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69 Verfahren zur Bestimmung von Interferon Epsilon in einer Probe.

@ Es werden Verfahren zur quantitativen und qualitati-

ven Bestimmung von Interferon Epsilon, einer neuen
Substanz mit selektiver antiviraler Aktivitit in Bezug auf
Epithelzellen, in einer Probe beschrieben. Das qualitative
Verfahren umfasst das Inkubieren eines Priparates, von
dem man annimmt, dass es Interferon Epsilon enthélt, mit
menschlichen Keratinozytenzellen und mit menschlichen
Fibroblastenzellen, gefolgt von einer Viruschallenge. Das
Vorhandensein von Interferon Epsilon wird angezeigt,
wenn das Priparat antivirale Aktivitit in Bezug auf die
Keratinozyten, aber keine nachweisbare Aktivitit in Bezug
auf die Fibroblasten hat. Der Titer des Priparates kann im
quantitativen Verfahren bestimmt werden, indem man es
der Reihenverdiinnung unterwirft, die Verdiinnung mit
Subkulturen von Keratinozyten inkubiert, die Subkulturen
einer Challenge mit einem Virus unterwirft, die Lebensfi-
higkeit der Zellen in den Kulturen beobachtet und die
Resultate mit einem Standard vergleicht.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Inerferon
Epsilon in einer Probe, dadurch gekennzeichnet, dass man
Epithelzellen mit der Probe inkubiert, die inkubierten Zellen
einem Virus exponiert, das die Zellen zu infizieren vermag,
und die Lebensfihigkeit der exponierten Zellen mit einem
Standard vergleicht.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die Epithelzellen Keratinozytenzellen sind.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass die Inkubationsdauer im Bereich von 2 Stun-
den bis 2 Tagen liegt.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass man die inkubierten Zellen einem Vesi-
cular-Stomatitis-Virus exponiert.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, dass man zusitzlich die Probe der Reihen-
verdiinnung unterwirft, getrennte Kulturen der Epithelzellen
mit der der Reihenverdiinnung unterworfenen Probe inku-
biert und jede der Kulturen mit dem Virus exponiert.

6. Verfahren zur qualitativen Bestimmung von Interferon
Epsilon in einer Probe, dadurch gekennzeichnet, dass man
Epithelzellen mit der Probe inkubiert, die inkubierten Zellen
einem Virus exponiert, die Probe mit Fibroblastenzellen inku-
biert, die inkubierten Fibroblastenzellen einem Virus expo-
niert, das die Fibroblastenzellen zu infizieren vermag, und die
Lebensfahigkeit der Fibroblastenzellen beobachtet, wobei det
Tod der genannten Fibroblasten in Gegenwart der Probe in
Kombination mit dem Schutz der Epithelzellen ein Anzei-
chen fiir das Vorhandensein von Interferon Epsilon ist.

7. Verfahren nach Anspruch 6, bei dem die Probe ein ver-
unreinigendes Interferon enthilt, dadurch gekennzeichnet,
dass man zusitzlich die Probe vor dem Inkubieren der Zellen
neutralisiert, indem man sie tiberschiissigem typspezifischem
Antikorper gegen mindestens einen bekannten Interferontyp
aussetzt. -

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet,
dass der Antikorper aus Alpha-Interferon-Antikorper, Beta-
Interferon-Antikorper, Gamma-Interferon-Antikérper und
Gemischen davon gewihlt ist.

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
dass der Antikérper ein Gemisch von Alpha- und Beta-Inter-
feron-Antikérpern ist.

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, dass die Epithelzellen junge Keratinozyten-
zellen sind.

BESCHREIBUNG

Die vorliegende Erfindung bezieht ich auf Verfahren zur
quantitativen und qualitativen Bestimmung von Interferon
Epsilon, einem durch menschliche Epithelzellen erzeugten
antiviralen Mittel, in einer Probe, die im Anspruch 1 bzw. im
Anspruch 6 definiert sind.

