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MONOCLONAL ANTIBODIES TO THE HUMAN
LDL RECEPTOR, THEIR PRODUCTION AND USE

FIELD OF THE INVENTION

The present invention relates to monoclonal antibodies which
specifically recognise the human receptor for low-density lipoproteins (LDLR).
These antibodies are useful e.g. for the identification and purification of human
soluble LDLR (hsLDLR) in production processes as well as in the identification
and treatment of diseases such as, hepatitis C infection (HCV).

BACKGROUND OF THE INVENTION

Cholesterol, a component of all eukaryotic plasma membranes, is
essential for the growth and viability of cells in hig'her organisms. However, high
serum levels of cholesterol cause disease and death by contributing to the
formation of atherosclerotic plaques in arteries throughout the body. The major
site of cholesterol synthesis in mammals is the liver. Appreciable amounts of
cholesterol are also formed by the intestine. The rate of cholesterol formation by
these organs is highly responsive to the amount of cholesterol absorbed from
dietary sources. Cells outside of the liver and intestine acquire cholesterol from
the plasma rather than by synthesising it de novo. Cholesterol and other lipids are
transported in body fluids by lipoproteins, which are classified according to
increasing density. A lipoprotein is a particle consisting of a core of hydrophobic
lipids surrounded by a shell of polar lipids and apoproteins. These lipoproteins
have two roles: they solubilize highly hydrophobic lipids and they contain signals
that regulate the movement of particular lipids in and out of specific target cells
and tissues. Cholesterol is transported in body fluids by low-density lipoproteins
(LDL) which binds to a specific receptor on the plasma membrane of non hepatic
cells. The receptor-LDL complex is then internalised into the cells by a transport
mechanism known as receptor mediated endocytosis (Goldstein et al. 1979). The

low density lipoprotein (LDL) receptor is the prototype of a family of structurally

/_5
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related cell surface receptors that mediate endocytosis of multiple ligands in

mammalian cells.

The LDL receptor consists of 822 amino acid residues and exhibits a
molecular weight of 164000. It is composed of several domains some of which
share sequence homology with other proteins. Its NHa-terminal ligand-binding
domain consists of 292 residues, arranged in 7 cysteine-rich imperfect repeats.
Each repeat contains six cysteine residues which are disulphide bonded in the
pattern one to three, two to five, and four to six. (Bieri et al. 1993). This domain
is followed by four additional domains: the first consists of 400 amino acid
residues and is homologous to the EGF receptor, the second consists of 58 amino
acid residues rich in O-linked sugars, the third is a single trans-membrane domain
of 22 amino acid residues and the fourth is a cytoplasmic domain of 50 amino

acid residues (Sudhof et al. 1985), (Brown et al. 1986).

The physiologic importance of the LDL receptor was revealed by Brown
and Goldstein’s studies on familial hypercholesterolemia (FH). The disease was
found to be due to a molecular genetic defect resulting in the absence or
deficiency of functional receptors for LDL (Brown et al. 1976). Several classes of
FH mutations have been characterised. (Goldstein et al. 1975).

A soluble form of the SLDLR exhibiting antiviral activity was identified
and isolated from the culture supernatant of interferon-induced cells (Fischer et al.
1993) and in body fluids (Fischer et al. 1994), Several interferon-induced proteins
have been identified that are instrumental in the induction of the antiviral state by
IFNs. One such protein exhibiting antiviral activity was produced and
accumulated in the culture supernatant of human amnion WISH cells. This protein
was purified to homogeneity and identified as the sSLDLR (see EP 0 553 667 and
Fischer et al. 1993). The sLDLR was found to be secreted into the medium by
mammalian cells that enter an antiviral state in response to interferon. In contrast
to interferon, SLDLR does not induce an antiviral state in the cells but is antiviral
by itself. It was found that sSLDLR apparently has to be present throughout the
process of viral replication maturation and budding suggesting it might be
involved in a complex process that leads to the inhibition of virus assembly or

budding (unpublished data). Endocytosis of the hepatitis C virus has been
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recently shown to be mediated by LDL—receptors on cuhtured cells (Agnello et al.
1999). These and other findings suggest that the family of LDL receptors may
serve as viral receptors. Therefore, antibodies rised against the SLDLR receptor
may block the entry and budding of viral particles by binding to the cellular LDL

receptor.

The only available monoclonal antibody to LDLR known so far is C7, an
antibody to bovine LDLR (Beisiegel et al. 1981, commercially available from
Amersham, UK) which was prepared by immunization of mice with the bovine
adrenal cortex LDLR purified to homogeneity. Membranes from the bovine
adrenal cortex were solubilized and the receptor was partially purified by elution
from a DEAE-cellulose column (Beisiegel et al. 1981). The antibody to the
bovine LDLR only weakly cross-reacts with human LDLR.

In fact, the C7 Mab to bovine LDLR was found to have significant

disadvantages when used for detection and quantitation of recombinant human

LDLR:

It has very low affinity to the human LDLR
It significantly cross reacts with cell culture derived impurities

Specific antibodies to human LDLR were not previously available. This
appears surprising since it is very common to raise antibodies against novel
proteins, be it for purification, identification or for assay development purposes.
It is possible that such antibodies have not been generated so far, since a
condition for generating monoclonal antibodies is the availability of sufficiently
large amounts of highly purified antigen which allow efficient immunization of
mice. A highly purified antigen is one which appears as a single major peak in
RP-HPLC. Furthermore methods for identification and quantitation of the antigen
during purification processes were not easy to establish. In accordance with the
invention, the antiviral activity assay described herein was employed for the

identification of LDLR during purification processes.

There exists a need to generate specific Mabs to human soluble LDLR to

provide the means for developing an efficient immunoassay (ELISA) and for the
identification of the protein in Western blot. These antibodies are required for the
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monitoring and quantitation of the recombinant human soluble LDLR during
development of the production and purification: processes of the recombinant

protein and for detection of the natural protein.

SUMMARY OF THE INVENTION

LV ]

The, present invention allows the generation of hybridoma ceils lines
producing monoclonal antibodies capable of specifically recognising and

binding the human LDL receptor and fragments thereof.

More specifically the present invention allows the generation of
10 hybridoma cells lines producing monoclonal antibodies capable of specifically
recognising and binding the human soluble LDL receptor.

