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Rezeptor der Kleinen Rhinovirus Rezeptor Gruppe
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Die vorliegende Erfindung betrifft den Rezeptor der
kleinen Rezeptorgruppe von humanen Rhinoviren, seine

Reinigqung, sowie dessen Verwendung.

Humane Rhinoviren reprisentieren eine groSe Gattung
innerhalb der Familie der Picorna-Viren und beinhalten
iiber 90 verschiedene Serotypen (6,11) Diese RNA-Viren
befallen den Respirationstrakt des Menschen und
verursachen akute Infektionen, die zu Schnupfen,
Husten, Heiserkeit etc. fiihren, und allgemein als
Erkdltung bezeichnet werden (15). Infektionen durch
Rhinoviren zihlen zu den hiufigsten Erkrankungen des
Menschen. Obwohl der Verlauf der Etkrankungen meist
harmloser Natur'ist, filhren Erk&dltungen doch zu einer
allgemeinen Schwichung des Organismus. Dadurch kann es
zu Sekundirinfektionen durch andere Pathogene kommen.

Die groBe Gruppe der humanen Rhinoviren kann in zwei
Untergruppen geteilt werden, wenn als Kriterium der
Zuordnung die Kompetition um Bindungsstellen an der
Zelloberfliche humaner Zellkulturzellen (in der Regel
HeLa Zellen) herangezogen wird. Diese urspriingliche
Zuordnung einiger weniger Vertreter der Rhinoviren (10)
konnte duréhrbreit'anqelegte Experimente auf 88
Vertreter'ausgeWeitet werden k4,l). Das Ergebnis ﬁieser
Experimente legt den SchluB nahe, daB8 trotz der groflen
Zahl iiberraschenderweise nur zwei voneinander
verschiedene Regzeptoren an der Zelloberfldche
existieren, an die Vertreter der einen oder der anderen
Rhinovirusgruppe binden kﬁnnen. Bisher konnten 78
Serotypen der groflen “Rhinovirus-Rezéptor—Gruppe", 8
der kleinen "Rhinovirus-Rezeptor-Gruppe" zugeordnet
werden (RVRG). 2 weitere Vertreter verhielten sich
nicht eindeutig, so daB keine endgiiltige Einteilung
méglich war (1). |
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In den letzten Jahren ist eine betraghtliche Zunahme an
Rhinovirusinfektionen in Ballungszentren festgestellt
worden. Wahrend es bei den meisten anderen
Infektionskrankheiten zu einer langdauernden oder
bleibenden Immunitdt gegen den betreffenden
Krankheitserreger kommt, kénnen Infektionen durch
Rhinoviren immer wieder auftreten. Der Grund fiir das
Fehlen einer bleibenden Immunitdt ist die grofe
Vielfalt an Rhinovirusstidmmen, die untereinander keine
oder nur wenig immunologische Kreuzreaktion zeigen (6,
11). Nach erfolgter Infektion lassen sich zwar
Antikdrper gegen den betreffenden Virusstamm
nachweisen, doch gewdhren diese keinen Schutz gegen
andere -Rhinovirusstdmme. Auf Grund der groBSen Anzahl
von Stimmen, die in der Bevdlkerung zirkulieren, sind
wiederholte Infektionen durch Rhinoviren méglich.

Daher bietet das Vorhandensein von nur zwei Rezeptoren
vielversprechende Ansatzmdglichkeiten flir eine
erfolgreiche Bekdmpfung rhinoviraler Infektionen.

Da Rézeptoren im allgemeinen hochspezifisch sind,
besteht die Mdglichkeit, mit geeigneten Substanzen
gezielt eine Beeinflussung der Rezeptoren,
beispielsweise durch Blockieren der Rezeptoren 2zu
erreichen. Werden den Rezeptor blockierende Substanzen
eingesetzt, kann das Eindringen rezeptorspezifischer
Viren in die Zelle verhindert werden. Dieselben
Substanzen, die auf diesem Weg eine Infektion
verhindern kénnen, sind auch zur Therapie einer
manifesten Rhinovirusinfektion verwendbar. Die
Schaffung solcher Substanzen wird wesentlich
erleichtert, in manchen Fillen gar erst gezielt
méglich, wenn der entsprechende Rezeptor

charakterisiert ist.
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s Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher,
den Rezeptor fiir die kleine RVRG zurisolie;en und 2zu.

reinigen.

Die einzigen bisher verfiigharen Angaben zu rhinoviralen
Rezeptoreh beziehen sich auf den Rezeptor der grofBen
RVRG.

Die Reiniqung und Charakterisierung des Rezeptors der
groBen RVRG wurde mit Hilfe eines monoklonalen
Antikdrpers durchgefiihrt, der durch Immunisierung von
Miusen mit HeLa Zellen erhalten worden war. Dieser
Rezeptor ist glykosyliert und hat ein Molekulargewicht
um 440 kD in nativem Zustand, Denaturierung mit Natrium
Laurylsulfat filhrt zu einer Dissoziation in '
Untereinheiten mit 90 kD, was den Schlu8 nahelegt, daSB
derrfunktionelle Rezeptor als Pentamer vorliegt (17).
Der Rezeptor fiir die kleine RVRG wurde bisher weder
charakterisiert noch gereinigt. Die einzigen Daten iber
diesen Rezeptor weisen auf seinen Aufbau aus Protein
hin und zeigen iiberdies, daB8 dieser - oder &hnliche-
Proteine auch auf Zellen einer Reihe anderer Spezies
vorhanden sind. Dies unterscheidet den Rezeptor der
kleinen RVRG wesentlich vom Rezeptor der groBen Gruppe,
der nur auf menschlichen und in wenigen Fdllen auf
Affenzellen gefunden werden konnte. Eine Beeinflussung,
beispielsweise eine Blockierung des Rezeptors durch
Substanzen, die das Eindringen des Virus in die Zelle
verhindern, erscheint als mégliche Vorbeugung oder auch
als Therapie einer bereits wvorhandenen Infektion

geeignet.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, die
Voraussetzungen zur Herstellung von Substanzen zu
schaffen, die einen Schutz gegen Infektionen durch

Rhinoviren der kleinen Rezeptorgruppe ermdglichen.
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Gelést wurde die Aufgabe in der vorliegenden Erfindung
dadurch, daB der Rezeptor aus Zellmembranen,
beispielsweise aus HeLa-Zellmembranen isoliert wurde.
Diese Zellen wurden nach an sich bekannten Verfahren in
Suspension kultiviert, die Zellen aufgebrochen,
7zellkerne entfernt und die Membranen gereinigt. Die in
den Membranen befindlichen Rezeptoren wurden
anschlieBend solubilisiert. Zur Optimierung der
Solubilisierung aktiver Rezeptoren aus gereinigten
HelLa-Zellen wurden verschiedéne Detergentien bel
verschiedenen Konzentrationen ausgetestet. MaBgeblich
fiir die Wahl eines bestimmten Detergens war die
Fahigkeit, méglichst viel Membranmaterial mit mdglichst
hoher Virus-Bindungs-Aktivitdt zu solubilisieren. Als A
am besten geeignet erwies sich 1% 1-0-n-Octyl-B-

D-glucopyranosid (Fig. 0).

Die unléslichen Bestandteile wurden entfernt und die in
Lésung befindlichen Rezeptoren weiter gereinigt. Um die
Virusbindungsaktivitét verfolgen zu kénnen, wurde ein
sensitiver Filterbindungstest entwickelt, der die
Bindung SSS—markierten Virus an Regeptoren ,
erméglicht, die auf Nitrozellulose Papier immobilisiert

worden waren.

Die fiir den Test notwendigen Viren wurden in an sich

bekannter Weise kultiviert und gereinigt(1l3).

Die Reinigung der erfindungsgemdBen Rezeptoren erfolgte
mittels chromatographischer Methoden.