Interferone sind Substanzen, die antivirale Eigenschaften
haben. Sie werden durch bestimmte Typen von Zellen
erzeugt, die durch Exposition mit einem Virus, bestimmten
Nucleinsauren oder Antigen/Mitogen-Komplexen stimuliert
worden sind. Interferone sind extrem hochwirksame Wirk-
stoffe, die als klinische antivirale Mittel vielversprechend
sind.

Menschliche Interferone werden im typischen Falle in
drei Typen eingeteilt: Interferon Alpha, das von menschli-
chen Leukozyten oder lymphoblastoiden Zellen erzeugt wird:
Interferon Beta, das von Fibroblasten erzeugt wird; und
Interferon Gamma, das von menschlichen T-Lymphozyten

erzeugt wird. Alle drei werden von den betreffenden Zellen
sekretiert, nachdem die Zellen durch ein Virus oder eine ana-
loge Exposition stimuliert worden sind.

Kiirzlich wurde ein Interferon eines neuen Typs aufgefun-

5 den, das Interferon Epsilon genannt wurde.

Interferon Epsilon wirkt auf menschliche Epithelzellen
und ist daher vielversprechend fiir die Verstirkung der ersten
Verteidigungslinie des Koérpers, z.B. der Haut und anderer
epithelialer Oberfldchen, gegen Virusbefall. Weil jedoch

10 Interferon Epsilon nur in dem Epithel aktiv ist, sind her-
kémmliche Tests auf Interferon ungeeignet, um sein Vorhan-
densein nachzuweisen und es quantitativ zu bestimmen.
Somit besteht Bedarf fiir ein einfaches, wirksames Analysen-
verfahren zum Nachweis des Vorhandenseins von Interferon

15 Epsilon und zur quantitativen Bestimmung seines Titers. Ein
solches Analysenverfahren wire klinisch sowie bei Qualiéts-
kontrollverfahren bei der Herstellung von Interferon Epsilon
fiir die therapeutische Verwendung niitzlich.

Es wurde gefunden, dass das Vorhandensein von Interfe-

20 ron Epsilon leicht quantitativ bestimmt werden kann durch
Beobachtung seiner zytopathischen Wirkungen auf Epithel-
zellen, insbesondere Keratinozytenzellen, die mit Proben
behandelt sind, von denen man annimmt, dass sie Interferon
Epsilon enthalten. Interferon Epsilon hat antivirale Aktivitdt

25 in bezug auf menschliche Epithelzellen, aber keine nachweis-
bare Aktivitit in bezug auf menschliche Fibroblasten und ist
antigen verschieden von Alpha-, Beta- und Gamma-Interfe-
ron. Demgemiss enthilt ein Priparat, das antivirale Aktivitit
in bezug auf Zellen von Epithelursprung, aber keine Aktivitit

30 in bezug auf Fibroblasten zeigt, Interferon Epsilon. Diese
Beobachtungen bilden die Grundlage sowoh! fiir ein quanti-
tatives als auch fiir ein qualitatives Analysenverfahren fiir
Interferon Epsilon.

Die quantitative Bestimmung ist ein Challenge-Assay, das

35 mittels analoger Stufen ausgefiihrt wird, wie sie nach dem
Stande der Technik zur Bestimmung des Titers anderer Inter-
ferone angewandt werden, mit der Ausnahme, dass Epithel-
zellen, vorzugsweise Keratinozyten, und insbesondere junge
Keratinozyten, anstelle von Fibroblasten verwendet werden.