Thus the present invention relates to a monoclonal antibody, chimeric
antibody, humanized antibody, anti-anti-Id antibody or fragment thereof which
specifically recognises and binds the human LDL receptor and fragments

15  thereof, except monoclonal antibody C7.
The present invention provides such monoclonal antibodies that recognise

and bind the human soluble LDLR and meet the following needs:

1. Mabs that can be used as a pair in an ELISA, e.g. a sandwich ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) for detection of human soluble
20 LDLR.
2. Mabs that can be used for identification of the LDLR in Western Blot
analysis.
3. Mabs that can be used to neutralise the antiviral biological activity of the
human soluble LDLR.

25 4. Mabs that can be used to inhibit virus infection, such as HCV.

The present invention further provides a method for the detection and/or

the quantitation of human LDLR which comprises the use of the specific
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monoclonal antibodies according to the invention in a known manner for that
purpose.

The present invention also provides cloned hybridoma comprising a spleen
cell from a mammal immunized with recombinant human LDLR and a homogenic

or heterogenic lymphoid cell.

A monoclonal antibody according to the invention is prepared in a
conventional manner, e.g. by growing a cloned hybridoma comprising a splesn
cell from a mammal immunized with hsLDL and a homogenic or heterogenic
lymphoid cell in liquid medium or mammalian abdomen to allow the hybridoma

to produce and accumulate the monoclonal antibody.

The invention, in yet another aspect, provides & method for purifying the
human LDLR which comprises contacting a material containing crude LDLR with
a monoclonal antibody according to the invention. A column with adsorbed
LDLR specific monoclonal antibody may be used as an affinity purification step,

in the purification process of the recombinant protein.

A method for detecting and measuring recombinant human LDLR which
comprises using as antibody the monoclonal antibodies of the present invention in

an ELISA assay as described in example 5.

As the LDLR or fragment of a LDLR for immunizing animals any LDLR
can be used as long as it is the LDLR of a warm-blooded mammal. A mutein of
LDLR can be also used. A representative example of such a mammalian human
soluble LDLR is the soluble LDLR +291 form which includes the amino acid
sequence beginning at amino acid Asp at position +4 and ending with amino acid
Glu at position +291 of the sequence of the human LDLR, any other form may be

used as well, such as the +292 form etc.

BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES

Figure 1 shows a flow chart depicting the development of monoclonal

antibodies to r-hsLDLR.
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Figure 2 shows a Western blot a;lalysis of the +291 form of r-hsLDLR in
lane 1. the urinary hsLDLR in lane 2 and recombinant human p35 TNF recepior
as a negative control (r-hTBP-1) in lane 3. with the monoclonal antibodies
indicated beneath each strip. The arrows to the left of the figure indicate the
position of the molecular weight markers and the arrows to the right of the figure

point to the position of the hsLDLR form indicated above each arrow.

Figure 3 shows the effects of Mabs 12.6, 28 and 29.8 on the production
of HCV(+) and (-) strands in culture FT167. Cells were treated 30 minutes
before infection with MAb anti-LDLR (8 or 2 pug/ml). Then, cells were infected
overnight with 25 ul of HCV(+) serum (N° 42;1b). The day after Infection, three
washes were performed and new medium was added and changed every 48
hours. Five days after infection, the hepatocytes were harvested, RNA was
purified and 1 pg cellular RNA was analyzed by rTth RT-PCR (Perkin Elmer).

Assays were performed in duplicate.

+ SP : positive-strand RNA assay; - SP : negative-strand RNA assay; X : blank.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

Monoclonal antibodies (Mabs) to human soluble LDLR (hsLDLR) were
generated, Using these monoclonal antibodies, an ELISA and a Western blotting
procedure for the identification of hsLDLR and a neutralising assay to the

antiviral activity of hsLDLR were developed.

The Mabs were generated in mice, immunized with the recombinant
+291 form of hsLDLR, which consists of the N-terminal ligand binding domain
of the human soluble LDLR, from Asp +4 to Glu +291. The recombinant +291
form of hsLDLR, was produced in CHO cells and purified to homogeneity.

The immunized mice produced significant titres of specific antibodies.
After screening of hybridomas, five clones (numbers 12, 28, 29, 30 and 50) were
identified as the highest antibody producers. These clones were selected for
further subcloning. After subcloning, 29 subclones which had high antibody
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productivity were isolated and ampoules from the parent clones and from the

subclones were frozen.

A pair of monoclonal antibodies was chosen for the ELISA to the r-
hsLDLR. Mab 28 was selected as the coating antibodyv. and Mab 29.8, iabelled
with biotin, was chosen as the second antibody. Mabs [2.6 and 29.8 were found
to be suitable for the identification of the native and recombinant hsLDLR in
Western blot analysis and Mabs 28 and 30 were found to be suitable for the
identification of the recombinant hsLDLR in Western blot analysis. Mabs 2.6
and 50.30 were found to be suitable for inhibiting the antiviral activity of

hsLDLR.

It was also found in accordance with the invention that Mabs 12.6, 28 and
29.8 inhibit replication of the viral genome of hepatitis C virus (HCV) in human
hepatocytes primary cultures. Thus, these antibodies may be used for the

treatment of hepatitis C infection (Figure 3).

The subclass isotype of the Mab produced by the clones was determined.
Clones 12.6, 28, 29.8 and 30 were identified as [gG, whereas clone 50.30 was

found 1o be IgM.

The Mabs, developed against the +291 form of the hsLDLR recognised
also other forms of the hsLDLR, i.e. the +292 form and the +331 form of the r-
hsLDLR produced in recombinant CHO cells, in ELISA and in Western blot
analysis. The +292 form comprises the N-terminus part of the receptor from
amino acid residue Asp +4 to Cys +292 and the +331 form comprises the N-
terminus part of the receptor from amino acid residue Asp +4 to Cys +331. .

The antigen used to immunize mice for
generating monoclonal antibodies was the r-hsLDLR +291 form, which was
produced in CHO cells. Production of the r-hsLDLR was performed in
bioreactors, using the stationary phase Fibracel matrix system. The r-hsLDLR

was purified to homogeneity and used for immunizing mice.

