar
resistenten Myelomzell-Linie wird unter kleinen Modifik
tionen nach der Methode von Stihli et al. in J. Immunol
Methods 32, 297-304 durchgefiihrt. In dieser Fusion werd
48 x lO6 kernhaltige Milzzellen mit 25 x lO6 Myelomzel!l
der Linie FO (Fazekas de St. Groth und Scheidegger in
J. Immunol. Methods 35, 1-25 (1980)) fusioniert. Die Mi:
zellen und Myelomzellen werden in serumfrelen IMDMEM gt
waschen. Sie werden dann im selben Medlum resuspendlerL

<

oben erwdhnten Verhdltnis fiir die Fusion gemischt und i

40 ml serumfreien IMDMEM in einem 50 ml konischen Poly-

propylen-RShrchen bei 200 x g wihrend 15 Minuten sedime
gefolgt durch vollstdndiges Absaugen des Ueberstandes.

Zellsediment werden unter st&@ndigem Riihren tropfweise ¢
50%iges PEG 4000 zugesetét, um die Zellen zu resuspend:
und zu verteilen. Nach ungefdhr 90 Sekunden werden bei
Raumtemperatur unter stdndigem Rithren wahrend 4-5 Minu:
10 ml serumfreies IMDMEM tropfenweise zugegeben. Nach

weiteren 15 Minuten ohne Rilhren werden grosse Zellklur
durch vorsichtiges Pipettieren mit einer 10 ml Pipetfe
getrennt. Das Fusionsgemisch wird mit vollstdndigem HAT
Medium auf 250 ml verdiinnt und dann in 240 “"Costar cluc
wells (1 ml/well)" gegeben, die bereits 1 ml komplettecs
HAT Medium und lO5 peritoneale Maus-Zellen als Nihrsch?
enthalten. Die Kulturen werden in einer 5%igen C02/95%
Atmosphdre bei 85% Feuchtigkeit inkubiert. Die Kulturer
werden zweimal in der Woche durch Ersetzen des halben

Mediums (1 ml) mit frischem HAT Medium gefiittert.
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D) Auffinden von Interferon-spezifischen Hybridomen

durch einen Festphasen-Antik&rperbindungstest (SABA)

Diese Methode ist adaptiert von dem von Catt and
Tregear [Science 158, 1570-1572 (1967)] beschriebenen
Prinzibruﬁd ist geeignet filir das Auffinden von Hybridom-
Antikdrpern (vgl. auch St&hli et al in J. Immunol.Methods
32, 297-304 (1980) sowie Kennet, R.H. in Current Topics in
Microbiology and Immunology, Vol. 81, S. 77-91 (1978)).Inter-
feronpréparate von IFL o, B, Y und & werden individuell
in Polypropylen-Réhrchen mit phosphatgepufferter Kochsalz—
16sung (PBS) zu einer Endkonzentration von ungefihr 0,2 bis
0,5 pg Interferon/ml (ungefdhr 1-3 ug Gesamtprotein per ml;
ausgenommen fir IFL §, wo ungefdhr 10-15 pg von Gesamt-—
protein per ml enthalten sind) verdiinnt, um damit Poly-
vinyl-Chlorid Mikrotiter Platten (Cooke Laboratory Products
Division, Dynatech Laboratories, Inc.) wie bei Stihli et
al. loc.cit. zu beschichten. 50 pl der Interferonldsung
wird in jede Vertiefung gegeben und wihrend mindestens
4 Stunden bei Raumtemperatur in einer befeuchteten Kammer
gelassen oder wihrend 4°C wihrend mehreren Wochen gehalten.
Vor dem Gebrauch werden die Vertiefungen mit 3%igem ,
Rinderserumalbumin (BSA) in PBS géfiillt und wahrend 30 bis
60 Minuten so belassen, um‘'alle Proteinbindungsstellen zu
blockieren. Die Platten werden dann viermal mit PRS ge-
waschen. 50 pl Ueberstand der Hybridomkulturen werden in je
zwei Vertiefungen wdhrend mindestens 4 Stunden bei Raum-
temperatur inkubiert. Kontrollversuche (unspezifische -
Bindung) werden an Platten durchgefiihrt, die nur mit 3%igem
BSA beschichtet sind. Nach viermaligem Waschen mit PBS
wird zu jeder Vertiefung 50 pl Schaf-Anti-Maus Ig-AntikoOrper
(durch Affinit&tschromatographie gereinigt und mit 1251
markiert; 50 000 bis 100 000 cpm pro 20 bis 30 ng Antikorper
in PBS enthaltend 1% BSA) gegeben und wihrend mindestens
4 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platten werden

vier- bis flnfma mit PBS gewaschen und dann in die
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einzelnen Vertiefungen geschnitten, welche dann in einem
Gamma-Scintillations- Spektrometer auf Radioaktivi-
tat getestet werden.