40 Somit werden die Keratinozyten geziichtet, in mehrere Sub-
kulturen unterteilt und mit einer Probe behandelt, die eine
unbekannte Konzentration an Interferon Epsilon und keine
verunreinigenden Interferone enthilt. Jede aufeinanderfol-
gende Zellsubkultur wird mit einem Teil der Probe behandelt,

45 die z.B. eine zweifache Verdiinnung erfahren hat. Nach einer
geeigneten Inkubationsdauer (2 Stunden bis ca. 2 Tage) wer-
den die behandelten Keratinozyten einem Virus-Challenge
ausgesetzt. Bei der beispielhaften Ausfiihrungsform ist das
Virus ein Vesicular-Stomatitits-Virus (VSV).

so  Beim Vergleich der Lebensfihigkeit von Epithelzellen, die
mit einer Probe inkubiert worden sind, in der Interferon Epsi-
lon quantitativ bestimmt werden soll, und die nach der Inku-
bation einem Virus exponiert worden sind, mit einem Stan-
dard wird eine Standardeinheit in der Priifung definiert als

55 diejenige Menge Interferon Epsilon, die erforderlich ist, um
die Hilfte der exponierten Zellen vor der Infektion durch
eine Standardviruskonzentration zu schiitzen. Eine Einheit
von Interferon Epsilon kann somit als diejenige Konzentra-
tion definiert werden, die erforderlich ist, um die Halfte einer

60 menschlichen Keratinozytenpopulation vor der Challenge mit
einer Standardviruskonzentration zu schiitzen. Die Anzahl
von Einheiten, die in einer gegebenen nicht verunreinigten
Probe vorhanden sind, kann demgemiiss leicht bestimmt wer-
den. .

65  Wenn Interferon Epsilon durch Stimulieren von Epithel-
zellen mit einem Virus erzeugt wird, werden oft auch Interfe-
ron Alpha und Interferon Beta erzeugt. Diese storen die vor-
stehende Bestimmung. Wenn Interferon Alpha, Beta oder



Gamma vorhanden ist, sollten sie somit entfernt werden, oder
ihre Aktivitit sollte neutralisiert werden, ehe die Bestimmung
durchgefiihrt wird.

Die qualitative Bestimmung wird im allgemeinen ausge-
fiihrt, indem man zunéchst alle verunreinigenden Interferone
in der Testprobe entfernt oder in anderer Weise inaktiv
macht. Wenn die Probe dann bei der im Anspruch 6 beschrie-
benen Behandlung antivirale Aktivitit in bezug auf Epithel-
zellen, aber keine nachweisbare Aktivitit in bezug auf
menschliche Fibroblasten zeigt, enthilt sie Interferon Epsi-
lon.

Die Analysenresultate miissen natiirlich mit einem Stan-
dard verglichen werden, um bedeutungsvolle Daten zu erhal-
ten. Ein Standardpriparat von Interferon Epsilon kann her-
gestellt werden, indem man Epithelzellen, vorzugsweise Kera-
tinozyten, mit einem-Virus stimuliert, wie z.B. im einzelnen in
der BE-PS Nr. 902 633 offenbart, die iiberstehende Fliissig-
keit erntet, nachdem die Interferone erzeugt und sekretiert
worden sind, und dann das Priparat mit Alpha-, Beta- und
Gamma-Antikorpern neutralisiert. Das zuriickbleibende Pri-
parat enthélt Interferon Epsilon. Dieses kann der Reihenver-
diinnung unterworfen und zu Epithelzellenmikrokulturen
zugesetzt werden, bis eine Verdiinnung erreicht wird, die die
Hilfte der Epithelzellen in der Kultur vor der Challenge mit
einer Standardkonzentration (z.B. 1 PFU/Zelle) eines gegebe-
nen Virus, z.B. Vesicular-Stomatitis-Virus, schiitzt. Diese Ver-
diinnung enthilt eine Einheit Interferon Epsilon-Aktivitit.

Aufgabe der Erfindung ist es, Verfahren zur quantitativen
bzw. qualitativen Bestimmung des Vorhandenseins und der
Menge an Interferon Epsilon in Proben, von denen man
annimmt, dass sie dieses enthalten, zur Verfiigung zu stellen.

Diese und andere Aufgaben und Merkmale der Erfindung
gehen aus der folgenden Beschreibung und den unabhéngi-
gen Anspriichen 1 und 6 hervor.

Fig. 1 ist eine graphische Darstellung, die die Elektropho-
rese des Epithelinterferons zeigt.