Immune spleen cells from the best mouse responder were used for fusion

and generation of hybridomas.
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As regards the antibodies r;emioncd herein throughout, the term
"monoclonal antibody” is meant to include monoclonal antibodies, chimeric
antibodies, fully humanized antibodies, antibodies to anti-idiotypic antibodies
(anti-anti-Id antibody) that can be labeled in soluble or bound form, as well as
fragments thereof provided by any known technique. such as, but not limited to
enzymatic cleavage. peptide synthesis or recombinant techniques.

A monoclonal antibody contains a substantially homogeneous population
of antibodies specific to antigens, which populations contains substantially
similar epitope binding sites. Mabs may be obtained by methods known to those
skilled in the art. See, for example Kohler and Milstein, Nature, 256:495-497
(1975); U.S. Patent No. 4,376,110; Ausubel et al., eds., Harlow and Lane
ANTIBODIES : A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor Laboratory
(1988); and Colligan et al., eds., Current Protocols in Immunology, Greene
Publishing Assoc. and Wiley Interscience N.Y., (1992-1996), the contents of
which references are incorporated entirely herein by reference. Such antibodies
may be of any immunoglobulin class including IgG, IgM, IgE, IgA, GILD and
any subclass thereof. A hybridoma producing a mAb of the present invention
may be cultivated in vitro, in situ or in vivo. Production of high titers of Mabs in
vivo or in situ makes this the presently preferred method of production.

Chimeric antibodies are molecules of which different portions are derived
from different animal species, such as those having the variable region derived
from a murine Mab and a human immunoglobulin constant region. Chimeric
antibodies are primarily used to reduce immunogenicity in application and to
increase yields in production, for example, where murine Mabs have higher
yields from hybridomas but higher immunogenicity in humans, such that
human/murine chimeric Mabs are used. Chimeric antibodies and methods for
their production are known in the art (Cabilly et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA
81:3273-3277 (1984); Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6853
(1984); Boulianne et al., Nature 312:643-646 (1984); Cabilly et al., European
Patent Application 125023 (published November 14, 1984); Neuberger et al.,
Nature 314:268-270 (1985);, Taniguchi et al., European Patent Application
171496 (published February 19, 1985); Mormrison et al.,, European Patent
Application 173494 (published March 5, 1986); Neuberger et al., PCT
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Application WO 8601333. (published_March 13. 1986). Kudo et al.. European
Patent Application 184187 (published June 11, 1986); Sahagan et al., J. Immunol.
157:1066-1074 (1986); Robinson et al., Internarional Patent Application No.
WO08702671 (published May 7, 1987); Liu et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA
84:34539-3443 (1987); Sun et al., Proc. Natl. Acad. Sci US4 84:214-218 (1987);
Better et al., Science 240:1041-1043 (1988); Riechmann et al., NVarure 352:323-
327. and Harlow and Lane, ANTIBODIES: A LABORATORY MANUAL,
supra. These references are entirely incorporated herein by reference.

“Fully humanized antibodies™ are molecules containing both the variable
and constant region of the human immunoglobulin. Fully humanized antibodies
can be potentially used for therapeutic use, where repeated treatments are
required for chronic and relapsing diseases such as autoimmune diseases. One
method for the preparation of fully human antibodies consist of “humanization *
of the mouse humoral immune system, i.e. production of mouse strains able to
produce human Ig (Xenomice), by the introduction of human immunoglobulin
(Ig) loci into mice in which the endogenous Ig genes have been inactivated. The
Ig loci are exceedingly complex in terms of both their physical structure and the
gene rearrangement and expression processes required to ultimately produce a
broad immune response. Antibody diversity is primarily generated by
combinatorial rearrangement between different V, D, and J genes present in the
Ig loci. These loci also contain the interspersed regulatory elements, which
control antibody expression, allelic exclusion, class switching and affinity
maturation. Introduction of unrearranged human Ig transgenes into mice has
demonstrated that the mouse recombination machinery is compatible with human
genes. Furthermore, hybridomas secreting antigen specific hu-mAbs of various
isotypes can be obtained by Xenomice immunisation with antigen.

Fully humanized antibodies and methods for their production are known
in the art (Mendez et al., Nature Genetics 15:146-156 (1997);Buggemann et al.,
Eur. J. Immunol. 21;1323-1326 (1991); Tomizuka et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 97:722-727 (2000) Patent WO 98/24893.

An anti-idiotypic (anti-Id) antibody is an antibody which recognizes
unique determinants generally associated with the antigen-binding site of an
antibody. An Id antibody can be prepared by immunizing an animal of the same
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specics and genetic type (e.g. mouse st;in) as the source of the Mab to which an
anti-ld is being prepared. The immunized animal will recognize and respond to
the idiotypic determinants of the immunizing antibody by producing an antibody
to these idiotypic determinanis (the anti-Id antibody). See, for example, U.S.
Patent No. 4,699,880, which is herein entirely incorporated by reference.

The anti-Id antibody may also be used as an "immunogen"” to induce an
immune response in yet another animal, producing a so-called anti-anti-Id
antibody. The anti-anti-ld may be epitopically identical to the original Mab,
which induced the anti-Id. Thus, by using antibodies to the idiotypic
determinants of a Mab, it is possible to identify other clones expressing
antibodies of identical specificity.

Accordingly, Mabs generated against LDLR, its isoforms, analogs,
fragments or derivatives of the present invention may be used to induce anti-Id
antibodies in suitable animals, such as BALB/c mice. Spleen cells from such
immunized mice are used to produce anti-Id hybridomas secreting anti-Id Mabs.
Further, the anti-Id Mabs can be coupled to a carrier such as keyhole limpet
hemocyanin (KLH) and used to immunize additional BALB/c mice. Sera from
these mice will contain anti-anti-Id antibodies that have the l;inding properties of
the original Mab specific for an epitope of the above LDLR protein, or analogs,
fragments and derivatives thereof.

The anti-Id Mabs thus have their own idiotypic epitopes, or "idiotopes”
structurally similar to the epitope being evaluated. The term  "monoclonal
antibody" is also meant to include both intact molecules as well as fragments
thereof, such as, for example, Fab and F(ab")2, which are capable of binding
antigen. Fab and F(ab')2 fragments lack the Fc fragment of intact antibody, clear
more rapidly from the circulation, and may have less non-specific tissue binding
than an intact antibody (Wahl et al., J. Nucl. Med. 24:316-325 (1983)).