E) Ergebnisse

: a) Initialscreening durch Antlkorperblndung (SABA)
gegen teilweise gere1n1gte IFL Fraktionen

152 der 240 Kulturen zeigen Wachstum von Hybridomen.
Die Ueberstdnde werden auf Interferon-spezifische Anti-
krper im SABA Test gepriift, wenn die Kulfurén ungefahr
20-30% konfluent sind (12-29 Tage nach der Fusion). Anti-
korperblndung wird parallel gepriift mit IFL o, IFL B, IFL
und IFL 6. Von den 152 Kulturen zeigen 13 Ueberstinde hohe
AntikOrperbindung gegen alle vier teilweise gereinigten
Interferonprédparate. Das Medium von vier weiteren
Hybridomen zeigt niedrige Bindungsaktivitdt (3-4 mal grés:
als unspezifische Bindung) gegen alle vier Interferon-
préparate. Diese Kulturen werden verworfen. Die Medien
aller anderen Hybridome (135 wachsende Kulturen) liefern
unspezifische Bindungen gegen alle vier IFL Prdparate. Vor
den 13 spezifischen Hybridomen werden fiir die vorliegende
Erfindung 9 reprdsentative charakterisiert. Ihre Bezeichn:
ist LI-1, LI-2, LI-3, LI-5, LI-6, LI-7, LI-8, LI-9 und LI

Wie aus Figur 1 ersichtlich ist, zeigt die Antikdrg-
bindung der 9 spezifischen Hybridome zu den 4 teilweise
gereinigten Interferonpriparaten ein unterschiedliches
Verhalten. LI-1, LI-2, LI-3, LI-5, LI-6, LI-7 und LI-8
zeigen eine identische Charakteristik mit der folgenden
Bindungsreihenfolge: IFL a < IFL § < IFL Y < IFL B. Fiir
LI-9 ist die Bindungsordnung IFL § < IFL y < IFL B. LI-1C
ist verschieden von allen Gbrigen.
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b) Antlkorperblndung (SABA) gegen hoch gere1nlgtes
Leukozyten-Interferon

Sechs gereinigte (2 80% rein) Interferonspezies
(vlg. Stufe 9 von Tabelle 3 der DOS 29 47 134) werden durch
Adsorption an Polyvinylchlorid Mikrotiterplatten immobi-
lisiert. Es handelt sich dabei um IFL al, az, 52, YZ und 73
sowie um IFI~K der Zell-Linie KG-1 [Koeffler, H.P. et al.
Science 200, 1153-1154 (1978)], welches in Analogie zu den
Stufen 1 bis 9 von Tabelle 3 der erwidhnten DOS gereinigt
wird. Da in den Stufen 8 und 9 keine klare Trennung in
individuelle Spezies zu beobachten war, wurde die Haupt-
fraktion mit der Interferonaktivitit gepoolt. Sie stellt
deshalb ein Gemisch verschiedener Spezies dar. Die Adsorption
von Interferon (50 pl/pro Vertiefung) wird iiber Nacht bei
ungefahr 0,5 pg Interferon und 2 pg BSA pro ml PBS gefolgt
durch Abblocken der Proteinbindungsstellen mit 3%igem

BSA wie vorhergehend beschrieben, durchgefiihrt.

Die Antikérperbindung mit Kulturmedium der 9
spezifischen Hybridome gegen die 6 verschiedenen,
gereinigten Interferone wird in Figur 2 gezeigt. Es k&nnen
wiederum verschiedene Gruppen von Antikdrpern mit unter-
schiedlichem charakteristischem Bindungsvérhalten unter-
schieden werden. Die Gruppe 1 umfasst die Antikdrper LI-1
und LI-2, die identische Bindungscharakteristik haben, die
jedoch IFL Y5 nicht erkennen. Die Gruppe 2 umfasst die
Antikdrper LI-3,LI-5,LI-6,LI-7 und LI-8 mit einer moglichen
Unterscheidung von zwei Subgruppen. Subgruppe 2a (LI-3,LI-5
und LI-6) zeigt iiberall hlhere Bindung (Figur 1 und Figur 2),
als Subgruppe 2 b (LI-7 und LI-8), wobei die letztere Sub-
gruppe relativ stirker anrgereinigtes IFL oy und IFL-K
bindet als die erstere. Nach dem Interferonbindungs-
verhalten der verbleibenden AntikOrper gemdss Figur 2 und
Figur 3 hat LI-9 die meisten Charakteristika der Subgruppe 2b.
LI-12 scheint wiederum fiir sich einzigartig zu sein.
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Im Hinblick auf die Tatsache der hohen Antiké&.

bindung zu unterschiedlich éereinigten Interferoner
sehr unwahrscheinlich, dass irgendeiner dieser Ant:
nicht gegen Interferon, sondern gegen Kontaminante:
richtet wdre. Dies wird fiir die meisten dieser Ant:
auch durch die Fahigkeit gezeigt, die biologische

