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Chemokine sind Polypeptide mit einem Molekulargewicht von etwa 7000 Dalton. Diese Proteine sind an
der Entwicklung entziindlicher Reaktionen beteiligt, insbesondere an der Anlockung von Zellen, die an
entziindlichen Prozessen beteiligt sind, in Geweberegionen, in denen entzlindliche Prozesse initiiert oder
unterhalten werden. Des weiteren wurde gezeigt, daB Chemokine die an der Entzlindung beteiligten Zellen
aktivieren und deren Wachstum f&rdern. Dies gilt auch flir Zellen der Hdmatopoese.

Die Familie dieser Proteine wird in zwei Unterfamilien eingeteilt. Die erste Unterfamilie enthdit solche
Chemokine, die zwischen den ersten beiden Cysteinen eine einzige beliebige Aminosdure (AS) eingefigt
haben (C-X-C). Dieser C-X-C-Unterfamilie gehdren u. a. "Melanoma Growth Stimulatory Activity (MGSA)
oder GRO-Protein-a, -8, -y, interleukin-8 und IP-10 an. Die murinen Homologe sind u. a. KC-Genprodukt
und das "Macrophage Inflammatory Protein-2" (MIP-2).

Die zweite Unterfamilie enthidlt solche Chemokine, bei denen die ersten beiden Cysteine direkt nacheinan-
der in der AS-Sequenz zu liegen kommen (C-C). Dieser C-C-Unterfamilie gehdren u. a. RANTES,
"Monocyte Chemotactic Protein-1" (MCP-1) und "Macrophage Inflammatory Protein-1a, -18" (MIP-1a, -18)
an. Die murinen Homologe sind u. a. JE-Genprodukt und murines "Macrophage Inflammatory Protein-ta,
-18" (MIP-1a, -18).

Die meisten Vertreter dieser beiden Chemokin-Unterfamilien setzen sich als sekretierte Proteine
zunichst aus circa 60-80 AS zusammen. Verkiirzungen durch proteolytische Enzyme z.B. am aminotermi-
nalen Ende z.B. um vier AS flihren zu Chemokinformen, die eine vielfaches héhere Chemokin-artige
Aktivitat besitzen.

Um zwischen verkiirzten und nicht verkiirzten Chemokinen einfach und damit rasch unterscheiden zu
kénnen, wurden Antik&rper als "Werkzeuge” geschaffen, die spezifisch die verklrzten und spezifisch die
nicht-verkirzten Formen dieser Chemokine erkennen.

Gegenstand der Erfindung sind daher zum einen Antikdrper, die dadurch gekennzeichnet sind, da8 sie
selektiv am aminoterminalen Ende an ein nicht verkiirztes Peptid binden, zum anderen Antikdrper, die
dadurch gekennzeichnet sind, daB sie seiektiv am aminoterminalen Ende eines am aminoterminalen Ende
verkiirzten Peptids oder Proteins oder irgendeines Chemokins binden.

Dieses Peptid kann unter anderem eines der folgenden sein:

MGSA, Gro-a, -8, -y, IL-8, IP-10, KC-Genprodukt, Macrophage Inflammatory Protein-2, RANTES, Monocyte
Chemotactic Protein-1, Macrophage Inflammatory Protein-1a und -18, JE-Genprodukt und murines Macro-
phage Inflammatory Protein-1a und -18 oder irgend ein anderes Protein der C-X-C oder C-C Chemokinfami-
lie.

Fir die Herstellung der Antikdrper wird von der bekannten Aminosduresequenz des Chemokins
(trunkiert oder reif) ein Peptid Uber die Aminosduren (2-8)-20 bzw. 1-20 durch Festphasensynthese
hergestelit. Dabei werden die in der urspriinglichen Aminosduresequenz vorkommenden Cysteine durch
Alanine ersetzt. Das Peptid wird an ein Lysin-Gerist, das aus 6-Lysin-Molekiilen besteht, gekoppelt und so
octamerisiert, um ein Multiples Antigenes Peptid (MAP) zu erhalten. Dieses MAP wird in phosphatgepuffer-
ter Kochsalzldsung geldst und mit vollstindigem Freund's Adjuvant zu einer Emulsion vermischt. Kanin-
chen (Chinchilla Bastards) oder Meerschweinchen werden vorerst mit 1 mg bzw. 0.2 mg (Meerschweinchen)
MAP-Emulsion subkutan immunisiert. Alle folgenden Immunisierungen erfolgen mit unvollstdndigem
Freund's Adjuvant anstelle von volistindigen Freund's Adjuvant wobei 0.5 mg bzw. 0.1 mg (Meerschwein-
chen) Antigen appliziert werden. Auf diese Weise werden die Tiere in 4 bis 6 wdchigem Abstand dreimal
bis viermal geimpft.