Da bekannt ist, daB die meisten Membranproteine
glykosyliert sind, wurde der Rezeptor an einer Lens
culinaris Lectin Sdule gereinigt. Dieses Lectin besitzt
Spezifitdt zu a-D-Glukose und a-D-Mannose Einheiten
(16). Eluiert wurde gebundenes Material mit 1M
a-D-Methylglucosid 1n phosphatgepuffetter NaCl-Ldsung
mit 1% Octylglucosid.
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- Aliquots wurden auf Nitrozellulose in Duplikat
aufgetragen und mit sowohl nativem als auch erhitztem
Virus inkubiert. Die Autoradiographie der Fraktionen
zeigte starke Bindung zum nativen Virus bei dem
Material, das eluiert worden war, verglichen zu den
Fraktionen aus dem Durchlauf. Schwache Bindung'zum
Durchlaufmaterial zeigte der erhitzte Virus. Dies
deutet auf unspezifische Interaktionen, die durch den
hohen Anteil hydrophober Proteine hervorgerufen werden;
erhitzter Rhinovirus weist erhdhte Hydrophobizitdt auf -
(9). Da festgestellt worden war, daB sich gereinigter
Virus bei lingerer Lagerung bei 4°C allm&hlich in
Partikel umwandelt, die die gleiche Antigeniéitét
aufweisen wie erhitzter Virus (C-Determinanten), wurden
diese Kontaminationen durch Immunoprdzipitation mit
C-Determinanten sbezifischen monoklonalen Antikdérper,
beispielsweise mAK 2G2, unmittelbar vor Durchfiihrung
des Bindungstests abgetrennt. Diese monoklonalen
Antikdrper erhdlt man in an sich bekénnter Weise durch
Immunisierung von Miusen oder Kaninchen mit
C-Determinanten und anschlieBender Klonierung nach
Kéhler und Milstein (18).

Neben,dér L. culinaris Lectin Sdule wurden auch
Concanavélin A-, Ricin- und Hepatin-Sepharoée-Séulen
verwendet, um den Rezeptor 2zu reinigen. DurchfluB8 und
eluiertes Material wurden wie oben getestet. Con.A
Sepharose Sdulen wurden mit 1 M a-D-Methylmannosid
eluiert, wobei anndhernd 20% Bindungsaktivitit
wie@ergewonnen werden konnte; Elution der Ricin-Sdule
mit 1 M Galaktose fiihrte zu anndhernd 100%
wiedergewinnbarer Binduhgsaktivitét. Im Gegensatz zum.
' Rezeptor fiir die Coxsackie B Virus Gruppe (7) hielt
Heparin-Sepharose die Bindungsaktivitdt nicht zuriick.
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Das Eluat der L. culinaris S&ule wurde auf einer
Superose Siule mit Hilfe der FPLC (Pharmacia)
aufgetrennt (Gelpermeationschromatographie). Durch.
Vergleich mit Markerproteinen konnte das
Molekulargewicht des aktiven Rezeptors zu 450 kD
bestimmt werden. Gleichzeitig konnte ein GroBteil von
kontaminierenden Proteinen abgetrennt werden (Figur 1).

Der Rezeptor der Kleinen Rhinovirus Rezeptor Gruppe
wandert in einem Polyacrylamidgel in Gegenwart von SDS
mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 120 kD. In
einigen Fdllen kann auch eine kaum sichtbare Bande mit
einem geringfiigig niedrigeren Molekulargewicht
beobachtet werden, die moglicherweise eine Modifikation
der Hauptmenge des Rezeptorproteins dargestellt

(Fig. 5, Spalte 1). Die Molekulargewichte beider Formen
des Rezeptors sind betrdchtlich héher als das fir den

GroBen Rhinovirus Rezeptor gefundene (90 kD).

Da die Rézeptorproteine beider Gruppen ein
Molekulargeﬁicht von ca. 450 kD in ihrer nativen Form
aufweisen, ist'es nicht unwahrscheinlich, daB8 ihr
Aufbau aus Untereinheiten &hnlich ist. Das tatsdchliche
Molekulargewicht mag jedoch von dem durch
Gelpermeationchromatographie bestimmten abweichen,
bedingt durch die geringe Differenz der
Retentionsvolumina von Proteinen in diesem hohen
Molekulargewichfsbereich. Die Picornavirusstruktur
zeigt eine tiefe Furche (den Canyon), die um die
fiinffachen Achsen der ikosahedralen Symmetrie verlduft
~und die méglicherweise die Rezeptorbindungsstelle
enthdlt (19). Es wird angenommen, daf der Rezeptor der
Grofen Rhinovirus Regzeptor Grﬁppe und der Rezeptor fir
die Coxsackie B Virus Gruppe, die die Viren iiber die
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flinffachen Achsen binden (20). Die Frage ob der
Rezeptor der Kleinen Gruppe ein Pentamer~ist, bleibt
unbeantwortet, da das Molekulargewicht seiner 7
Untereinheiten sehr hoch ist im Vergleich zum Rezeptor

der GroSen Gruppe.

Mit Hilfe einer Zuckergradientenzentrifugation war es
méglich die Sedimentationskonstante des Rezeptors zu
bestimmen. Hierzu wurde L. culinaris gereinigter
Rezeptor auf einen Zuckergradienten aufgetragen und
zentrifugiert. Das Aktivitdtsmaximum wurde an der
Position des G;adienten gefunden} der der
Sedimentationskonstante von 28,4 S entspricht (Figur 2).

In Vorversuchen war festgestellt worden, dafB der
Rezeptor von einer Anionenaustauschchromatographie
Sdule nicht mehrreluiert werden konnte. Da der Rezeptor
unempfindlich gegeniiber Neuraminidase ist, wurde die
Sialinsdure von dem Glycoprotein entfernt, um die
ionische Wgchselwirkung mit dem S3dulenmaterial zu
vermindern. Die Probe wurde dann auf eine Mono Q Siule
(Pharmacia) aufgetragen, der Rezeptor mit einem
'NaCl-Gradienten eluiert. Die Bindungsaktivitit konnte
als breiter Peak bei etwa 250 mM NaCl nachgewiesen
werden (Figur 3).

Die Reinigung der erfindungsgemifen Rezeptoren ist auch
méglich durch eine Kombination der chromatographischen
Reinigungsschritte an verschiedenen
Chromatographiematerialien.

Die chemischen Eigenschaften und die strukturellen
Erfordernisserdeé erfindungsgemifen Rezeptphs flir die
virale Bindung wurden mit Hilfe von Enzymen und
chemischen Reagenzien ermittelt (Tabelle 1).
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Trypsin Behandlung zerstort die Bindungsaktivitét
vollstindig. Dies stimmt {iberein mit bereits bekannten
Resultaten aus enzymatischer Behandlung von -
7zell-Oberfldchen (14) und deutet auf den
Proteincharakter des Rezeptors hin.

Behandlung des solubilisierten Rezeptors mit
Neuraminidase resultierte wiederholbar in einem
leichten Anstieg der Bindungsaktivit&dt. Diese
Behandlung fiihrt méglicherweise zu einer besseren
7ugidnglichkeit der Region auf dem Rezeptormolekiil, die
das Ziel der Virus-Interaktion darstellt. Hieraus
ergibt sich, daB Sialinsdure nicht notwendig ist fir

die Virus Bindung.

Dithiotreitol (DTT) zerstdért die Bindungsaktivitdt, was
auf die Beteiligung von Disulfidbriicken bei der
Aufrechterhaltung der korrekten Faltung des Proteins
schlieBen 1d8t. Das iiberraschend hohe Molekulargewicht,
ermittelt durch Gelpermeationschromatographie und
Gradientenzentrifugation, deutet auf eine oligomere
Struktur des Rezeptor Molekiils. Die Sensitivitédt
gegeniiber DTT kdnnte darauf schlieBen lassen, daf
intermolekulare Disulfidbriicken erforderlich sind fir

die Assoziation der hypothetischen Untereinheiten.