Ein Interferon eines neuen Typs wird erzeugt, wenn Zel-
len von epithelialem Ursprung, insbesondere Keratinozyten,
mittels herkémmlicher Methoden duch ein Virus stimuliert
werden. Wenn das neue Material, das als Interferon Epsilon
bezeichnet wird, erzeugt wird, werden auch andere Interfe-
rone erzeugt, und es war bisher schwierig, das Interferon
Epsilon in Gegenwart dieser anderen Substanzen nachzuwei-
sen und quantitativ zu bestimmen.

Es wurde gefunden, dass Interferon Epsilon, das nicht
durch andere bekannte Interferone verunreinigt ist, eine hohe
antivirale Aktivitdt in Epithelzellen hat und keine nacheisbare
Aktivitit in bezug auf andere Zelltypen hat, die normaler-
weise in Interferon-Challenge-Assays verwendet werden. In
der Tat hat die Definition einer Aktivititseinheit, die in her-
kommlicher Weise fiir andere Interferone verwendet wird,
das heisst, diejenige Konzentration, die die Hilfte der Zellen
in einer menschlichen Fibroblastenzellenkultur vor der Chal-

lenge mit einer Standardkonzentration von Vesicular-Stoma-

tititis-Virus schiitzt, keine Bedeutung, wenn es sich um Inter-
feron Epsilon handelt. Das ist deshalb der Fall, weil eine
Konzentration von Interferon Epsilon, die eine signifikante
antivirale Aktivitit in bezug auf Epithelzellen hat, keine nach-
weisbare antivirale Aktivitit in bezug auf Fibroblasten hat.

Diese ausgeprigte und selektive Wirksamkeit von Interfe-
ron Epsilon in menschlichen Epithelzellenkulturen, insbeson-
dere Keratinozyten, kann als Grundlage fiir den Nachweis
und die quantitative Bestimmung desselben dienen. Eine Ein-
heit von Interferon Epsilon kann definiert werden als dieje-
nige Konzentration, die die Hilfte der Zellen in einer
menschlichen Keratinozytenzellkultur vor der Challenge mit
1 PFU/Zelle an Vesicular-Stomatitis-Virus schiitzt.

Wenn man wiinscht, das Vorhandensein bzw. die Menge
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von Interferon Epsilon in einem Priparat, von dem man
erwartet, dass es andere Interferone enthilt, nachzuweisen
und/oder quantitativ zu bestimmen, so kann die Aktivitit der
anderen Interferone durch Neutralisation mit Antikérpern
gegen Gamma-, Beta- und Alpha-Interferon beseitigt werden,
und das Priparat kann dann auf seine Fahigkeit getestet wer-
den, menschliche Keratinozyten oder andere menschliche
Zellen von epithelialem Ursprung vor Virusinfektion zu
schiitzen. Das Vorhandensein von Epsilon-Interferon wird
bestitigt, wenn man findet, dass eine zur Entfernung von
Alpha-, Beta- und Gamma-Interferon-Aktivitit gereinigte
Probe antivirale Aktivitit in bezug auf Zellen von epithelia-
lem Ursprung hat, aber keine nachweisbare Aktivitit in bezug
auf Fibroblasten hat.
15 Die bevorzugten Epithelzellen fiir die Verwendung in dem
Analysenverfahren sind Keratinozyten, insbesondere junge
Keratinozyten, z.B. eine Kultur, die gerade den Zustand
erreicht hat, in dem die geziichteten Zellen das Kulturgefiss
ausfiillen und/oder einander berithren. Wenn die Zellen réi-
fen, sammeln sie Keratin an, und dies kompliziert die Analyse
offensichtlich, indem der Durchgang des Virus in die Zellen
wihrend der Challenge behindert wird.
Die bevorzugten Viren, die fiir die Challenge verwendet
werden, sind diejenigen, von denen man weiss, dass sie gegen
Epithelzellen zytotoxisch sind. VSV wirkt gut, aber auch
Encephalo-Myocarditis-Virus (EMC), Sendaivirus oder
andere Viren konnen verwendet werden. Es wird bevorzugt,
dass das gleiche Virus, das in mit dem Standard verglichenen
Assays verwendet wird, zur Bestimmung der Standardkonzen-
30 tration verwendet wird. Im allgeminen hingt die Empfind-
lichkeit der Bestimmung von dem speziellen gewéhlten Virus
ab.
) Die Bestimmung wird vorzugsweise ausgefiihrt, indem