It will be appreciated that Fab and F(ab)2 and other fragments of the
antibodies useful in the present invention may be used for the detection and
quantitation of the LDLR protein according to the methods disclosed herein for
intact antibody molecules. Such fragments are typically produced by proteolytic
cleavage, using enzymes such as papain (to produce Fab fragments) or pepsin (to

produce F(ab")2 fragments).

24
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A monoclonal antibody is said to be "capable of binding" 2 molecule if it
is capable of specifically reacting with the molecule to thereby bind the molecule
to the antibody. The term "epitope" is meant to refer to that portion of any
molecule capable of being bound by an antibody. which can also be recognized
by that antibody. Epitopes or "antigenic determinants” usually consist of
chemically active surtace groupings of molecules such as amino acids or sugar
side chains and have specific three dimensional structural characteristics as well
as specific charge characteristics.

An "antigen" is a molecule or a portion of a molecule capable of being
bound by an antibody, which antigen is additionally capable of inducing an
animal to produce antibody capable of binding to an epitope of that antigen. An
antigen may have one or more than one epitope. The specific reaction referred to
above is meant to indicate that the an.tigen will react, in a highly selective
manner, with an epitope on its corresponding antibody and not with the multitude
of other antibodies which may be evoked by other antigens.

The antibodies, including fragments of antibodies, useful in the present
invention may be used to quantitatively or qualitatively detect the LDLR proteins
in a sample or to detect presence of cells that express the LDLR proteins of the
present invention. This can be accomplished by immunofluorescence techniques
employing & fluorescently labeled antibody (see below) coupled with
fluorescence microscopy, flow cytometric, or fluorometric detection.

The antibodies (or fragments thereof) useful in the present invention may
be employed histologically, as in immunofluorescence or immunoelectron
microscopy, for in situ detection of the LDLR proteins of the present invention.
In situ detection may be accomplished by removing a histological specimen from
a patient, and providing the labeled antibody of the present invention to such a
specimen. The antibody (or fragment) is preferably provided by applying or by
overlaying the labeled antibody (or fragment) to a biological sample. Through
the use of such a procedure, it is possible to determine not only the presence of
the LDLR proteins but also its distribution on the examined tissue. Using the
present invention, those of ordinary skill will readily perceive that any of wide
variety of histological methods (such as staining procedures) can be modified in

order to achieve such in situ detection.
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Such assays for the LDLR pr;teins of the present invention typically
comprises incubating a biological sample, such as a biological fluid, a tissue
extract, freshly harvested cells such as lymphocytes or leukocytes, or cells which
have been incubated in tissue culture, in the presence of a labeled antibody
capable of identifying the LDLR proteins, and detecting the antibody by any of a
number of techniques well known in the art.

The biological sample may be coupled to a solid phase support or carrier
such as nitrocellulose, or other solid support or carrier which is capable of
immobilizing cells, cell particles or soluble proteins. The support or carrier may
then be washed with suitable buffers followed by treatment with a labeled
antibody in accordance with the present invention, as noted above. The solid
phase support or carrier may then be washed with the buffer a second time to
remove unbound antibody. The amount of bound label on said solid support or
carrier may then be detected by conventional means.

By "solid phase support”, "solid phase carrier”, "solid support”, "solid
carrier”, "support” or "carrier” is intended any support or carrier capable of
binding antigen or antibodies. Well-known supports or carriers, include glass,
polystyrene, polypropylene, polyethylene, dextran, nylon amylases, natural and
modified celluloses, polyacrylamides, gabbros and magnetite. The nature of the
carrier can be either soluble to some extent or insoluble for the purposes of the
present invention. The support material may have virtually any possible
structural configuration so long as the coupled molecule is capable of binding to
an antigen or antibody. Thus, the support or carrier configuration may be
spherical, as in a bead, cylindrical, as in the inside surface of a test tube, or the
external surface of a rod. Alternatively, the surface may be flat such as a sheet,
test strip, etc. Preferred supports or carriers include polystyrene beads. Those
skilled in the art will know may other suitable carriers for binding antibody or
antigen, or will be able to ascertain the same by use of routine experimentation.

The binding activity of a given lot of antibody, of the invention as noted
above, may be determined according to well-known methods. Those skilled in
the art will be able to determine operative and optimal assay conditions for each

determination by employing routine experimentation.
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Other such steps as washing, stirring. shaking. filtering and the like may
be added to the assays as is customary or necessary for the particular situation.

One of the ways in which an antibody in accordance with the present
invention can be labeled is by linking the same to an enzyme and used in an
enzyme immunoassay (EIA). This enzyme, in turn, when later exposed to an
appropriate substrate, will react with the substrate in such a manner as to produce
a chemical moiety which can be detected., for example, by spectrophotometric,
fluorometric or by visual means. Enzymes which can be used to detectably label
the antibody include, but are not limited to, malate dehydrogenase,
staphylococcal nuclease, delta-5-steroid isomeras, yeast alcohol dehydrogenase,
alpha-glycerophosphate dehydrogenase, triose phosphate isomerase, horseradish
peroxidase, alkaline phosphatase, asparaginase, glucose oxidase, beta-
galactosidase, ribonuclease, urease,  catalase,  glucose-6-phosphate
dehydrogenase, glucoamylase and acetylcholin-esterase. The detection can be
accomplished by colorimetric methods which employ a chromogenic substrate
for the enzyme. Detection may also be accomplished by visual comparison of the
extent of enzymatic reaction of a substrate in comparison with similarly prepared
standards.

Detection may be accomplished using any of a variety of other
immunoassays. For example, by radioactive labeling the antibodies or antibody
fragments, it is possible to detect R-PTPase through the use of a
radioimmunoassay (RIA). A good description of RIA may be found in
Laboratory Techniques and Biochemistry in Molecular Biology, by Work, T.S. et
al., North Holland Publishing Company, NY (1978) with particular reference to
the chapter entitled "An Introduction to i%adioimmune Assay and Related
Techniques" by Chard, T., incorporated by reference herein. The radioactive
isotope can be detected by such means as the use of a g counter or a scintillation
counter or by autoradiography.

It is also possible to label an antibody in accordance with the present
invention with a fluorescent compound. When the fluorescently labeled antibody
is exposed to light of the proper wavelength, its presence can be then detected

due to fluorescence. Among the most commonly used fluorescent labeling
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compounds are fluorescein isothiocyanate, rhodamine, phycoerythrine.
pyvcocyanin. allophycocyanin, o-phthaldehyde and fluorescamine.