Behandlung mit Iodacetamid reduziert nur wenig die

Bindungsaktivitidt und deutet darauf hin, das8 freie

Sulfhydryl-Gruppen nicht erforderlich sind fidr eine
effiziente Bindung.

In Gegénwart von Ethylendiaminotetraessigsdure (EDTA)

bei der Inkubation der Nitrozellulosefilter mit

358—markiertem Virus konnte keine Bindung
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festgestellt werden. Dies stimmt iiberein mit frilheren
Untersuchungen; die die Notwendigkeit der Gegenwart
divalenter Kationen fiir die Interaktion der Rhinoviren
mit der Zelloberfliche zeigten (12).

Kompetitions-Bindungs-Assays zwischen Serotyppaaren
waren verwendet worden um die humanen Rhinoviren in die
zwei'RezeptorklaSSen einzuordnen (10,1). In der
vorliegenden Erfindung wurden daher HRV2 und HRV49 als
Vertreter der kleinen Rezeptorgruppe und HRV89 als
Vertreter der groBSen Rezeptorgruppe bei
Kompetitions-Experimenten eingesetzt, um die Spezifitat
der erfindungsgemafien Rezeptoren herauszufinden. Die
Nitrozellulosefilter mit immobilisierten Rezeptoren
wurden in Gegenwart von einem ungefdhr 20-fachen
UberschuB von entweder HRV2 oder HRV89 mit markiertem
HRV2 inkubiert. Wie in Tabelle II gezeigt, wurde die
Bindung massiv unterdriickt in Gegenwart von
nicht-markiertem HRV2, nicht jedoch beeinfluBt von
HRV89. Zur Absicherung dieser Ergebnisse wurden diese
Versuche mit markiertem HRV49 wiederholt unter
Verwendung von HRV2 und HRV89 als Kompetitoren.
Wiederum ist es offeﬁsichtlich, daB HRV2 die Bindung'
massiv reduzie:t, HRV89 jedoch keinen EinfluB ausiibt.

Obwohl HRV2 und HRV89 an verschiedéne Rezeptoren
binden, zeigeﬁ ihre Capsid-Proteine {iberraschend hohe
Ahnlichkeit (5). Ein detaillierter Strukturvergleich
zwischen HRV2 und HRV14, basierend auf der
Réntgenstrukturanalyse des HRV14 wurde kiirzlich
angestellt (2). Beide, HRV14 und HRV89 binden an den
Reéeptor der groBen RVRG. Erwartei werden kann daher,
daB an der hypothetischen Rezeptor Bindungsstelle ein

Cluster an konservierten Aminosiuren zu finden sein
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wird. Bisher war es jedoch noch nicht méglich, ein
einfaches Muster konservativer Aminosduren innerhalb

der Canyon-Region zu entdecken-

‘Durch die vorliegende Erfindung ist es erstmals
méglich, Rezeptoren fir die kleine RVRG in im

wesentlichen reiner Form herzustellen.

Durch die erfindungsgemé#Ben Rezeptoren ist es erstmals
méglich, die Virus/Rezeptor Wechselwirkungen gezielt 2zu
untersuchen. Von besonderer Bedeutung hierbei ist die
Lokalisierung der Bereiche auf den Rezeptoren, die fiir
die virale Wirkung letztendlich verantwortlich sind.
Bei Kenntnis dieser Bereiche sollte es méglich sein,
Substanzen herzustellen, die spezifisch gegen diese
Bereiche gerichtet sind, um so méglicherweise eine
Blockierung der Rezeptoren fiir eine Vielzahl
verschiedener Rhinoviren zu erzielen.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Rezeptoren,
die nach dem beschriebenen Verfahren herstellbar sind

und Vertreter der kleinen RVRG binden.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch die
Rezeptoren, die durch, dem Fachmann bekannte Verfahren
aus den natiirlichen Rezeptoren herstellbar sind.
Beispielhaft genannt seien hier die durch Behandlung
mit Reduktionsmitteln erhdltlichen Untereinheiten des
natiirlichen Rezeptors, die sich beispielsweise durch
elektrophoretische Verfahren reinigen lassen.
Verwendbar sind diese Untereinheiten beispielsweise zur
Herstellung von polyclonalen und/oder monoklonalen
Antikdrpern, die priparativ, diagnostisch und/oder
therapeutisch in &hnlicher Weise einsetzbar sind wie
die entsprechenden Antikdrper gegen die natiirlichen
Rezeptoren. Auch die Rezeptoruntereinheiten sind in
jhnlicher Weise wie die natiirlichen Rezeptoren

einsetzbar.
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch die
Modifikationen der ngtﬁrlichen Rezeptoren und/oder
deren Untereinheiten, die durch gezielte enzymatische
Behandlung erhdltlich sind. Wie in der vorliegenden
Erfindung gezeigt wurde, zerstdrt die Behandlung mit
T:ypsin'die'Bindungsaktivitét der-erfindungsgemdfen
Rezeptoren wihrend Neuraminidase einen leichten Anstieg
der Aktivitidt verursachte. Daher ist es denkbar und fiir
den Fachmann auf nicht erfinderische Weise iiberpriifbar,
daB bestimmte Enzyme und/oder chemische Reagenzien 2zu
Rezeptoren fiihren, die entweder in ihrer Wirkung
verbessert sind und/oder besser applizierbar und
verwendbar sind und/oder verbesserte Stabilit&t
aufweisen, verglichen mit den natiirlichen Rezeptoren.
Diese Modifikationen kdnnen beispielsweise dazu fiihren,
daB an allen oder einzelnen Untereinheiten der
natiirlichen Rezeptoren Teile der Proteinkette
'abgetrennt, herausgeschnitten und/oder daB die
Proteinketten aufgeschnitten werden.

Neben diesen Modifikationen ist es weiterhin m&glich,
die natiirlichen Rezeptoren beispielsweise durch
gesteuerte Reduktion entweder vollstdndig oder
teilweise in die Untereinheiten zu iberfiihren. Diese
~mehr oder weniger groBen Untereinheiten lassen sich
auch durch beispielsweise gezielte Oxidation zu mehr
oder wéniger grofBen Einheiten verkniipfen, die gegeniiber
den natﬁrlichen Rézepforen umgéordnet sind.

Zur Aufspaltung von Disulfidbriicken geeignete
Reduktionsmittel sind beispielsweise
Thiol-Verbindungen, wie Thiophenol, 4-Nitrothiophenol,
1,4-Butandithiol und insbesondere 1,4-Dithiothreitol.
‘'Die Reduktion wird vorteilhaft in einem
widssrig-alkalischen Medium, beispielsﬁeise in der

7
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verdiinnten wissrigen Ldsung eines
Alkalimetallhydroxids, z.B. Natriumhydroxid,
Alkalimetallcarbonats, z.B. Natriumcarbonat oder einer
organischen Base, insbesondere eines
Triniederalkylamins, z.B. Tridthylamin, bei
Raumtemperatur durchgefﬁﬁrt.

Oxidationsmittel, welche zur Neukniipfung von
Disulfidbindungen in den reduzierten Polypéptiden
geeignet sind, sind beispielsweise Luftsauerstoff,
welcher durch eine wissrige Ldsung des Polypeptids, der
gegebenenfalls eine katalytische Menge eines
{bergangsmetallsalzes, z.B. Eisen-(III)-sulfat,
Eisen-(III)-chlorid oder Kupfer-(II)-sulfat, beigefiigt
wurde, geleitet wird; Jod, auch in Form des
Kaliumjodid-Adduktes KJ3, welches vorzugsweise in
alkoholischer, z.B. methanolischer, oder
wassrig-alkoholischer, 2.B. wassrig-methanolischer
Lésung eingesetzt wird: Kaliumhexacyanoferrat-(III) in
wissriger L§sung; 1,2-Dijodathan oder
Azodicarbonsduredimethylester oder -didthylester,
welche in Wasser oder in einer Mischung bestehend aus
Wasser und einem mit Wasser mischbaren Alkohol, z.B.
Methanol, zur Reaktion gebracht werden. Die Oxidation
wird insbesondere bei Raumtemperatur ausgefihrt.