Aktivitdt von Interferon zu neutralisieren. LI-1, :
LI-3, LI-5, LI-6, LI-7, LI-8 und LI-9 heben die dur
Interferon induzierte Inhibition des viralen CPE ar
Zellen auf. Die Interferonneutralisierung wird mit
weise gereinigtem IFL y(a) und/oder gereinigtem IFI
IFL Yy IFL a, und rohem Leukozyten-Interferon gete
Keiner der AntikOGrper war in der Lage, rohes Leuko:
Interferon zu neutralisieren. LI-12 neutralisiert I
der getesteten Interferone (vgl. hierzu Tabelle 1).
Féhigkeit der erfindungsgemissen Antikérper, durch

kombinierte DNS-Technik erhaltene Interferone mit b

Affinitat zu binden, geht aus der Tabelle 6 hervor.

2) Isotypen der schweren und leichten Ketten
monoklonalen Interferon-Antikdrper

Monoklonale Antikdrper von Hybridom~Kulturmec
werden zuerst an Interferon-beschichtete Mikrotiter
gebunden, wie dies vorgingig fiir den SABA Test besc
wurde. Nach dem Waschen werden sie mit Isotyp-spez:
Kaninchen Anti-Maus Ig Antiserum (Nordic) inkubier+
Nachweis wird Ziegen Antikaninchen IgG verwendet,
mit Meerrettich-Peroxidase markiert ist. Als Enzym:
werden 2,2'-Azino-di-(3-&thyl-benzothiazolin-sulfa-
Wasserstoffperoxid verwendet. Die Ergebnisse sing :
Tabelle 1, zweite Kolonne, zusammengefasst. Sieben
gepriiften Antikdrper haben die Immunglobulinketten
einer YZb/k und einer u/k. Alle sieben Yl/k Antikor
wie auch der YZb/k neutralisieren Interferon, wogec
p/k Interferon nicht neutralisiert, wie ebenfalls :
Tabelle 1 ersichtlich,

.sitive

fir

‘dllen

uktion

den

tion
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3) Klonieren und Stabilisieren der Interferon-
spezifischen Hybridome

Zur Hersteilung stabiler_Hybridom—Linien werden alle
9 spezifischen Hybridome durch limitierende Verdiinnung in
Mikrotiterplatten mit Maus-peritonealen Zellen als N3hr-
schicht kloniert [Hengartner H. et al. in Current Topics
in Microbiology and Immunology, Vol. 81, 92-99 (1978)].
Das Klonieren wurde zum Zeitpunkt des Transfers der
Originalkulturen in Flaschen oder kurz danach begonnen.
Die Klone wurden mit dem SABA Test gegen IFL B getestet.

Die Ergebnisse dieses ersten Klonierens der 9 Hybridome
wird in Tabelle 2 gezeigt.

Von jedem Hybridom werden zwei bis vier stark positiﬁe
Klone hochgeziichtet und sowohl i.p. in Miuse injiziert fiir
Ascites Produktion als auch gefroren. In den meisten Fdllen
werden die ausgewdhlten Klone eines Hybridoms zur Verein-
fachung und Reduktion der Arbeit gepoolt. Von allen 9
Hybridomen erhdlt man Ascites Fllissigkeit fiir die Produktion
von Antikérpern im grossen Masstab. Ascites-Zellen werden

ebenfalls in Kulturen transferiert und gefroren.

4) Gruppierung der AntikSrper nach ihrer Interaktion
mit HLI

"Die Hauptgruppe der sieben Hybridome, die Yl/k
Immunglobuline produzieren, kann in zwei Gruppen unter-
teilt werden aufgrund ihrer Antikérper-Interaktion mit
gereinigten Interferonen. Die erste Gruppe (LI-1 und LI-2)

erkennt gereinigtes IFL Y3 nicht, wogegen die zweite Gruppe

-{LI-3 und LI-5 bis LI-8) IFL-Y3 erkennt. Die relative,

quantitative Bindung der monoklonalen Antikdrper an sechs
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unterschiedliche, gereinigte Interferone (vgl. Figur 2)
und die Unterscheidung zwischen neutralisierenden und
nicht-neutralisierenden Antik&rpern liefert Information
zur Unterscheidung unterschiedlicher Epitope (antigenische
Determinanten) von HLI und zur Aufzeigung von '
strukturellen Unterschieden zwischen unterschiedlich
gereinigten Interferonen. Vom Bindungsverhalten -

der Antikdrper (vgl. Figur 2) ist klar, dass LI-1 und LI-2
eine andere Struktur als alle anderen Antikorper
erkennenund dass IFL Y3 strukturell verschieden ist wvon
allen anderen getesteten Interferonen, da es das von LI-1
und LI-2 erkannte Epitop nicht aufweist. LI-12, ein nicht-
neutralisierender Antik®Srper, erkennt mit ungefihr gleicher,
obwohl vielleicht geringerer Affinitdt, eine weniger
variable Determinante, welche in allen getesteten Inter-
feronen vorhanden ist. Die Ergebnisse hinsichtlich der
AntikOrperbindung und der Interferonneutralisation lassen

erkennen, dass mindestens drei verschiedene Epitope von
HLI durch die Kollektion der monoklonalen Antikdrper

erkannt und definiert werden k&nnen.