The antibody can also be detectably labeled using fluorescence emitting
metals such as '*E. or others of the lanthanide series. These metals can be
attached to the antibody using such metal chelating groups as diethylenetriamine
pentaacetic acid (ETPA).

The antibodv can also be detectably labeled by coupling it to a
chemiluminescent compound. The presence of the chemiluminescent-tagged
antibody is then determined by detecting the presence of luminescence that arises
during the course of a chemical reaction. Examples of particularly useful
chemiluminescent labeling compounds are luminol, isoluminol, theromatic
acridinium ester, imidazole, acridinium salt and oxalate ester.

Likewise, a bioluminescent compound may be used to label the antibody
of the present invention. Bioluminescence is a type of chemiluminescence found
in biological systems in which a catalytic protein increases the efficiency of the
chemiluminescent reaction. The presence of a bioluminescent protein is
determined by detecting the presence of luminescence. Important bioluminescent
compounds for purposes of labeling are luciferin, luciferase and aequorin.

An antibody molecule of the present invention may be adapted for
utilization in an immunometric assay, also known as a "two-site" or "sandwich"
assay. In a typical immunometric assay, a quantity of unlabeled antibody (or
fragment of antibody) is bound to a solid support or carrier and a quantity of
detectably labeled soluble antibody is added to permit detection and/or
quantitation of the ternary complex formed between solid-phase antibody,
antigen, and labeled antibody.

Typical, and preferred, immunometric assays include "forward" assays in
which the antibody bound to the solid phase is first contacted with the sample
being tested to extract the antigen from the sample by formation of a binary solid
phase antibody-antigen complex. After a suitable incubation period, the solid
support or carrier is washed to remove the restdue of the fluid sample, including
unreacted antigen, if any, and then contacted with the solution containing an
unknown quantity of labeled antibody (which functions as a "reporter molecule™).

After a second incubation period to permit the labeled antibody to complex with
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the antigen bound to the solid support:r carrier through the unlabeled antibody,
the solid support or camrier is washed a second time to remove the unreacted
labeled antibody.

[n another type of "sandwich" assay, which may also be useful with the
antigens of the present invention, the so-called "simultaneous” and "reverse"
assays are used. A simultaneous assay involves a single incubation step as the
antibody bound to the solid support or carrier and labeled antibody are both
added to the sample being tested at the same time. Afier the incubation is
completed, the solid Sl:lpport or carrier is washed to remove the residue of fluid
sample and uncomplexed labeled antibody. The presence of labeled antibody
associated with the solid support or carrier is then determined, as it would be in a
conventional "forward" sandwich assay.

In the "reverse” assay, stepwise addition first of a solution of labeled
antibody to the fluid sample followed by the addition of unlabeled antibody
bound to a solid support or carrier after a suitable incubation period is utilized.
After a second incubation, the solid phase is washed in conventional fashion to
free it of the residue of the sample being tested and the solution of unreacted
labeled antibody. The determination of labeled antibody associated with a solid

support or carrier is then determined as in the "simultaneous" and "forward"

assays.

The invention will be now illustrated by the following non-limiting

examples.

EXAMPLES

Example1l Preparation of CHO r-hsLDLR

Stable recombinant CHO cells expressing human soluble LDLR were
generated by co-transfection of CHO-DUKX cells lacking the dihydrofolate
reductase (DHFR) gene (Urlaub, G. et al., 1980) with two expression vectors:
psLDLRO! containing the N-terminal ligand-binding domain of the LDLR,

g7
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beginning at amino acid residue Asp (: 4) up to Glu 291 (+291), and pDHFR,
containing the murine gene for DHFR, both controlled by the promoter and
transcription termination elements of the SV40 early region. Transfection was
performed by cationic liposomes using LipofectAmine (Gibco BRL), according
to the protocol described by the manufacturer. Seventy-two hours after
transfection cells were transferred to a selective medium lacking deoxy and
ribonucleosides and supplemented with 10% dialysed FCS. Cells expressing
DHFR activity were able to form colonies, which were isolated by lifting the cells
with trypsin-soaked paper discs The cells were grown and screened for r-hsLDLR
activity. The transfected cells were then subjected to gene amplification by MTX,

followed by subcloning and selection of the stable producer clones.

r-hsLDLR (+291 form) was produced with cells of a stable CHO producer
clone designated #33-10-29-21, in a 5 liter CelliGen bioreactor in serum free
medium {Gibco CHO-A-SFM Cat. no. 95-0091DJ). The crude harvest was
clarified by filtration through a 0.8-02 p cartridge filter (Gelman Cat. No.
CSS92DSCCK) and concentrated 100 fold over & 5-kDa membrane. The +291
form of the r-hsLDLR used for the first immunizations, was purified using a
small scale purification process. In this process a DEAE-Sepharose cation
exchange column was used, followed by a hydrophobic interaction step on a
Butyl-TSK column followed by an HTP column and a size exclusion
chromatography (SEC) step on a Sephacryl 100 column. Fraction #27 of the
SEC, was chosen, as it contained a specific antiviral activity of 780 units/ug
detected in the antiviral assay described in Example 9 below. The protein in this

fraction was identified as r-hsLDLR by N-terminal analysis.

A second batch, of CHO +291 r-hsLDLR was purified and used for boost
injections of the mice. It was purified using & refined process having an
improved yield which included the following steps: a) clarification and
concentration x100 of the crude harvest; b) 8 HQ POROS anion exchange
column, and c) two hydrophobic interaction (HIC) steps: capture on a Butyl-TSK
column and flow through a Phenyl SPW column. The unbound fraction from the
last HIC step was dialysed and purified over an HS-POROS cation exchange
column. The last step was a Hydroxyapatite (HTP) column. The r-hsLDLR

=8
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hence obtained was purified to about 90%, eluting as a single major peak in RP-

HPLC.

Example 2 Immunization of mice

10 pg of the purified r-hsLDLR of fraction #27 of the SEC column of
Example | above. at a concentration of 100 pg /ml. were homogenised with
Complete Freund's Adjuvant (CFA, 50 % v/v) and injected into the footpad of

each of five 7 week old Balb/C female mice.

Four weeks after the first tmmunization, the mice were boosted,
intramuscular with [0 pg of the same fraction of purified r-hsLDLR, in a 50 %

(v/v) solution of CFA.