Die Abtrennung der Reagentien, insbesondere der Salze
und der Oxidations- bzw. der Reduktionsmittel und ihrer
.Folgeprodukte, von der gewiinschten Verbindung erfolgt
nach an sich bekannten Methoden, beispielsweise durch
Molekulargewichtsfiltration, z.B. an Sephadex oder
Biogel.

Simtliche Modifikationen lassen sich in &hnlicher Weise

wie die natiirlichen erfindungsgem&Ben Rezeptoren
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verwenden. Die hierdurch erhdltlichen Produkte wie
beispielsweise die Antikdrper gehdren ebenso wie die
Modifikationen zum Umfang der vorliegenden Erfindung.

Der erfindungsgemiBe Rezeptor ist 16slich, so daf er
leicht gehandhabt und verwendet werden kann.

Es iét aber auch mdglich, die Rezeptoren an einen
festen Triger zu binden und in dieser Form fir
diagnostischeAund priparative Zwecke einzusetzen. Als
Triger kommen alle iiblichen festen Trdger wie
Polystrol, Glas, Dextrane, aber auch biologische
Membranen und Lipid-Vesikel in Frage.

Weiterhin ist es mdglich, an die Rezeptoren iibliche
Marker zu binden und in dieser Form diagnostisch
einzusetzen. Weiterhin ist es mdglich, die Rezeptoren
zur therapeutischen Behandlung von viralen Infektionen
einzusetzen.

Sofern die erfindungsgemdBSen Rezeptoren an einen Tréger
gebunden werden, kdnnen sie sowohl.diagﬁostisch als
'auch préparatiV'zur'Bindung,des viralen Proteins
verwendet werden, beispielsweise mittels der
sogenannten Affinititschromatographie. Diagnostisch
kann ein virales Protein durch einen an einen Tr&ger
gebundenen Rezeptor in iiblicher Weise erfaBt werden,
z.B. mittels Antikdérpern oder markierten Antikdrpern.
Als Markierung kommt beispielsweise radioaktive
Markierung; ein Enzym oder eine fluoreszierende Gruppe
in Frage.

Bei der therapeutischen Verwendung der
erfindungsgemdBen Rezeptoren kdnnen diese in .
entsprechend hoch gereinigter Form injiziert werden, so

daB sie dann.kompetitiv gegeniiber dem natiirlichen
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Rezeptor inhibieren. Vorzugsweise wird man fiir diesen
gweck 18sliche Rezeptoren verwenden. Derartige Ldsungen
kénnen auch zur Diagnostik und Differentialdiagnostik

herangezogen werden.

Von auBerordentlicher Bedeutung ist die Verwendung der
erfindungsgemiBen Rezeptoren zur Erzeugung von
polyclonalen und/oder monoclonalen Antikdérpern, die
spezifisch gegen die in den Zellmembranen befindlichen
Rezeptoren wirken. Derartige Antikdrper kdnnen zundchst
wiederum diagnostisch eingesetzt werden zur Darstellung
und Bestimmung der Rezeptoren auf Zellen oder
zellbiologischem Material. Weiterhin kdnnen sie
therapeutisch eingesetzt werden zum Blockieren der
Rezeptoren in den Zellmembranen.

Sie erdffnen damit véllig neue Wege und Mdglichkeiten.
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Legende zu den Abbildungen

Figur O

Figur 1

Figur 2

Solubilisierung der Rezeptoren mit
verschiedenen Detergentien (A: nat. Virus, B:
denat. Virus).

Gelpermeationschromatographie des
solubilisierten Rezeptors auf einer Superose
6 HR 10/30 Sdule. Membranen iquivalent zu
10% Zellen wurden in 0G (15 mM
Natriumphosphat pH 7,4, 150 mM Naci, 1 mM
MgCl,, 1 mM CaCl, (PBS) mit 1% |
Octylglucosid) solubilisiert, auf eine 1 ml L.
culinaris Sdule aufgetragen und das
adsorbierte Material mit 1 M
a-D-Methylglucosid in OG eluiert. Das Eluat
wurde in einem Centricon Réhrchen auf 0,5 ml

konzentriert und auf die Superose Siule

aufgetragen. Die Siule wurde mit 0,2 ml/min OG

entwickelt und Fraktionen von 0.5 ml wurden
gesammelt. Die Bindungsaktivitdt der einzelnen
Fraktionen, die Positionen der Markerproteine
(in einem getrennten Experiment bestimmt) und
die Extinktion bei 280 nm sind gezeigt. '

Zuckergradientenzentrifugation des
solubilisierten Rezeptors. Material das von
einer L. culinaris Sdule eluiert worden war
wu;derkonzéntriert (siehe Legende zu Figur 1)
und auf einem 10 - 40% Zuckergradienten in OG
aufgetrennt. Die Bindungsaktivitidt der
Fraktionen (0.4 ml), die Position der
Markerproteine Katalase (Cat) und Aldolase -
(A1d) sowie die Extinktion bei 280 nm sind
gezeigt.
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Figur 3 Mono Q Anionen Austausch Chromatographie.
Fraktionen 14 bis 16 der Gelpermeations-
chromatographie (Figur 1) wurden mit
Neuraminidase behandelt und das Material
mittels FPLC auf Mono Q aufgetrennt. Die
Bindungsaktivitdt der einzelnen Fraktionen
(0,5 ml), die Extinktion bei 280 nm und der
Verlauf des Gradienten sind gezeigt.

Figur 4 Nachweis des Rezeplors auf Western Blots.
Virusbindungsaktivitdt von der Mono P
Anionentauschersdule wurde auf eine Superose 6
HR 10/30 Sdule aufgetragen. Fraktionen von 1.2
ml wurden gesammelt. Die Proteine wurden als
L verfolgt, die Positionen von
Proteinmarkern (Thyroglobulin, 670k:
Apoferritin 440k: B-Amylase, 200Kk) sind auch
gezeigt (a). Die Proteine in den Fraktionen
von der Superosesdule wurden konzentriert und
auf'drei 6% SDS-Polyacrylamidgele aufgetragen.
Ein Gel wurde mit Coomassie Blau gefdrbt (b),
die Proteine des zweiten und des dritten Gels
wurden auf Nitrozellulosemembran {ibertragen
(c, d4). Der Blot wurde mit 355 markiertem
HRV2 in Abwesenheit (c) oder in Gegenwart
eines Uberschusses unmarkierten HRV2s
inkubiert (d); Die Positionen der
Markerproteine (2-Macroglobulin, 180k;
B-Galactosidase, 116k: Fructose-6-phosphat-
kinase, 84k) und der Rezeptorbande sind mit

Pfeilen markiert.
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Autoradiographie von Western Blots, die von
den vereinigten Fraktionen mit Virusbindungs-
aktivitdt von der Superosesdule erhalten
wurden (siehe Fig. 4). Die Blots wurden mit
355 markiertem HRV2 inkubiert. Die Proben
wurden vor dem Auftragen auf das Gel mit SDS

'beirRaumtemperatur inkubiert, Spur 1; die
- Probe wurde in SDS gekocht, Spur 2, die Probe

wurde mit 10 mM Dithiothreitol inkubiert, Spur
3; ein mit Spur 1 identischer Blot wurde mit
355 markiertem HRV2 in Gegenwart von 10 mM

EDTA inkubiert, Spur 4, oder wurde mit 355

markiertem HRV2 inkubiert, das 10 Minuten auf

56°C erhitzt worden war, Spur 5.