Beispiel 2

Bestimmung von Interferon

1) Auswahl eines geeigneten Paars von monoklonalen
AntikOrpern '

zur Unterscheidung zwischen kompetitiver Bindung von
zwei Antik&rpern an dasselbe Epitop und additiver Bindung
an verschiedene Epitope wird die Bindung der Antikdrper
allein und in Paaren und in allen mdglichen Kombinationen
an immobilisiertem Interferon getestet. Ueberstinde von
konfluenten Hybridom-Kulturen werden ohne weitere Reinigung

als AntikOrperquelle verwendet. Teilweise gereinigtes
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Leukozyten-Interferon (20-30% reines IFL B) wird in be-~
grenzten Mengen (0,1 bis 0,2 pg Interferon/ml) auf
Polyvinylchlorid Mikrotiterplatten gegeben, wie dies in
Beispiel 1 fiir den SABA beschrieben wird. Es folgt das
Abblocken aller Proteinbindungsstellen mit 3%¥igem BSA.

50 pl Antikdrperldsung bestehend aus je 25 pl zweier
Kulturiberstdnde oder 2x25 pl desselben Antikorpers werden
wahrend 7 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platten
werden mit PBS (0,01 M KRaliumphosphat, pH 7,3; 0,14 M
Natriumchlorid) gewaschen und widhrend 5 Stunden mit einem

Ueberschuss von 1251 markiertem Schaf-Anti-Maus-Ig Immun-

globulin in einem Volumen von 50 pl pro Vertiefung inkubiert,

um die Menge von monoklonalen Antikérpern, die an Interferon
gebunden sind, zu messen (Tabelle 3). Die Bindung zweief
AntikOrper wird als additiv betrachtet, wenn die Bindung
dieser Antikdrper diejenige mit 50 pl des hdher bindenden
einzelnen AntikOrpers iibersteigt. Aufgrund dieses Kriteriums
wurde gefunden, dass LI-1 mit fast allen anderen Antikorpern

additiv bindet und dass LI-9 die beste additive Bindung
mit LI-1 gibt.

LI-1 und LI-9 von Ascites-Fliissigkeit werden nach
Standardmethoden, d.h. durch Ammoniumsulfatfdllung
(50%ige S&ttigung) und DEAE-Zellulosechromatographie bis
mindestens zu 90% gereinigt, wie dies durch Natrium-
dodecylsulfat-polyacrylamid Gel Elektrophorese beurteilt
wird. 20 pg jedes Antikdrpers werden mit 125I nach der
Chloramin-T-Methode zu einer spezifischen Aktivitit von
ungefdhr 20 pCi/pg markiert. Freies Jod wird von
markiertem Antikdrper durch Gelfiltration an Sephadex G-25
in Gegenwart von PBS und 1% BSA getrennt.
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Unmarkierte Antikdrper LI-1 und LI-9 zu ungefdhr

20 pg pro ml PBS werden {iber Nacht an PVC-Mikrotiterpla-

(Cooke Laboratory, Products Division, Dynatech Laboratc
Inc.) adsorbiert {100 pl/Vertiefung). Wahrend 30 bis
60 Minuten werden alle Proteinbindungsstellen mit 3%ige

BSA in PBS blockiert. Gereinigtes Leukozyten-Interferor

~ der KG-1 myeloiden Zell-Linie bei einer Konzentration -

10 Einheiten/100 pl PBS und l%iges BSA werden zusammen
einem der 1251 markierten Antikdrper (1,3 x lO5 cpm) irn
Antikérper—beschichteten Vertiefungen inkubiert. Kontrc
vertiefungen enthalten markierten AntikOrper, aber keir
Interferon. Nach Inkubation wdhrend 3 Stunden bei Raum-

temperatur wird die Fliissigkeit entfernt und die Ver-

tiefungen der Platten viermal mit PBS gewaschen und dar

in einem Gamma-Scintillations-Spektrometer auf Radioak*

tdt getestet..Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 gezeigt.