Two weeks after the second injection the mice sera was tested for
antibodies to r-hsLDLR, using the direct ELISA described in Example 3

below.

The two mice M-1 and M-2, with the most significant specific
immunoreactivity with r-hsLDLR were further boosted, 10 weeks after the
second injection, with 10 pg of the purified r-hsLDLR obtained in the refined

purification process described in Example 1 above.

The mice were bled 14 weeks later and tested for antibodies to r-hsLDLR.
They were then given two additional boosts of 50 pg r-hsLDLR in PBS: the first
intraperitoneal and the second, two days later, both intraperitoneal and

intravenous.

The mice were bled two weeks after the second injection and the
antiserum was tested for anti-r-hsLDLR activity by the direct ELISA of Example
3 below. Each antiserum was serially diluted 1:100-1:32,000 and applied in
duplicates to a 96 well plate coated with 10U/well of r-hsLDLR purified using
the refined purification process described in above Example 1. Assay buffer and
DMEM +10% HS containing PBS +1% BSA or Gelatin + 0.05% Tween 20 +
0.05% Thimerosal were used as blanks in the first well of each row. Normal

Mouse Serum (NMS) was applied in the same dilution range in the last two rows

29
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as negative controls. The absorbency of the enzvmatic reaction was measured

with an ELISA reader at 492 and 405 nm.

The results of this test indicated that sera from mouse M-1 had a higher
specific immunoreactivity with r-hsLDLR and was therefore sacrificed and

spleen cells were collected for fusion with myeloma cells (Eshhar Z, 1985).

Example3 Direct ELISA for antisera testing and hybridoma

clones screening

The direct ELISA for screening for positive antisera was performed as
following: 96 wells plates were coated with 100 pl of r-hsLDLR (purified by the
refined purification process of example 1) 100 units/ml (10U/well) in PBS + 1%
Gelatine (Sigma, Cat. No. G-7765) +0.9mM Ca™ and 0.5mM Mg'?, pH 5.6,
hereinafter referred to as assay buffer, for 90 min. at 37°C with shaking. The
plates were washed six times in PBS + 0.05% Tween 20 (Polyoxyethylene-
Sorbitan Monolaurate- Sigma P-1379), hereinafter referred to as wash solution .

Anti serum samples from the immunized mice serially diluted 1:100-
1:32,000, or supernatant from hybridoma cell cultures were added to the wells
and incubated for 90 min. at 37°C, while shaking, followed by six washes in

wash solution.
100 ul of Horse Radish Peroxidase (HRP)-APA conjugated goat antibody
to mouse Fab (Sigma- Cat. NO. 4601-1) diluted 1:1,200 were added to the wells

and incubated for 90 min at 37°C, while shaking, and then washed six times with
wash solution.

100 pul of substrate solution (prepared by dissolving one tablet of OPD and
one tablet of H;05 in 20 ml water) were added to the wells and incubated at RT
for 30 min. The enzymatic reaction was stopped by the addition of 100 ul /well of
4N HCI.

The absorbency in the 96 wells plates was read using an ELISA reader at
492 and 405 nm and the results were calculated using the four parametric logistic
algorithm, by the MultiCalc software of the PC computer linked to the ELISA

reader.
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Example 4 Fusion, hybridoma preparation, selection of clones

and purification of antibodies from ascitis fluids

The fusion process and hybridoma cell selection were performed
according to the protocols in Eshhar Z, 1985. Briefly. spleen cells from mouse
M-1, boosted 2-4 days before fusion, were fused with mveloma cells by a short
incubation with PEG. The PEG was first slowly diluted with DMEM and then
completely removed by centrifugation. The cells were re-suspended in DMEM-
HAT medium, distributed in 96 wells plates at a concentration of about 3.4x10™
cells/well and incubated for 10-14 days in an 8% CO; incubator at 37 °C. The
medium in all the hybridoma wells was changed to DMEM supplemented with
10% Horse Serum (HS) within 10 days. Hybridoma culture supematant samples
were screened for the presence of Mabs to r-hsLDLR by the direct ELISA
described in Example 3 above. Assay buffer and DMEM+10% HS were used as
blanks, Mab C7 (commercially available from Amersham) and M-1 mouse
antiserum were used as positive controls, while a monoclonal antibody to the
soluble p55 TNF receptor was used as a negative control. Cells from wells, in
which the presence of antibodies was detected in the culture supematant, were
transferred to 24 well plates and then to 25 cm? T-flasks. The expanded cuitures
were monitored for secretion of Mabs to r-hsLDLR. Ampoules of cells from

positive cultures were frozen and stored in liquid nitrogen.

A total of approximately 1000 cultures were screened for detecting
antibodies to r-hsLDLR. 54 cultures with the highest immuno-activity were re-
tested several times. Five cultures (12, 28, 29, 30 and 50) with the highest
activity were cloned by limiting dilution in 96 well plates. Supernatants from the

growing clones were tested several times for antibodies to r-hsLDLR, by the

direct ELISA.

Celis of positive hybridoma clones were grown in tissue culture flasks in
DMEM containing 15% horse serum and ampoules were frozen from part of the
cultures. In parallel, cells of different hybridoma clones were injected, to 2-4
mice each, to obtain ascitis fluids. Antibodies were purified from ascitis fluid
either by ammonium sulphate precipitation or on a protein G column. Briefly 7.5
ml of ascitis fluid were diluted 1:3 in 20 mM Phosphate buffer pH 7 and loaded

g/
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onto 2 5 ml Protein G column (C10/ 10_). The column was washed with 20 mM
Phosphate buffer pH 7 and the Mabs were eluted with 100 mM Glycine buffer pH
2.7. The pH of the elution fraction was adjusted to 7-7.5 with 1M Tris buffer pH

9.3.