“«
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Materialien

1—0-n-Octyl—B—D—glucopyranoside, Tween 40 und
_3-(3-Cholamidopropy1)-dimethylammonio—1—propansu1fonat
(CHAPS) stammten von Sigma,
N-Tetradecyl—N,N-dimethyl-ammonio-3—propansulfonat
(Zwittergent 3 - 14) von Serva. Die anderen
Detergentien stammten von Merck, Trypsin von Miles,
355_Methionin (1350 Ci/mmol) von Amersham.

Beispiel 1:

Herstellung der Viren

HRV2, HRV49 und HRV89 wurden im wesentlichen wie
beschrieben in HeLa-Zell-Suspension kultiviert und
gereinigt (13). Beispielhaft ausgefihrt sei hier die
Kultivierung. Isolierung und Reinigung von HRV2.

HelLa-Zellen (Stamm HeLa-Ohio, 03-147, Flow
Laboratories, England) wurden in Suspension bei 37°C
geziichtet. Das suspensionsmedium (Thomas, D.C., Conant,
R.M. und Hamparian, V.U., 1970, Proc. Soc. Exp. Biol.
Med. 133, 62 - 65; Stott, E.J. und Heath, G.F., 1970,
J. gen. Virol, 6, 15 - 24) bestand aus einer
Joklik-Modifikation von MEM fiir Suspension (Gibco
072-1300) und 7% Pferdeserum (Seromed 0135). Die
Inokulationsdichte betrﬁg 5 - 10 x 104 Zellen/ml, das
Volumen 500 ml. Die Suspension wurde bei einer
Zelldichte von 1 x 106 %Zellen/ml unter sterilen
Bedingungen bei 300 g 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 100 ml
Infektionsmedium (Joklik-Modifikation von MEM fir
Suspensionskultur mit 2% Pferdeserum und 2 mM MgClz)
resuspendiert. Durch mehrmaliges vorsichtiges Aufsaugen
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in einer 20 ml Pipette wurden die Zellen homogen im
Infektionsmédium,verteiltf Danach wurde auf 500 ml
aufgefiillt. Anschliesendrwurde die Zellsuspension auf
34°C éebracht und mit HRV2(zweimal Plaque - gereinigt)
bei einer Multiplizitidt vdn 0,1 Viren/Zelle infiziert.
Der HRV2Stamm wurde von der American Type Culture

. Collection (ATCC VR-482 und VR-1112) bezogen. Der
verwendete Stamm ‘wurde durch Antiserum gegen
HRV2(American Type Culture Collection, Cat.No. ATCC
VR-1112 AS/GP) neutralisiert.

Als Kontrollserum diente ein Antiserum gegen HRV7 (Cat.
No. ATCC VR - 1117 AS/GP), das keine Neutralisation
zeigte. Nach 60 Stunden bei 34°C wurde das Virus
geerntet. Virus wurde sowohl aus den Zellen bzw.
Zellfragmenten als auch aus dem Medium gewonnen.

Zu diesem Zweck wurde das Medium von infizierten Zellen
und Zellfragmenten durch eine 10 min Zentrifugation beil
1500 g abgetrennt und abgesaugt. Der Niederschlag wurde
bei -70°C eingefroren.

Die Zellniederschldge von 12 1 Suspensionskultur wurden
veﬁeinigt, in 40 ml TM-Puffer (20mM Tris/HCl, pH 7,5, 2mM
MquZ)'resuspendiert, 15 min auf Eis gestellt,
‘anschlieBend im Dounce-Homogenisator aufgebrochen und das
Gemisch 30 min bei 6000 g zentrifugiert. Der Niederschlag
wurde anschlieBend noch einmal in 10 ml TM-Puffer
gewaschen. Die bolden Uberstdnde wurden vereinigt und 3
S;unden pei 110 000 g zentrifugiert, um das Virus. zu
pelletieren. Das Viruspellet wurde dann in 10 ml
KTMP-Puffer (50 mM KCl, 50 mM Tris/HCl, pH 7.5, 5 mM
MgClz. 2 mM Mercaptoethanol, 1 mM Puromycin, 0,5 mM GTP)
aufgenommen und nach Zugabe von 150 ug DNase I (Sigma,

" Ribonukleasefrei) 1 Stunde auf Eis inkubiert.
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Aus dem Infektionsmedium wurde das Virus unter Riihren bei
4°C mit Polyethylenglykol 6000 (PEG 6000; Merck) bei einer
Konzentration von 7% und 450 mM NaCl gefdllt (Korant,
B.D., Lonberg-Holm, K., Noble, J. und Stasny, J.T., 1972,
Virology 48, 71 - 86). Nach 4 Stunden in der K&dlte wurde
das Virus 30 min bei 1500 g abzentrifugiert, der
Niederschlag in 10 ml KTMP-Puffer, der 75 ug DNase I
enthielt, resuspendiert, das Gemisch 1 Stunde auf Eis
inkubiert und anschlieBend bei -70°C eingefroren.

Die Virussuspension, die aus den Zellen und aus dem Medium
gewonnen worden waren, wurden vereinigt, 5 min bei 37°C
inkubiert, durch Zugabe von 60 ml kaltem TE-Puffer

(10 mM Tris/HCl, pH 7,4, 1lmM EDTA) abgekiihlt und
anschlieBend 5 min lang im Eisbad soniziert.

Danach wurde 30 min bei 6000 g zentrifugiert. Zum
tiberstand wurden 920 ml TE-Puffer, der 7% PEG 6000 und 450
mM NaCl enthielt, hinzugefiigt, 4 Stunden vorsichtig bei
4°C geriihrt und das entstandene Prdzipitat 30 min beil

6000 g pelletiert. Der Niederschlag wurde abermals in

100 ml TM-Puffer aufgenommen, das Virus wie oben durch
Zugabe von PEG 6000 und NaCl gefdllt und pelletiert. Der
Niederschlag wurde in 40 ml TM-Puffer resuspendiert, die
Suspension 30 min bei 6000 g zentrifugiert, und das Virus
3 Stunden bei 110 000 g pelletiert. Das Prédzipitat wurde
in 1 ml TM-Puffer geldst, nach Zugabe von 50 ng DNase I

1 Stunde bei 4°C inkubiert und anschlieBend 1 ml TE-Puffer
hinzugefiigt. Zur weiteren Reinigung wurde die
Virussuspension auf Saccharosegradienten (10 - 30 % w/w in
TE-Puffer) 4 Stunden bei 4°C bei 110 000 g zentrifugiert.
Aus der Extinktion bei 260 nm wurden die das Virus
enthaltenden Fraktionen ermittelt und mit TM-Puffer
verdiinnt, so daB die Endkonzentration an Saccharose 10%
betrug. Danach wurde 8 Stunden bei 85 000 g zentrifugiert.
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Das Viruspellet wurde in 1 ml TM-Puffer aufgenommen und
bei -70°C aufbewahrt. Zur.ﬁ§erprﬁfung-der Reinheit der
Virusprdparation wurde eine Elektrophorese auf einem
lz,S%igeﬁ Polyacrylamid-Gel in Gegenwart von 0,1%
Natriumdodecylsulfat durchgefiihrt (Laemmli, U.K., 1970
Nature (London) 277, 680-685) und die Proteinbanden mit
Coomassie-Brillant-Blau angefirbt.