‘Kombination von LI-1 mit LI-9 gibt Interferon—abhéngigs

sandwich-artige Antikérperbindung Die bessere Kombina
ist 1mmoblllslerter LI- 9 mit marklertem LI-1 in Losung.
Aus diesem Grunde sind dle weiteren Experimente mit

immobilisiertem LI-9 und markiertem LI-1 durchgefiihrt

a) Einstufeninkubationsverfahren

Jede Vertiefung einer PVC-Mikrotiterplatte wiréd
100 pl1 LI-9 (15 pug/ml in PBS) bei Raumtemperatur iiber :
oder bei 4°C wihrend Tagen oder Wochen in einer befeuct
Kammer beschichtet. Vor Gebrauch wird die Losung von L-
entfernt und die Vertiefungen werden mit 3%igem BSA wa:

30 bis 60 Minuten gefiillt und dann viermal mit PBS ge-
125

waschen. Ungefahr 140 000 cpm I markierter LI-1 (unfr

fahr 4 ng, spezifische Aktivitit ungefdhr 20 pCi/pg) ir-
0,1 ml PBS enthaltend 1%iges BSA und 100 bis 150 ug hu:
IgG pro ml werden in jede Vertiefung gegeben. Entsprec:
verdiinnte Interferonl&sungen (1-20 ul) werden in die V-
tiefungen gegeben und durch kurzes Schiitteln gemischt.

cle

i -
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keit auf'Absorptionspapier abgegossen. Die Platte wird
vier— bis flinfmal mit PBS gewaschen und die einzelnen Ver-
tiefungen werden in einem Gamma-Scintillaitons-Spektrometer
auf Radioaktivitdt getestet. Beli hOheren Interferonkonzen-
trationen (> ca. 5000-6000 U/ml) tritt eine partielle
Inhibition auf. Die erhaltenen Resultate sind in Figur 3
und Tabelle 5 wiedergegeben.

b) 2Zweistufeninkubationsverfahren

LI-9 beschichtete und BSA-gesdttigte PVC-Mikrotiter-
platten werden wie vorgehend beschrieben hergesfellt. 50 pl
pro Vertiefung einer Interferonldsung in PBS enthaltend
1%iges BSA werden wahrend 30 Minuten bei Raumtemperatur'
inkubiert, worauf die Platten viermal mit PBS gewaschen
werden. Darauf werden 50 ul 1251 LI-1 (ungefdhr 150 000
cpm/4 ng) PBS enthaltend l%iges BSA und 150 pg humanes IgG
per ml in jede Vertiefung gegeben, worauf die Platten
wdhrend 2 Stunden bei Raumtemperatur gehalten werden und
dann viermal mit PBS gewaschen und wie oben erwdhnt auf
Radioaktivitdt getestet werden. Die erhalteren Resultate
sind in Figur 4 wiedergegeben. 1Im Gegensatz zum Einstufen-

verfahren zeigt sich keine partielle Inhibition bei hoher
Interferonkconzentration.
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c) Bestimmung von antiviral inaktiviertem Interferon

Hitzeinaktivierung von Interferon

Eine LOsung (2,4‘pg/ml) von Interferon A (Goeddel et al.,
Nature Vol. 290, Marz 1981) in "Eagle's minimal essential
medium" enthaltend 10% foetales Rinderserum und 1 mg/ml
Rinderserumalbumin wird mit phosphatgepufferter Kochsalz-
18sung (0,14 M NaCl, 8 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,, 3 mM KCI,
0,9 mM CaCl2 und 0,5 mM MgClz) 1:480 verdiinnt. Die ver-
diinnte LOosung enthdlt Interferon A in einer Konzentration
von 5 ng/ml. Nach Erhitzen auf 65°C wihrend einer bestimmten
Zeit werden 0,14 ml Proben bis zur Bestimmung in einem
Eisbad gehalten. Sowohl die antivirale wie die immunoloéische
Bestimmung werden am selben Tag durchgefiihrt. Von den 0,14 ml
Proben werden 0,1 ml fiir das Radioimmunverfahren und lO‘pl
flir die antivirale Bestimmung (im Doppel) verwendet. Das
Radioimmunverfahren erfolgt nach dem unter B. beschriebenen
2-Stufen-Inkubationsverfahren. Die antivirale Bestimmung

erfolgt nach dem CPE-Inhibitionstest. Die erhaltenen

‘Resultate sind in Figur 6 wiedergegeben. Aus diesem

Beispiel geht hervor, dass das AntikOrperpaar Li 1/Li 9
antiviral aktives und antiviral inaktives Interferon
unterscheiden kann. Aus der Figur geht weiterhin hervor,
dass die antivirale Aktivitdt und die Immunreaktivitdt

gleichzeitig abnehmen.

d) Hochempfindliche Interferonbestimmung in Humanplasr:

oder Serum (Radioimmunverfahren)