Example 5: Screcning for pairs of Mabs to be used in ELISA and

optimisation of the ELISA parameters

The Mabs purified from the ascitis fluids as in example 4 above were used
to perform a set of experiments in a matrix format to select the best suitable pair
of Mabs to be used as first and second antibodies in the sandwich ELISA for r-
hsLDLR described in Example 6 below. Briefly, 96 well plates were coated with
ascitis fluids derived from five hybridomas (¥ 12, 28.28, 29.08, 30 and 50.05)
purified either by ammonium sulphate precipitation or on a protein G column.
The antibodies were screened using the +291 form as well as the +292 (from
amino acid residue Asp + 4 to Cys + 292) and +331 (from amino acid residue
Asp + 4 to Cys + 331) forms of r-hsLDLR produced in CHO cells, as antigens.
One ml of each of the above partially purified Mabs was labelled with biotin for a
tast screening of their suitability as second antibodies in a sandwich ELISA,
Briefly 1.5 mg of ammonium sulphate precipitation-purified Mabs were adjusted
to pH 8.5 with 30 pl of 0.5 M NaHCO;. 0.75 mg of Biotin-OSu N-
Hydroxysuccinimido-Biotin (Biotin-OSu, Sigma, Cat. # H1759, from a solution
of 5 mg in 200 pl DMSO) were added to the antibody solution and incubated for
two hours at room temperature with gentle shaking, followed by an ovemnight
incubation at 2-8°C. The reaction solution was loaded onto a Sephadex G-25M
(Pharmacia Cat. #17-0851-01) PD10 column to separate between the biotinylated
Mabs and the excess of non-reacted biotin-OSu.

The first preliminary experiments indicated that Mabs 29.08 and 30
produced the highest signal above background, when used as second antibodies in

the ELISA.

The reaction of these two clones was tested again as second antibodies
with antibodies 12, 28, 29.08 and 50 used for coating of plates. The results of
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this experiment clearly showed that Mab 28 was the antibody most suitable for
coating.

The best results, in terms of signal intensity and specificity, were obtained
with Mab 28 used for coating of the microtiter plate, and Mab 29.08, labelled

with biotin, as a second antibody. Using these Mabs good results were obtained
with all the three forms (+291. +292 and +331) of the r-hsLDLR.. With all

forms, the absorbency at 492/405nm was about 1.3 OD.

The three forms of the r-hsLDLR antigen were analysed in serial dilutions
in a concentration range of 0.9-1000 ng/ml. A dose response curve was obtained
with Mab 28 used for coating and biotinylated Mab 29.08 as a second antibody.

This combination gave a linear response at a concentration range of 1-10ng/ml

of r-hsLDLR.

The various parameters that may affect the ELISA test such as

concentration of reagents, incubation periods, selection of buffers and plates

were optimised by testing the following parameters:
a Coating of microtiter plate wells with 5-10 pg/ml of Mab28 in PBS.
0 Buffer composition:
a) PBS+ Tween 20
b) Tris+Ca™ + NaCl + Tween 20

Blocking solutions:

Ll

a) 1% Gelatine in PBS, 0.05% Tween, 0.005% Thimerosal
b) 1% BSA in PBS, 0.05% Tween, 0.005% Thimerosal

¢) 1% FBS in PBS, 0.05% Tween, 0.005% Thimerosal

d) 1% Milk in PBS, 0.05% Tween, 0.005% Thimerosal

e) [IBlock, Hy Pep and Hy Yeast

d Second Mab 29.08, labelled with biotin, at concentrations of 1:500,
1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000, 1:10,000 equivalent to a concentration range

of 10.74-0.537 pg/ml.

23
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0 Extravidin concentrations: 1:500, 1:1000, 1:2000. 1:4000, 1:8000,

[:10.000 equivalent to a concentration range of 4-0.2pg/ml.

On the basis of these experiments the final procedure for the sandwich ELISA

test described in Example 6 below was established.

Example 6 Establishment of a Sandwich ELISA for r-hsLDLR

A sandwich ELISA to the r-hsLDLR was established using Mabs 28 and
29.08. Briefly 96 wells plate were coated with [00 ul of a Protein G purified Mab
28 (5 pg/ml) overnight at 2-8°C or 3 hrs. at 37°C. The plates were then washed
five times with PBS+0.05% Tween 20. The plates were incubated with 200 ul of
blocking solution (PBS+1%BSA or Gelatin + 0.05% Tween 20 + Thimerosal
0.05% for one hr at 37°C or over night at 4°C and washed five times with
PBS+0.05% Tween 20. 100 pl of samples or of calibration curve antigen (CHO
+291 r-hsLDLR, 0.5-32 ng/ml diluted in blocking solution), were added to the
wells and incubated for 90 min at 37°C, with shaking. The plates were then

washed five times with PBS+0.05% Tween 20.

100 ul/well biotinylated Mab 29.08 (0.67 ug/ml) in blocking solution
were added, and incubated with shaking for one hour at 37°C. The plates were
washed five times with PBS+0.05% Tween 20. 100 ul of a commercial extravidin
— peroxidase conjugate, (ExtrAvidin TM-Peroxidase BioMakor, Cat.# 0645-1)
diluted 1:10,000 were added to the wells and incubated with shaking for one hour
at 37°C. The plates were then washed five times with PBS+0.05% Tween 20. 125
ul of the abovementioned substrate solution were added to each well and
incubated for about 10 minutes until the colour developed to the desired intensity.
The reaction was stopped by adding 125 pl of 4N HCL. The absorbency in the 96
wells plates was read using an ELISA reader at 492 and 405 nm wavelengths and

the results were calculated by the MultiCalc software of the PC computer linked
to the ELISA reader.
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Example 7 Monoclonal antibodies isotype

The monoclonal antibodies Ig isotype was determined using a commercial
isotyping kit (PharMingen International) according to the manufacturer’s assay
procedure. Clones 12.6, 28. 29.8 and 30 were identified as [gG, whereas clone

50.30 was found to be of the IgM class.

Example8 SDS-PAGE Woestern blot analysis
The +291 form of purified r-hsLDLR and the native LDLR purified from

human urine were analysed by western blot analysis with the monoclonal
antibodies developed to the r-hsLDLR. Briefly a [2% SDS Poly Acrylamide gel
was loaded with 100ng/lane of the CHO +291 form of r-hsLDLR, or native
urinary hsLDLR or TBP-1 crude harvest (as negative control) under reducing
conditions (40mM DTT). One lane was loaded with Low Molecular Weight
Markers (LMW). This set of samples was run five times. The proteins separated
on the gels were transferred by electroelution to nitrocellulose membranes. The
membranes were incubated in PBS containing 10% low-fat milk, 0.1% Tween 20,
for 16 hr. The membranes were cut into strips and each strip was incubated for 2
hours at room temperature with one of the five selected Mabs : 12.6, 30, 50.30,
28 or 25.08 (ascitis fluid diluted 1:4000) .