Beispiel 2: -

Herstellung von 35S-Methionin markiertem Humanem
Rhinovirus Serotyp 2 (HRV2)

2 HelLa-Zellmonolayer in 165 cm2 Petrischalen wurden mit

einer MOI (Multiplicity of Infection) von 40 mit HRVZ2 eine
Stunde bei 34°C in methioninfreiem MEM medium (Gibco) mit
2% dialysiertem fotalem Kdlberserum (Flow) infiziert. Die
Zellen wurden 2 mal mit PBS gewaschen und die Inkubation
bei 34°C in frischem Medium fortgesetzt. Nach 3 Stunden

wurde jedem Monolayer 1 mCi 35S_—Methionin (1350 Ci/mmol,

- Amersham) 2zugesetzt und fiir insgesamt 24 Stunden

weiterinkubiert. Das Medium von infizierten Zellen und
Zellfhagmenten wurde durch eine 10 min Zentrifugation bei
1500 g abgetrennt und -abgesaugt. Der Niederschlag wurde
bei -70°C in 5 ml 10 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 7,5 -
(Tris/EDTA) eingefroren und wieder aufgetaut.

Uberstand und gefroren/getauter Niederschlag wurden
vereinigt und 30 min bei 45000 x g abzentrifugiert. ber
Uberstand dieser Zentrifugation wurde 2 Stunden bei -
140000 x g zentrifugiert. Das Viruspellet wurde in 300

1l Tris/EDTA resuspendiert und das Virus iiber einen 10 -
30% Saccharosegradienten wie oben gereinigt. Die einzelnen
Fraktionen des Gradienten wurden mittels ,
SDS-Elektrophorese in 12% Polyacrylamidgelen analysiert.
Die reinen Virusfrakticnen wurden vereint und in Gegenwart
von 1 % BSA (bovine serum albumin) bei 4°C fiir maximal 4
Wochen gelagert.
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Um aus den Prdparationen aus Beispiel 1 und Beispiel 2
Virus mit gednderter Capsid-Struktur zu entfernen, wurden
20 ul Immunoadsorbans, das monoklonale Antikdrper gegen
die C-Determinante enthielt, beispielsweise mAK 2G2Z, mit
dem gereinigten Virus 30 Min. inkubiert und pelletiert
bevor die wviralen Proben entfernt wurden.

Herstellung des Immunoadsorbans

Staphylococcus aureus (BRL) Zellen wurden zu einer 10%

w/w Suspension in Wasser suspendiert. Die Zellen wurden
zweimal mit PBS gewaschen, 1/5 Vol. Kaninchen-Anti-Maus
IgG Serum (Behring) hinzugegeben; die Suspension wurde
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden
sweimal mit PBS gewaschen und erneut 1 h mit 1/5 Vol.
Maus-Ascites-Fliissigkeit, die monoklonale Antikdrper
gegen die C-Determinanten enthielt (z2.B. mAK 2G2)
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen wurde pelletiert,
das Pellet in PBS resuspendiert (10% W/W) und den
Préparationep der radioaktiven Viren hinzugefiigt.

Beispiel 3:

Solubilisierung des Rezeptors aus Hela Zellen

HelLa-Zellen (Stamm HeLa-Ohio, 03-147, Flow
Laboratories, England) wurden in Suspension bei 37°C
geziichtet. Das Suspensionsmedium (Thomas, D.C., Conant,
R.M. und Hamparian, V.U., 1970, Proc. Soc. Exp. Biol.
Med. 133, 62 - 65; Stott, E.J. und Heath, G.F., 1970,
J. gen. Virol, 6, 15 - 245 bestand aus einer
Joklik-Modifikation von MEM fiir Suspension (Gibco
072-1300) und 7% Pferdeserum (Seromed 0135). Die
Tnokulationsdichte betrug 5 - 10 X 104 Zellen/ml, das
Volumen 500 ml. Die Suspension wurde bei einer



WO 88/08032 - PCT/EP88/00312
24

Zelldichte von 1 X 106 Zellen/ml unter sterilen
Bediﬁgungen bei 300 g 10 min zentrifugiert. Der
tiberstand wurde abgesaugt und die Zellen 2 mal mit
Phosphat gepufferter Kochsalzldsung (PBS) gewaschen.
109 Zellen wurden in 20 ml isotonischem Puffer (10 mM
HEPES-KOH, pH 7.9, 140 mM KCL, 1.5 mM Mgc12; 0.5 mM
EDTA, 0.2 mM Phenylmethylsulfonylfluorid) suspendiert
und in der Kilte mit 200 Stdssen eines 50 ml Dounce

: Hdmogenisators aufgebrochen. Zellkerne wurden durch
eine Zentrifugation fiir 3 Minuten beil 1000 x ¢
abzentrifugiert. Die Membranen wurden dann mit Hilfe
‘der Zwei-Phasen Methode (3) weiter gereinigt. Membranen
entsprechend leO8 Zellen pro ml wurden in PBS
aufgenommen und in flﬁésigem Stickstoff gelagert. 2Zur
Solubilisierung wurden 2 x 108 Zelldquivalente in
1 ml 1% Octylglukosid in PBS (OG) suspendiert und
unlésliches Material durch eine Zentrifugation bei
80 000 x g fiir eine Stunde abgetrennt. Der Uberstand
wurde fiir die Sdulenchromatographie verwendet.

Beispiel 4:

Filterbindungstest.

~Auf Aktivitdt zu testende Fraktionen der

- Sdulenchromatographien wurden in einem Dot-blot Apparat
(Bio-Rad) auf eine Nitrozellulose Membran (BAS8S, -
Schleicher und Schiill) aufgetragen. Die Proben wurden
bei Zimmertemperatur einsickern gelassen. Dann wurden
Fliissigkeitsreste unter leichtem Wasserstrahl—Vakuuﬁ
abgesaugt und unspezifische Protein Bindungsstellen mit

© 2% Rinderserumalbumin (BSA) in PBS bel 4°C {iber Nacht
abgesdttigt. Die Filter wurden anschlieBend mitrlo5

: 3 . s . .
cpm 5S— Methionin markiertem HRVZ 1in 1% Tween 40,
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0.5% Natrium desoxycholat und 10 mM
(3-(3—Cholamidopropy1)-dimethylammonio 1-
propansulfonat) in PBS wédhrend einer Stunde inkubiert.
Die Membranen wurden 2 mal mit 2% BSA in PBS gewaschen,
getrocknet und die den Proben entsprechenden runden
Areale ausgeétanzt; die Radioaktivitat wurde in einenm
Flilssigkeitsszitillationsz&hler gemessen.

Als Spezifitdtskontrolle wurde HRVZ vor der Inkubation
der Nitrozellulosefilter 10 Min. lang auf 56°C erhitzt
(8). Nach dieser Behandlung konnte keine Bindung zu
einer der Proben mehr festgestellt werden (Fig. 1 B).
Hieraus wurde abgeleitet, daB die Bindung nativen HRV2
sum immobilisierten Material tatsdchlich auf eine
spezifische Interaktion des Virus mit dem Rezeptor

zuriickzufiihren ist.

Beispiel 5:

Affinititétsthomatographie auf Lens culinaris Lectin

Sdulen.

108 Zelldquivalente wurden wie beschrieben
solubilisiert und auf eine L. culinaris S&ule (1 ml)
aufgetragen, die mit OG equilibiert war. Die S&ule
wurde mit 5 ml OG gewaschen und gebundenes Material mit
2 ml 1 M a-D-Methylglucosid in OG eluiert. Der
Bindungstest zeigte, daB8 nahezu 100% der’
Bindungsaktivitdt wiedergewonnen werden konnten,

wogegen etwa 90% des Gesamtproteins entfernt worden war.
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Beispiel 6:

Gelpermeationschromatographie

-Das Eluat der L. culinaris Siule wurde mit einem
Centricon Rdhrchen (AusschluB 30 kD) ‘auf 0.5 ml
konzentriert und auf einer Superose 6 HR 10/30 S3ule
(mit OG-Puffer Zquilibiert) mit Hilfe der FPLC
(Pharmacia) aufgetrennt. Durch Vergleich mit
Markerproteinen konnte das Molekulargewicht des aktiven
Rezeptors zu 450 kD bestimmt werden. Gleichzeitig
konnte ein GroBteil von kontaminierenden Proteinen
'ébgetrennt werden (Figur 1).