man zuerst die Aktivitit aller verunreinigenden Interferone,

35 die vorhanden sein kdnnen, entfernt, die Probe dann der Rei-
henverdiinnung unterwirft und die Reihenverdiinnung mehre-
ren Keratinozytenkulturen zusetzt. Vorzugsweise wird eine
Verdiinnung mit verhiltnismissig hoher Konzentration oder
ein unverdiinnter aliquoter Teil der Testprobe auch zu einer

40 Fibroblastenzellkultur zugesetzt. Die Kulturen kénnen in her-
kémmlichen Mikrotitrierplatten enthalten sein, die z.B. 96
Vertiefungen aufweisen. Nach der Inkubation werden die
Kulturen mit dem Virus exponiert. Durch Z&hlen der Anzahl
an lebensfihigen Zellen, die in einem bestimmten Zeitpunkt,

45 z.B. wenn eine Vergleichsvertiefung, die nicht mit der Probe
behandelt wurde, keine lebensfihigen Zellen enthilt, in den
Vertiefungen enthalten sind, kann man den IFN-g-Titer
bestimmen. Wenn die Fibroblasten enthaltende Vertiefung
keine lebensfihigen Zellen enthilt, aber mindestens einige

so der Keratinozyten geschiitzt worden sind, wird das Vorhan-
densein von INF Epsilon bestitigt.

Die Erfindung wird nun im Zusammenhang mit bestimm-
ten Ausfithrungsbeispielen beschrieben. Es sollte jedoch klar
sein, dass der Fachmann verschiedene Anderungen und

ss Modifizierungen ausfiihren kann, ohne vom Geist oder vom'
Rahmen der Erfindung abzuweichen. Z.B. kann die Bestim-
mung mit entweder gereinigten oder ungreinigten Proben aus-
gefiihrt werden. Wenn gereinigte Proben von Interferon Epsi-
lon verwendet werden sollen, kann die Verwendung von

60 Glasperlen mit definierten Poren, wie sie in dem oben
erwihnten, am gleichen Tag eingereichten schweizerischen
Patentgesuch beschrieben ist, in dem Reinigungsprozess
brauchbar sein. ’

Obgleich Platten mit Vertiefungen und die visuelle Beob-

65 achtung als bevorzugte Vorrichtung und bevorzugtes Verfah-
ren zur Ausfithrung der Bestimmung beschrieben worden
sind, sollte es ausserdem klar sein, dass verschiedene andere
Zellkulturvorrichtungen und Nachweismethoden angewandt
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werden konnen. Eine automatisierte Analyse kann z.B. im
Zusammenhang mit der Erzeugung von Interferon Epsilon in
grossem Massstab bevorzugt werden. Obgleich junge Kerati-
nozyten als bevorzugte Zellen fiir die Bestimmung von Inter-
feron Epsilon angegeben werden, konnen iiberdies auch

andere Epithelzellen sich als brauchbar erweisen. Auch
andere Viren kénnen verwendet werden, sofern sie menschli-
che Epithelzellen zu infizieren vermdgen.