Es wird eine einzige Inkubation von 0,1 ml 40%igem
Humanplasma oder Serum (neutraler pH) enthaltend ungefdhr
250 000 cpm (1,5 ng) 1251 LI-1 (spezifische Aktivitdt
100 bis 110 uCi/pg LI-1) bei Raumtemperatur wiahrend 14 bis
16 Stunden in PVC-Mikrotiterplatten durchgefiihrt, welche
wie vorgehend beschrieben mit LI-9 beschichtet sind. Nach
viermaligem Waschen mit PBS werden die Vertiefungen wie

vorhergehend erwdhnt gezdhlt. Es wird ein Experiment mit
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Interferon durchgefiihrt, das zu Citratplasma eines gesunden
Probanden zugegeben wird. Jede 0,1 ml PBS-Testmischung ent-
h&lt 40 pl Plasma, 1,3 ng '%°I LI-1 (256 000 cpm) und ver—
schiedene Mengen. von rohem humanem Leukozyten~Interferon
(ungefdhr. 0,1% rein) von chronisch myologenen Leukdmiezellen.
Die Resultate sind in Figur 5 wiedergegeben, wo der Anteil
an Interferon als Abszisse aufgetragen ist. Als rohes
Leukozyten-Interferon wird Inkubationsmedium gemdss Stufe 1
von Tabelle 3 der DOS No. 29 47 134 verwendet.

Beispiel 3 , : )

Hochempfindliche Bestimmung von Interferon in Patienten-
serum (Enzym-Immunverfahren)

In die entsprechende Anzahl Testr8hrchen (10 x 75 mm)
werden je 0,05 ml Testlésung (0,1 mol/l Natriumphosphat,
PH 6,5 mit 10 g/1 BSA und 0,5 pg/ml monoklonales LI-1 Anti-
Interferon-Peroxidase~Konjugat in Interferon-freiem Humanserum)
pipettiert, 0,2 ml der zu analysierenden Patientenplasmen
respektive der Interferon-Standards (0 U/ml, 12,5 U/ml,
25 U/ml und 50 U/ml Interferon) und des Interferon-

Kontrollserums (z.B. 30 U/ml Interferon) zugemischt, je

-eine mit monoklonalem LI-9 Anti-Interferon-beschichtete

Polystyrolkugel (@ ='6,5 mm) zugefiigt und bei Raumtemperatur
(18—260C) wahrend 16 Stunden inkubiert. Anschliessend werden
die Polystyrolkugeln dreimal mit je 2 bis 5 ml destilliertem
Wasser gewaschen, in je 0,5 ml Substratpuffer fiir die
Aktivitdtsbestimmung der Peroxidase (0,1 mol/1 Kalium~
citratpuffer vom pH 5,0 mit 6 mmol/1 H,0, und 20 mmol/1
o-Phenylendiamin) transferiert und wihrend 30 Minuten bei
Raumtemperatur (18 - 26°C) inkubiert. zum Abstoppen der
peroxidatischen Aktivitit sowie zur Intensivierung der
Lichtabsorption werden 0,5 ml 4 N HC1 zugemischt und
innerhalb von 30 Minuten die Extinktion bei der Wellenlinge
492 nm photometrisch gemessen. In der Tabelle sind die

Werte einer Interferon-Bestimmung aufgefiihrt und mit den

Werten verglichen, wie sie mit den Interferon-Standards



.

20

erhalten wurden. Als Interferon-Standard wird rohes Leuko-
zyten-Interferon (Inkubationsmedium gemiss Stufe 1 von
Tabelle 3 der DOS 29 47 134) verwendet.

o, T

Tabelle

5 Probermaterial .AE492 nn/RT/30 Min.
I
Interferon-Standard
0 U/ml Interferon 0,065 / 0,070
12,5 U/ml " 0,245 / 0,235
25 U/m v 0,425 / 0,430
10 50 U/ml " 0,775 0,790
Kontrollserum ( 30 U/ml Interferon) 0,505 / 0,490
Patientenplasmen
No 8327 0 U/ml Interferon
No 8328 0 U/ml Interferon
15 No 8336 9 U/ml Interferon
No 8338 0 U/ml Interferon
No 8239 5 U/ml Tnterferon
No 8363 0 U/ml iInterferon
No 8341 2 U/ml Interferon
20 No 8344 16 U/ml Interferon
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Beispiel 4

Reiniqung von durch rekombinierte DNS-Technik erhaltenem

Leukozyten-Interferon (Interferon A; vgl. Goeddel et al. Naturé,
vol. 290, Mirz 1981)

a) Vorreiniqung des durch rekombinierte DNS-Technik
erhaltenen Human-Leukozyten-Interferons '

Alle Schritte werden bei 4°C durchgefiihrt. Gefrorene
Bakterien-Zellen (1 kg) werden durcp Druckzertriimmerung
zerstOrt. Der Extrakt wird nach Standardverfahren
aufgearbeitet, d.h. durch Polydthylenimin (Polymin P)- und
Ammoniumsulfatfdllung,” gefolgt von einer Dialyse des 65%igen
Ammoniumsulfatniederschlages gegen 25 mM Tris HC1l, pH 7,8;
0,01% Thiodiglykol; 0,1% Triton X-100; 10 pM Phenylfluorid.