Beispiel 7:

Zuckergradientenzentrifugation

L. culinaris'gereinigter Rezeptor (wie oben) wurde auf
einen Zuckergradienten (10 - 40% in OG) aufgetragen und
8 Stunden bei 38 krpm bei 4°C gzentrifugiert. Das
Aktivitdtsmaximum wurde an der Position des Gradienten
gefunden, der der Sedimentationskonstante von 28,4 S
entspricht. Die Positionen der Markerproteine wurden in
einem anderen Gradienten bestimmt (Figur 2) Aufgrund
der Gegenwart von Detergentien sedimentierten die
Marker bei kalkulierten Sedimentationskoeffizienten von

15,0 S und 21,9 S (7,3 S und 11,3 S in Abwesenheit von
Detergentien).



WO 88/08032 PCT/EP88/00312

27

Beispiel 8:

Anionen-Austauschchromatographie.

In Vorversuchen war festgestellt worden, daB der
Rezeptor von Mono Q HR 5/5 Sdulen (Pharmacia) nicht
mehr eluiert werden konnte. Deshalb wurde iiber L.
culinaris und Gelpermeation vorgereinigter Rezeptor mit
1 U Neuraminidase/mg Protein 60 Min. bei 37°C behandelt
um die stark sauren Neuraminsduregruppen zu entfernen.
Die Probe wurde dann mit 10 mM Natriumphosphatpuffer

pH 7, 1% Octylglucosid auf das 2 fache verdiinnt und auf
eine Mono Q Sdule aufgetragen. Die Siule wurde mit
einem Gradienten von 0 bis 1 M NaCl in demselben Puffer
entwickelt. Die Bindungsaktivit&t konnte als breiter
Peak bei etwa 250 mM NaCl nachgewiesen werden (Figur 3).

Beispiel 9

Isolierung und Reinigqung des Rezeptors

Plasmamembranen von 2 X 109 HeLa Zellen wurden in

5 ml1 PBS, das 1% w/v l-0-n-octyl-B-D-Glucopyranosid und
0,01% w/v je L-a-p-Tosyl-L-Lysinchlormethylketon
(TLCK), L-1-Tosylamid-2-phenylethylchlormethylketon
(TPCK) und Phenylmethyl-sulphonylfluorid (PMSF) (alle
von SIGMA) enthielt, innerhalb 10 Min. bei
Raumtemperatur geldst. Unlésliches Material wurde 30
Minuten bei 30 krpm im Beckmann 65 Festwinkelrotor )
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde auf eine 25 ml L.
culinaris Lectin- s3ule, die mit OG (PBS, 1% w/V
Octylglucosid) equilibriert worden war, aufgetragen und
das gebundene Material mit 5 ml OG, das 1 M
a-Methylglucosid enthielt, eluiert. Das Eluat wurde
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zu 50% mit einem gleichen Volumen gesittigter
Ammoniumsulfatldsung gesdttigt. Das prdzipitierte
Material wurde in 2 ml Puffer A (10 mM TRIS-HCl (pH
7,5), 5 mM EDTA, 1% w/v Octyl-glucosid) geldst, und in
éine Mono P Anionenaustauschersiule, die an ein
FPLC-Systenm (Pha;maciao angeschlossen war, eingespritzt.

Die Proteine wu:den mit Hilfe eines Gradienten von O
bis 100% Puffer B (wie Puffer A jedoch 1,5 M NaCl
enthaltend) getrennt. Die Fraktionen, die
Virusbindungsaktivitdt enthielten, wurden vereinigt,
mit einem Centriconrdhrchen auf 0,5 ml konzentriert und
auf einer Superose 6 Sdule, die mit OG, das 5 mM EDTA
enthielt, equilibriert worden war, aufgetrennt. Die
Proteinkonzentration wurde als Extinktion bei 280 nm
verfolgt (Fig. 4a). '

Die Fraktionen von dieser Sdule wurden auf 50 ul
konzentriert, auf 0,1% w/v SDS gebracht und Aliquote
auf drei G%IPolyac:ylamidgelen, die 5 mM EDTA
enthielten, getrennt (21). Die aufgetrennten Proteine
im Gel wurdenrdann'entweder mit Coomassie Blau '
angefdrbt (Fig. 4b) oder elektrophoretisch auf eine
Nitrozellulosemembran (22) iibertragen, die mit
355-markiertem HRV2 inkubiert worden

war (s. oben). Die Nitrozellulose wurde getrocknet und

autoradiographiert (Fig. 4c). Als Kontrolle fiir eine

4 x 105 cpm

spezifische Bindung wurde ein identisch hergestelltes
Nitrozellulosereplica in Gegenwart eines 20-fachen
Uberschusses unmarkierten HRV2's inkubiert (Fig. 4d).
Festgestellt wurde, daf die Fréktionen 6 und 7 von der
Superosesdule Material enthielten, das in der Lagehwar,
HRVZ zu binden, wenn es auf Nitrozellulose iibetragen
worden war.
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Die Autoradiographie zeigt einige Banden mit einem
scheinbaren Molekulargewicht gréBer als 300 kD
zusitzlich zu einer Position, die etwa 120 kD
entspricht, verglichen mit Markerproteinen, die auf
demselben Gel entwickelt wurden (Fig. 4c). Nur diese
120 kD Bande verschwindet in der Kontrolle, die
@iberschiisssiges nicht-markiertes Virus enthdlt (Fig.
4d) und zeigt damit spezifische Wechselwirkung dieses
Proteins mit HRVZ2 an. Das Polyacrylamidgel, das
jdentische Proben enthdlt und mit Coomassie Blau
angefdrbt worden war, zeigte eine sehr schwache Bande
an einer Position, die der radioaktiven Bande auf dem
Western-Blot entspricht. Diese Bande findet man
ausschlieBlich in den Proben von den Fraktionen 6 und 7
die Virusbindungsaktivitidt zeigten (Fig. 4 D).

Beispiel 10

Bindungstests

Die Wiederherstellung eines aktiven Rezeptors hangt von
milden Bedingungen ab; Kochen in SDS beispielsweise
zerstért die Aktivitdt irrevesibel (vgl. Fig. 5, Spalte
1 und 2). Wurde die Rezeptorprdparation mit 10 mM
Diothiothreitol vor dem Aufbringen auf das Gel
inkubiert, konnte keine Bindung beobachtet werden

(Fig. 5, Spalte 3). Da die spezifischen
Wechselwirkungen der Rhinoviren mit ihren Rezeptoren
von der Anwesenheit divalenter Kationen abhdngt (12)
wurde der Blot einer Probe, die mit der auf Spur 1
aufgetragenen identisch war (Fig. 5), mit Virus in
Gegenwart von EDTA inkubiert. Unter diesen Bedingungen
konnte keine Bindung beobachtet werden (Fig. 5, Spalte
4).
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Als weiterer Test wurde die Inkubation der
Nitrocellulosemembran mit auf 56°C erhitztem HRV2
durchgefiihrt. Diese Behandlung fiihrt zu strukturellen
,VEréhderungen des viralen Kapsids, die eine Bindung des
Virus an der HeLa Zelloberfliche unméglich macht (23).
Wie in Fig. 5, Spalte 5 zu sehen, tritt unter diesen
Bedingungen keine Bindung ein.
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Sensitivitidt des kleinen Rhinovirengruppenrezeptors

Vorbehandlung des solubilisierten
kleinen Gruppenrezeptors

keine

10
50
10
10
10
10

ug
mU

mM Dithiothreitol

mM

mM Natriumperiodat

mM

Vofbenandlung
Trypsin
Neuraminidase

Jodacetamid

EpTA?