Beispiel 1

Eine Epithelzellenkultur von epidermalem Ursprung
(Keratinozyten), die von dem Laboratorium von Dr. Howard
Green am Massachusetts Institute of Technology erhalten
wurde, wurde bis zu einer Dichte von 1 bis 2 x 10° Zellen pro
cm? geziichtet und verwendet, um Interferon Epsilon unter

Anwendung der Newcastle-Disease-Virus-(NDV)-Induktions-
methode (Baron und Issacs, 1.c.) zu erzeugen. Das verwendete

Virus war der Bankowski-Stamm von NDV, der von den
Poultry Health Laboratories, Davis, California, erhiltlich ist.
Vier Proben von je 1 ml eines «minimum essential medium»
(MEM, Gibco), das 2% durch Wirme inaktiviertes fotales
Kilberserum («k HIFCS») und NDV enthielt, mit Viruskon-
zentrationen von 0 bis 250 Virus-PFU pro Zelle in den Test-
proben wurden hergestellt und inkubiert. Die Zellkulturen
wurden 24 Stunden lang inkubiert. Das Medium wurde dann
geerntet, mit 0,1-normaler HCI bis pH =2 angeséduert und 5
bis 6 Tage lang bei 4 °C aufbewahrt, um das NDV zu inakti-
vieren. Dieses rohe Interferonpraparat wurde nach Neutrali-
sation von Interferon Alpha, Interferon Beta und Interferon

Gamma mit in bezug auf jeden der drei bekannten Interferon-

typen spezifischen Antikrpern auf seine antivirale Aktivitit
gepriift. Die Neutralisationstitrationen der einzelnen Interfe-
rone wurden unter Verwendung von Anti-IFN-alpha (NIH),
Anti-IFN-beta (NIH und Y.H. Tan, Calgary University, Cal-
gary, Alberta, Canada), Anti-IFN-gamma (S. Baron) und
Gemischen dieser Antiseren ausgefiihrt. Die zuriickbleiben-
den neutralisierten Préparate wurden dann auf Fibroblasten-
kulturen (Human-FS-4) und Epithelkulturen (Human-AR)
getestet. Die Resultate zeigten, dass Interferon Epsilon keine
nachweisbare antivirale Aktivitit in bezug auf Fibroblasten
hatte, aber Aktivitit gegen Viren in Epithelzellen zeigte.

Die folgende Tabelle gibt eine komplette Batterie von
Tests der Neutralisation und der antiviralen Aktivitdt wieder.

Tabelle I
Antivirale Wirkung von Interferonpriparaten auf
Human-FS-4- und -AR-Zellen

Probe Behandlung! Interferontiter? (Einheiten/ml)
Anti-o Anti-B Anti-y Human-FS-4  Human-AR

IFN-¢ - - - 128 64

IFN-¢ + - - 48 32

IFN-¢ - + - 24 32

IFN-¢ - - + 192 32

IFN-¢ + + - <4 32

IFN-g + + + <4 32

IFN-a - - - 64 4

IFN-B - - - 128 16
IFN-o/B - - - 512 16

IFN-y - - - 32 16
IFN-a/B/y - - - 384 64
IFN-a/B/y + - - 128 48
IFN-o/B/y - + - 256 16
IFN-a/B/y - - + N.D. 16
IFN-a/B/y + + - <4 <4
IFN-a/B/y + + + <4 <4

! Die Proben wurden mit iiberschiissigem Antiserum, wie
angegeben, 1 Stunde lang bei 37 °C inkubiert, bevor sie auf
Interferonwirkung gepriift wurden. .
2 Der Interferontiter wurde durch einen viralen zytopathi-

5 schen Test bestimmt,

3 N.D.=Keine Daten

Es ist aus den Daten ersichtlich, dass Interferon Alpha

und Interferon Beta gleichzeitig mit Interferon Epsilon

10 erzeugt wurden. Es ist festzuhalten, dass die Neutralisation
mit a-Antikorper allein oder B-Antikarper allein die Interfe-
ronaktivitit sowohl in den Fibroblasten- als auch in den
Keratinozytenkulturen reduzierte. Die Neutralisation mit bei-
den Antikdrpern und mit einem Gemisch aus -, B- und y-An-

15 tikdrpern zerstorte alle antivirale Aktivitit des Priparates in
bezug auf Fibroblasten, wihrend eine Aktivitit von 32 Ein-
heiten pro ml in den Keratinozytenzellen zuriickblieb. Dies
beweist das Vorhandensein von Interferon Epsilon und besti-
tigt, dass dieses eine selektive Aktivitit auf Epithelzellenkul-

20 turen hat. Dieses rohe Priiparat enthielt 32 Einheiten Interfe-
ron Epsilon.