Es folgt eine Zéntrifugation zur Entfernung unldslicher
Anteile.

b) Herstellung des Immunoadsorbens

In Analogie zu Beispiel 2 gereinigte AntikSrper18sung
enthaltend LI-8 wird gegen 0,2 M Natriumcarbonat/0,3 M
Natriumchlorid Puffer bei Raumtemperatur dialysiert. Die
dialysierte LOsung wird bei 20 000 x g wdhrend 15 Minuten
zentrifugiert, .um unldsliches Material zu )
entfernen. Die Proteinkonzentration wird auf ca. 25 mg/ml mit
dem obenerwdhnten Puffer eingestellt. Affi-gel 10 (BioRad
Laboratories, Richmond, California) wird dreimal mit eis-
kaltem Isopropanol an einem gesinterten Glasfilter gewaschen
und dann dreimal mit eiskaltem destilliertem Wasser ge-~
waschen. Das Gel wird in Plastikrdhrchen {ibergefithrt und
durch kurze Zentrifugation sedimentiert. Der Ueberstand
wird abgesaugt. Das Gel wird mit einem gleichen Volumen
gereinigter Antikdrperldsung gemischt und Kopf {ber Fuss

wdhrend 5 Stunden bei 4OC rotiert. Nach der Reaktion wird



das Gel zentrifugiert und dann zweimal mit Puffer (0,1 M
NaHCO3/O,15 M NaCl) gewaschen, um ungebundenen Antik&rper
zu entfernen. Proteinbestimmung der vereinigten Wasch-

wasser zeigt, dass ca. 24 mg an AntikOrper pro ml Gel
5 gebunden wurde.

c) Affinitatschromatographische Reinigung des

vorgereinigten, durch rekombinierte DNS-Technik erhaltenen

Leukozyten—Intérferons

i Die in Schritt a) erhaltene L&sung (700 ml enthaltend

10 37 g Protein) wird mit 50 ml/h auf éie mit PBS &quilibrierte
Immunoadsorbensrséule (2,5 x 3,5 cm; 17 ml Bettvolumen
enthaltend ca. 400 mg gereinigter monoklonaler Antikéréer
LI-8); aufgetragen. Man wdscht mit 20 S3ulen-Volumen an Puffer
(0,5 M NaCl; 0,02 M Tris-HC1l, pH 7,5; 0,2% Triton X-100),

15 dann wird die S3ule mit 5 Sdulen-Volumen von 0,15 M NaCl,
0,1% Triton X-100 gewaschen und dann mit 0,2 M Essigsiure,
0,15 M NaCl, O,1% Triton X-100 (pH 2,5) eluiert. Die
Interferon-Aktivitédt wird in ca. 30 ml in einer durch-
schnittlichen Konzentration von ungefdhr 1 mg Protein/ml

20 eluiert. Diese LOsung wird mit 1 M Tris Base auf pH 4,5
eingestellt und vierfach mit Wasser verdiinnt. Die Probe
wird auf eine Carboxymethylcellulose (CM 52 Whatman) Siule
(1,3 x 3 cm) geladen, die mit 0,1 M Ammoniumacetat (pH 5,0)
dquilibriert ist. Die S&ule wird mit 20 ml 0,1 M Ammonium-

25 acetat (pH 5,0) gewaschen und das Interferon mit 20 ml
0,5 M Ammoniumacetat (pH 5,0) eluiert. Das Ergebnis der

. Reinigung ist in Tabelle 7 wiedergegeben.

In dhnlicher Weise und mit vergleichbarer Ausbeute

ldsst sich Interferon A auch mit den Antikorpern LI-3,

30 LI-5, LI-6, LI-7 und LI-9 reinigen.

. DN

5B
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Tabelle 1
Epitop Monoklonale | Isotypen Ketten Neutralisation
AntikOrper
. A
LI-1 yl/k Ja
I
LI-2 Yl/k Ja
LI-3 Yl/k Ja
LI-5 Yl/k Ja
LI-6 Y,/k Ja
II
LI-7 IgG Yl/k Ja
LI-8 Yl/k Ja
LI-9 Y You/K Ja
I1I { LI-12 IgM 1/k Nein
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Tabelle 2

Kultur

Zellen pro gepriifte Klone| Anzahl | Anzahl

96 "wells™ oder "wells" | Positive | Negativd
LI-1 100 6 6. 0
LI-2 100 11 6 5
LI-3 100 7 7 o)
LI-5 100 13 13 0}

) !