Bindungsassay
(% Bind.-akt.

100
6
170
15
80
70
5

Alle Vorinkubationen wurden bei 37°C fiir 30 min

durchgefihrt.

Beachte:

(a) keine Vorbehandlung, stattdessen- wurde

die Inkubation mit markiertem HRV2 in
Gegenwart von 10 mM EDTA durchgefiihrt.



WO 88/08032 PCT/EP88/00312

32

Tabelle IT

Kompetition verschiedener Rhinovirus-Serotypen fiir den
kleinen Gruppenrezeptor.

Kompetition des radioaktiv Bindungsassay
 markierten HRV2 mit : , : (% Bind.-akt.)

nichts : 100

HRV2 ' ' 13

HRV89 ' 95

Kompetition des radioaktiv
markiertem HRV49 mit:

nichts 100

HRV2 15
HRV89 ‘ 90

Die Filter wurden wie beschrieben mit einem 20-fachem
UberschuB mit nicht-markiertem Virus inkubiert.

Y
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Patentanspriiche

Rezeptor mit Bindungsaktivitdt fiir Rhinoviren der

kleinen Rezeptorgruppe in im wesentlichen reiner

- Form.

Rezeptor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,

daB das Molekulargewicht, ermittelt durch

Gelpermeationschromatographie, etwa 450 kD betrigt.

Rezeptor nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, daB die Sedimentationskonstante,
ermittelt durch Zuckergradientenzentrifugation in
Gegenwart von Detergentien, etwa 28,4 S entspricht.

Rezeptor nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch

gekennzeichnet, daB er von Lens culinaris Lectin
gebunden wird.

Rezeptor nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, daB er von Heparin-Sepharose nicht
gebunden wird.

Rezeptor nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, daB er irreversibel an einen
Anionenaustauscher bindet.

Rezeptor nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch
gekennzeichnet, daB seine Bindungsaktivitit

unempfindlich gegeniiber Neuraminidase ist.

Rezeptor nach einem der -Anspriiche 1 bis 7, dadurch
gekennzeichnet, daB er aus Untereinheiten besteht,
die durch intermolekulare Disulfidbriicken

assoziiert sind.

‘ay
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Rezeptor nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, daB er in Gegenwart von EDTA keine

Bindung zu Rhinoviren aufweist.

Rezeptor nach einem der Anspriiche 1 bis 9, dadurch
gekennzeichnet, daB Iodacetamid die
Bindungsaktivitit zu Rhinoviren nur wenig
beeinfluft.

Rezeptoruntereinheit, dadurch gekennzeichnet, dasB
sie durch vollstdndige Reduktion aus dem Rezeptor
nach einem der Anspriiche 1 bis 10 herstellbar ist.

Rezeptor, dadurch gekennzeichnet, daB er aus ‘
mindestens zwei der Rezeptoruntereinheiten gemas

Anspruch 11 besteht und nicht der natiirliche

Rezeptor ist.

Rezeptor, herstellbar durch gezielte Reduktion des
Rezeptors gem3B einem der Anspriiche 1 bis 10.

Rezeptor, -herstellbar aus einem'Rezeptor gemas
einem der Anspriiche 1 bis 10 durch gezielte
Behandlung mit Enzymen und/oder Chemikalien, die
nicht in einem der vorhergehenden Anspriiche bereits

genannt sind.

Rezeptor, herstellbar durch gezielte Oxidation von
mindestens zwei der Rezeptoruntereinheiten nach

Anspruch 11.
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Verfahren zur Herstellung von Rezeptoren mit
Bindungsaktivitdt fiir Rhinoviren der kleinen
Rezeptorgruppe, dadurch gekennzeichnet, daB

a. Membranen aus Zellen, vorzugsweise HelLa-Zellen
isoliert und gereinigt werden,

b. die Rezeptoren in den Membranen mit
Detergentien, vorzugsweise Triton-X100, CHAPS,
Zwittergent, Octylglucosid oder DOC, besonders
bevorzugt Octylglucosid solubilisiert werden,

c. die unléslichen Bestandteile entfernt werden und

d. die Rezeptoren durch Chromatographie,

| vorzugsweise an einer Concanavalin-A-,
Ricin-Sepharose- oder Lens culinaris
Lectinsdule gereinigt werden.

Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet,
daB die Rezeptoren nach Behandlung mit
Neuraminidase iiber eine Anionenaustauschersiule,
vorzugsweise iiber eine Mono Q-S3ule
chromatographiert werden.

Verfahren nach einem. der Anspriiche 16 oder 17,
dadurch gekennzeichnet, daB8 anschlieBend an die
1. chromatographische Reinigung eine

2. chromatographische Reinigqung an einer Superose
Sdule durchgefiihrt wird.
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19. Verfahren zur Hersteliung der Rezeptor-

20.

21.

untereinheiten nach Anspruch 11, dadurch
gekennzeichnet, daB der Rezeptor nach einem der

Anspriiche 1 bis 10 gezielt reduziert wird.

Verfahren zur Herstellung des Rezeptors nach
Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens

zwei der Rezeptoruntereinheiten nach Anspruch 11

gezielt oxidiert werden.

Verwendung der Rezeptoren nach einem der Anspriiche

1 bis 15
-zum qualitativen und/oder quantitativen Nachweis
von Rhinoviren, wobei die Rezeptoren vorzugsweise

an einem festen Tridger gebunden sein kdnnen;

-zur analytischen Charakterisierung oder Reinigung

von Rhinoviren;
-zur Diagnostik und/oder therapeutischen Behandlung:

-zur Herstellung von polyclonalen und/oder
monoclonalen Antikérper;

-zur therapeutischen und/oder prophylaktischen
Behandlung des menschlichen oder tierischen Kérpers

oder

-zur Herstellung pharmazeutischer Prédparate.
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Mittel zur therapeutischen Beyandlung, dadurch
gekénnzeichnet, daB-es neben pharmazeutisch inerten
Hilfs- und/oder Tridgerstoffen eine wirksame Menge
eines Rezeptors'nach einem der Anspriiche 1 bis 15
enthilt. ' )

Hybrid-Zellinie, dadurch gekennzeichnet, daB sie
monoklonale Antikdrper gegen einen der Rezeptoren

nach einem der Anspriiche 1 bis 15 sezerniert.

Monoklonale Antikdrper, dadurch gekennzeichnet, dasB

sie spezifisch die Rezeptoren nach einem der

Anspriiche 1 bis 15 ganz oder teilweise
neutralisieren oder spezifisch an einen der
besagten Rezeptoren binden.

Polyklonale Antikdrper, dadurch gekennzeichnet, das
sie die Rezeptoren nach einem der Anmspriiche 1 bis

15 ganz oder teilweise neutralisieren oder an einen
der besagten Rezeptoren binden.

Verwendung der polyklonalen und/oder monoklonalen

‘Antikérper nach Anspruch 24 oder 25 zur

qualitativen und/oder quantitativen Bestimmung
eines der Rezeptoren'naCh einem der Anspriiche 1 bis
15 oder zur Reinigung eines der Rezeptoren nach
einem der Anspriiche 1 bis 15.

Test Kit zur Bestimmung von Rhinoviren, dadurch
gekennzeichnet, daB er Rezeptoren nach einem der
Anspriiche 1 bis 15 enthdlt.

¥
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28. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen
Antikérpern nach Anspruch 24, dadurch
gekennzeichnet, daB Wirtstiere mit einem der
Rezeptoren nach einem der Anspriiche 1 bis 15
immunisiert, B-Lymphozyten dieser Wirtstiere mit
Myelomzellen fusioniert, die die monoklonalen
Antikoérper ausscheidenden Hybrid-Zellinien

subkloniert und in vitro oder in vivo kultiviert

werden.
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