AnschlieBend wird der Titer der Serumbindung an das MAP und ebenso an ein synthetisches
Chemokin, das um die entsprechende Anzahl der Aminossuren verkirzt wurde (biologisch aktivere Form)
mittels ELISA bestimmt und das Resultat mittels Westernblotmethode, also SDS-Polyacrylamidgelelektro-
phorese, nachfolgender Ubertragung auf eine Filtermembran und Inkubation mit verdinntem Serum oder
gereinigter Antikdrperldsung bestatigt.

Um groBere Mengen an Serum flir die AntikGrperreinigung zu erhalten, werden die Tiere ausgeblutet
und das Serum durch Zentrifugieren des koagulierten Blutes geerntet. AnschlieBend werden die Antikdrper
durch Protein-A-Affinitdtschromatographie aus dem Serum isoliert.

Bei der weiteren Charakterisierung der so gewonnenen Antikdrper wurde (berraschenderweise gefun-
den, daB sie mit hoher Spezifitdt das bei der Immunisierung verwendete Chemokin binden, und da8 nur ein
unbedeutender Teil der Bindung auch an die jeweils andere Form des Chemokins erfolgte.
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Beispiele

1.) Polyklonale Antikérper gegen das am aminoterminalen Ende um 4 Aminoséduren trunkierte gro-8 (AS 5-
73)

Fiir die Hersteliung dieser AntikSrper wurde von der bekannten Aminosduresequenz des gro-8 ein MAP
{iber die Aminosduren 5-20 hergestellt, Tiere wie oben beschrieben immunisiert und die Antikdrper
gewonnen. Diese wurden mittels ELISA und Western blot auf ihre Spezifitdt hin getested.

1.1.) Polykionale Meerschweinchen Antikdrper (gp208)

Fig. 1 zeigt die mittels ELISA getestete spezifische Bindung des polykionalen Antikrpers gp208 gegen
Des4-gro-8 und das MAP (gro-8 5-20) und die unbedeutende Kreuzreaktion des gp208 mit rekombinantem
gro-8 (AS 1-73). Der Titer gegen Des4-gro-§ ist 1:10°%, wihrend der Titer fur die Bindung an rekombinantes
gro-g nur 1:10% betrigt.

Die gp208 Antikérper wurden zur Bestitigung im Westernblot in einer Verdlinnung von 1:10* getestet.
Dabei zeigte sich nur spezifische Bindung an Des4-gro-8 und das MAP (gro-8 5-20) nicht jedoch an
rekombinantes gro-5.

1.2.) Polyklonale Kaninchen Antikdrper (R28)

Fig. 2 zeigt die mittels ELISA getestete spezifische Bindung des polykionalen AntikSrpers R28 gegen
Des4-gro-g und das MAP (gro-§ 5-20) und die unbedeutende Kreuzreaktion des R28 mit rekombinantem
gro-8 (AS 1-73). Der Titer gegen Desd-gro-8 ist 1: 10% wihrend der Titer fir die Bindung an rekombinantes
gro-8 nur 1:102 betrigt.

Die R28 Antikdrper wurden zur Bestitigung im Westernblot in einer Verdlinnung von 1:10* getestet. Dabei
zeigte sich nur spezifische Bindung an Des4-gro-8 und das MAP (gro-8 5-20), nicht jedoch an rekombinan-
tes gro-8.

2.) Polyklonale Antik&rper gegen nicht-trunkiertes gro-8 (AS 1-73)

Fur die Herstellung dieser AntikSrper wurde von der bekannten Aminoséuresequenz des gro-g8 ein MAP
liber die Aminosduren 1-20 hergestellt, Tiere wie oben beschrieben immunisiert und die Antikdrper
gewonnen.