LI-6 100 12 ‘ 12 0]
LI-7 100 10 8 2
LI-8 106 9 8 1
LI-S 100 10 8 2
LI-12 100 4 o] 4
LI-12 390 48 6 42
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Tabelle 3

<

LI-1 LI-2 LI-3 LI-5 LI-6 LI-7 LI-8 LI-9 LI-12
LI-1 15800 14980 17620 17730 15950 17670 | 17970 19550 18260
LI-2 11880 | 15120 16750 14570 16440 | 16150 16250 15460
LI-3 11600 13440 10320 11800 | 13270 9710 15490
LI-5 13640 11690 13230 | 14720 11820 16710
LI-6 7300 10290 | 10860 6540 | 12240
LI~7 12090 | 13480 8630 | 14610
LI-8 14700 10270 | 17680
LI-9 4900 | 10870
LI-12 9940

cpm/well

F—
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Tabelle 4

'

AntikOrper Kombination meH markierte AntikOrper Bindung (cpm)
Festphasen HmmH markierter mit Interferon ohne spezifische
Antikdrper Antikdrper (10 U) Interferon  Bindung
LI-1 LI-9 922 440 482
LI-9 LI-1 2465 251 2208
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Tabelle 5

125

Interferon Spezies |Interferon Einheiten | CPM[ I]LI-1
pro Bestimmupg Bindung

oy lOO. 2' 202

B o, 100 1'633
Bl 100 | 822
BZ 100 8'135
83 100 70
Yy 100 7'036
Y2 100 4'804
Y3 100 101
Y4 100 198
Yg 100 121
6 100 5'498
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Tabelle 6

- AntikOrper

Interferon Li-1 Li-3 Li-5 Li-6. Li-7 Li-8 Li-9

A + + + + + + +
B + - - - - - -

D - + + + + + +

F - - - - -'l: - -
Legende:

Die mit A bis F gekennzeichneten Interferone sind die
durch rekombinierte DNS-Technik erhaltenen und in der
Arbeit von David V. Goeddel et al. in Nature Vol. 290,
Marz 1981, beschriebenen Interferone. Ein + bedeutet,
dass das entsprechende Interferon durch eine mit dem
jeweiligen Antikdrper beladenen Siule vollstindig
adsorpiert wird, wogegen ein - keine Adsorption bedeutet.
Ein ¥ bedeutet partielle Adsorption.

e
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"Tabelle 7

Total spezifische
Stufe Volumen | Total Protein Aktivitat Aktivitat Reinigungs- Ausbeute

(ml) (mg) (units) (units/mg) faktor (%)
Ammoniumsulfat- 700 37,100 7.4 x 10° 2 x 10° .1.0 100
fallung
AntikOrper-Saule 30 30 7 x HOw 2.3 x HOm 1150 95
Pool
CM-52 20 20 6 x 10° 3 x 108 1500 81

Die spezifische Aktivitdt wurde nach dem friilher erwdhnten CPE-Inhibitions-vVerfahren

bestimmt. Gemiss Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist das Interferon
nach dem Immunadsorptionsschritt i{iber 90% rein. Nach der CM-52 Siule erschien es praktisch

homogen.

N
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1. Kollektion von monoklonalen Antikdrpern, dadurch
gekennzeichnet, dass ihre Glieder gegen natﬁrliche oder durch
rekombinierte DNS-Technik erhaltene humane Leukozyten-
Interferone (HLI) gerichtet sind.

2. Kollektion nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die monoklonalen Antik&rper von verschiedenen Hybri-

domen sezerniert werden. .

3. Kollektion nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet
dass sie aus Gruppen von Antikdrpern besteht, welche sich

voneinander in ihren Isotypen unterscheiden.

4. Kollektion nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,

dass 8 AntikSrper vom IgG und ein Antikdrper von IgM
Isotyp sind.

5. Kollektion nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass von den 8 AntikSrpern mit IgG Typ 7 eine Yy schwere

und einer eine Yop schwere Kette aufweist.

6. Kollektion nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass sich einzelne monoklonale Antikdrper gegenseitig nicht
inhibieren, d.h. gemeinsam an HLI binden, andere sich

gegenseitig inhibieren, d.k. nicht gemeinsam an HLI binden.

7. Kollektion nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
dass sie aus Gruppen von Antikdrpern besteht, deren Glieder

verschiedene Epitope (antigenische Determinanten) von
HLI erkennen.
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8. Kollektion nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,

dass mindestens ein Antikdrper aus der Kollektion HLI Y3
nicht erkennt.

9. Kollektion nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass ein AntikSrper (IgM) die antivirale Aktivitdt von
HLI nicht neutralisiert. -

10. Verwendung von je einem Glied von verschiedenen
Gruppen von AntikOrpern gemdss Anspruch 7 fiir einen
Festphasen-Sandwich-~Test fiir. HLI.

11. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet,
dass der nicht immobilisierte Antikérper mit Radioaktivitit
oder einem Enzym markiert ist.

12. Verwendung von einem AntikOrper gemiss Kollektion
von Anspruch 1 zur Reinigung von natiirlichem oder durch
rekombinierte DNS-Technik erhaltenem HLI.

13. vyerfahren zur Reinigung von natiirlichem oder durch

rekombinierte DNS-Technik erhaltenem HLI, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man ein HLI enthaltendes Rohprodukt durch
Affinitdtschromatographie unter Verwendung eines mono-
klonalen Antikdrpers der Kollektion gemiss einem der An-

spriiche 1-9 reinigt.

* k%
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