Beispiel 2
Die Wirkung des Kulturalters von Keratinozyten und der
25 Viruskonzentration des induzierenden Virus auf die Erzeu-
gung von Epsilon-Interferon wurde untersucht. Die Interfe-
ron-Epsilon-Titer wurden wie oben dargelegt bestimmt. Die
Resultate sind unten in Tabelle II zusammengefasst.

30 Tabelle 11
Wirkung von Kulturalter und Viruskonzentration auf die
Erzeugung von IFN-¢

Interferontiter? (Einheiten/10¢ Zellen)

M.O.I!

(Virus-PFU/Zelle) 14 Tage 21 Tage 27 Tage
35

0 <6 <3 <4
0,1 10 <3 <4
1 53 2 8
w0 2 79 6 16
5 210 6 16
10 157 6 16
20 210 18 32
50 210 9 32
" 70 ND? 12 32
90 ND 9 32
100 79 ND ND
250 79 ND ND

50 ! Viruskonzentration
2 Die Interferonproben wurden mit iiberschiissigen Interfe-
ron-g- und -B-Antiseren inkubiert, bevor sie auf ihre Wirkung
auf Keratinozyten gepriift wurden.
3 ND = Keine Daten

55

Tabelle II zeigt, dass mindestens bei Epithelzellen vom

Keratinozytentyp jiingere Zellen, das heisst 14 Tage alte Zel-
len, mehr Interferon Epsilon erzeugen als iltere Zellen.

60 Beispiel 3
Epithel-Interferonmaterialien, die geméss Beispiel 1 her-

gestellt worden waren, wurden teilweise gereinigt. Die Proben
wurden der Molekulargewichtsanalyse unter Anwendung der
SDS-Gelelektrophorese nach der Methode von Lamelli unter-

g5 worfen. Die Proben wurden bei Raumtemperatur in Gegen-
wart von 1,0% SDS, 0,05molarem Tris-HCI-Puffer (pH = 6,8),
10 Voi.-% Glycerin und 0,001% Bromphenolblau eine Stunde
lang inkubiert, auf 12,5% Polyacrylamidgele aufgebracht und



anndherungsweise 16 Stunden lang laufen gelassen. Nach der
Elektrophorese wurden die Zonen, die die Molekularge-
wichtsstandards enthielten, angefarbt. Die Interferon enthal-
tenden Zonen wurden in 3-mm-Scheiben zerteilt und durch
Schiitteln mit 0,5 ml PBS, die 0,5% SDS enthielten, 20 Stun-
den lang bei Raumtemperatur extrahiert. Analysen dieser
Fraktionen wurden ausgefiihrt unter Anwendung des her-

kommlichen Challenge-Assays unter Verwendung von Fibro- -

blasten und mittels des erfindungsgeméssen Verfahrens nach
Neutralisation mit o-, B- und y-Antikérper. Das Molekularge-
wicht des Hauptaktivitdtsspeaks, der mit Interferon Epsilon
verbunden war, wurde durch Vergleich seiner Stellung auf
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dem Gel mit den Molekulargewichtsstandards berechnet.
«SDS» bedeutet «Natriumdodecylsulfat», und «PBS» bedeu-
tet «phosphatgepufferte Kochalziosung».
In Fig. 1 wird die Interferon-Epsilon-Aktividt klar in AR-
5 Epithelzellen (Keratinozyten) gezeigt. Das der epithelialen
Aktivitit entsprechende Protein hat ein scheinbares Moleku-
largewicht von ca. 20 000, und seine Aktivitit wird durch
Behandlung mit B-Mercaptoethanol auch dramatisch redu-
ziert.

o Ineinem separaten Experiment wurde festgestellt, dass

Interferon Epsilon keine antivirale Aktivitit in Mause- oder
Rinderfibroblastenzellenkulturen hatte.
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