2.1.) Polykionale Meerschweinchen AntikSrper (gp202)

Fig. 3 zeigt die mittels ELISA getestete spezifische Bindung des polyklonalen Antikdrpers gp202 gegen
rekombinantes gro-8 und das MAP (gro-8 1-20) und die unbedeutende Kreuzreaktion des gp202 mit Des4-
gro-8. Der Titer gegen rekombinantes gro-8 ist 1:10% wihrend der Titer fUr die Bindung an Des4-gro-8 nur
1:10° betrigt.

Die gp202 Antikdrper wurden zur Bestdtigung im Westernblot in einer Verdiinnung von 1:10* getestet.
Dabei zeigte sich nur spezifische Bindung an rekombinantes gro-g und das MAP (gro-8 1-20) nicht jedoch
an Des4-gro-8.

2.2.)) Polyklonale Kaninchen Antik&rper (R25)

Fig. 4 zeigt die mittels ELISA getestete spezifische Bindung des polyklonalen AntikSrpers R25 gegen
rekombinantes gro-8 und das MAP (gro-g 1-20) und die unbedeutende Kreuzreaktion des R25 mit Des4-
gro-8 MAP (gro-g 5-20). Der Titer gegen rekombinantes gro-g ist 1: 10° wihrend der Titer fir die Bindung
an Des4-gro-g8 nur 1:10° betrigt.

Die R25 AntikSrper wurden zur Bestitigung im Westernblot in einer Verdinnung von 1:10* getestet. Dabei
zeigte sich nur spezifische Bindung an rekombinantes gro-8 und das MAP (gro-8 1-20) nicht jedoch an
Des4-gro-8.
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Verwendete Abklrzungen in den Zeichnungen:

blocking reagent: BSA (Bovine Serum Albumin) als Blockierungsreagens
lysine core: Lysinkern des MAP

gro-8 5-20 MAP: MAP lber AS 5-20 des gro-8

gro-8 1-20 MAP: MAP (ber AS 1-20 des gro-8

rec. gro-g: rekombinantes gro-8 (AS 1-73)

Des4 gro-8: trunkiertes gro-g (AS 5-73)

hIL-8: rekombinantes IL-8 (human)

hPF4: rekombinanter Plattchen-Faktor 4 (human)

Patentanspriiche

1. Ein Antikdrper, dadurch gekennzeichnet, daB er selektiv an ein nichtverkiirztes Chemokin bindet,
jedoch nicht an das entsprechende verkiirzte Chemokin.

2. Ein Antikérper nach Anspruch 1, wobei er an die nicht verklirzte Form von MGSA, Gro-a, -8, -v, IL-8,
IP-10, KC-Genprodukt, Macrophage Inflammatory Protein-2, RANTES, Monocyte Chemotactic Protein-1,
Macrophage Inflammatory Protein-1e und -18, JE-Genprodukt und murines Macrophage Inflammatory
Protein-1a und -18 oder andere Proteine der C-X-C oder C-C Chemokinfamilie bindet.

3. Ein Antikdrper, dadurch gekennzeichnet, daB er an sin am aminoterminalen Ende um 2-8 AS
verkirztes Chemokin bindet, jedoch nicht an das entsprechende nicht verkiirzte Chemokin.

4. Ein Antikdrper nach Anspruch 3, wobei er an die verkiirzte Form von MGSA, Gro-a, -8, -y, IL-8, IP-10,
KC-Genprodukt, Macrophage Inflammatory Protein-2, RANTES, Monocyte Chemotactic Protein-1, Ma-
crophage Inflammatory Protein-1a und -18, JE-Genprodukt und murines Macrophage [nflammatory
Protein-1a und -18 oder andere Proteine der C-X-C oder C-C Chemokinfamilie bindet.

5. Verwendung der Antikdrper nach Anspruch 1 oder 3 zur Unterscheidung von verkiirzten und nicht

verkirzten Formen von Chemokinen in Zellkulturliberstdnden, Korperflissigkeiten oder in Gewebeex-
trakten von Menschen oder anderen Sdugerorganismen.

Hiezu 4 Blatt Zeichnungen
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Fig. 3
gp202: Spezifische Bindung an gro-b 1-73
Serum-Verdiinnung
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