Membrane strips were washed with PBS containing 0.1% Tween 20
(3x15 min) and incubated for one hour with the second antibody — goat anti-
mouse conjugated to horseradish peroxidase-alkaline phosphatase (diluted

1:10.000, BioMakor) for 2 hours at room temperature.

The strips were washed with PBS containing 0.1% Tween 20 (3x15 min).
The positive bands were detected by enhanced chemiluminescence (ECL,

Amersham).
Monoclonal antibodies #12.6 and #29.8 recognised both the urinary as

well as the +291 form of the purified r-hsLDLR in western blot analysis (Figure
2). Mabs 28 and 30 recognised the +291 form of the purified r-hsLDLR.
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Example9 Inhibition of r-hsLl.;i-,R antiviral activity by

monoclonal antibodies

Mabs which specifically reacted with r-hsLDLR were tested for their
ability to block the antiviral activity of r-hsLDLR (+291 form) in-vitro. using a

cytopathic effect (CPE) inhibition assay in a VSV/WISH system.

WISH cells (of human amnion origin) were cultured in MEM
supplemented with 10% FBS and 4 mM glutamine in a 37°C, 5% COs incubator.
Exponentially growing cells were seeded in 96-well tissue culture plates, at a
density of 40,000 cells/well twenty-four hours before initiation of the assay.
Samples to be tested and the standard were diluted and dispensed into the cells’
containing wells. VSV was immediately added to the wells, at a multiplicity of
Infection (MOI) of 0.5 pfu/cell. The plates were incubated 16-18 hours at 37°C
and were then washed with ethanol. The monolayer of surviving cells was
viewed by Gram Crystal Violet stain. Quantitation of the cytopathic effect
relative to the standard was performed by plotting the colour density versus

standard concentration.

For analysing the neutralising effect of the antibodies, r-hsLDLR was pre-
incubated for 30 min. at 37°C, with increasing concentrations of ascitis fluid of
the Mab tested. These solutions were then added to cultures of WISH cells in 96
microtiter plates, followed by the addition of vesicular stomatitis virus (VSV).
After 18 hours incubation, the VSV mediated cell lysis was determined by
staining of the remaining cells with crystal violet. Semi-quantitation of the
cytopathic effect relative to the standard was performed by plotting the colour
intensity (determined by an ELISA reader) versus standard concentration.

The effect of the Mabs was tested with increasing concentrations of r-
hsLDLR. As shown in Table 1 two Mabs (12.6 and 50.30) were found to display
neutralising activity.

In the experiment shown in Table 1, the inhibitory effect of the two Mabs

was tested at a 1:40 dilution of the ascitis fluids. At this dilution, Mab 12.6
displayed somewhat higher activity than to Mab 50.30. This may result from the
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properties of the Mabs, as well as from differences in their concentration in the
ascitis fluid.

The inhibitory effect of the Mabs could be overcome by increasing r-
hsLDLR relative to Mabs concentration. In fact at r-hsLDLR concentrations of
62.5 U/ml. neither Mab had any effect on r-hsLDLR activity at the antibody

concentration analysed.

Table 1: Inhibition of r-hsLDLR antiviral activity by clones 12.6 and 50.30%.

LDLR Concentration
(U/ml)
VSV
SV/Mab 0 2.5 12.5 62.5
VSV 1.5 12 1.6 1.5
VSV 0.25) | T0.7) 1.7
VSV +Clone 50.30 6(04) 0.88 (1.35) .62
+ VSV +Clone 12.6 5(0.5) 0.77 7(0.7) 1.67

® Inhibition of r-hsLDLR antiviral activity against VSV mediated cell lysis of WISH cells.
The inhibitory effect of the Mabs was determined at a 1:40 dilution of the ascitis fluid. The
number of viable cells is represented in the table in OD values. Numbers in breckets
represent a repetition performed at the 0 and 12.5 U/m! LDLR concentrations.

Inhibition of the antiviral activity of r-hsLDLR was determined using
increasing concentrations of Mabs 12.6 and 50.30. Mab 12.6, inhibited the
antiviral activity of r-hsLDLR, by ~60% at a 1:40 dilution (of the ascitis fluid)
and by ~35% at a 1:20,500 dilution. Clone 50.30 inhibited r-hsLDLR activity by
~45% at the 1:40 dilution and by ~15% at 1:20,500 dilution.

The dose response curve, obtained with both iabs, and the observation
that their inhibitory effect was impaired by excess r-hsLDLR, suggest that the
Mabs exert their effect by binding to r-hsLDLR.

37
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Example 10 Inhibition of HCV :eplication by monoclonal

antibodies

Mabs specific for r-hsLDLR were tested for their ability to inhibit HCV
replication in human hepatocytes in primary culture. FT167 cell culture was
derived from a 57 year old male patient requiring lobectomy resection for
medical purposes (metastasis of a colon tumor, right lobe).

Primary cultures of human hepatocytes were prepared by the two steps
collagenase perfusion method ( Maurel P. Adv.Drug Del.Rev. 22:105-132 (1996),
Pichard L. et al. Mol. Pharmacol. 41:1047-1055(1992), Ferrini JB. Et al. Chem-
Biol Interactions 107:31-45 (1997)). The viability of the cells before plating was
determined using trypan blue exclusion test. Four million cells in 3ml of culture
medium were placed into 60-mm plastic dishes precoated with collagen The
long-term serum-free culture medium consisted of Williams'E, supplemented as
published (Lanford R. et al. In Vitro Cell Dev. Biol.25:174-182 (1989)). This
medium was subsequently renewed every 48 hours. Cultures were maintained at
37°C in a humid atmosphere of air and 5% carbon dioxide. Under these culture
conditions, human hepatocytes retain their differentiated phenotype for at least 35
days (Ferrini JB. Et al. Chem-Biol Interactions 107:31-45 (1997)) and are
sensitive to HCV Infection and permissive to the viral genome replication
(Fournier C. et al. J, Gen Virol. 79:2367-2374 (1998)).

HCV-positive serum sample: A bank of human sera from patients tested
anti-HCV antibody-positive by the EIA HCV 3.0 and Chiron RIBA HCV 3.0 SIA
has been established. None of these patients was co-Infected with HBV or HIV.
In each serum sample HCV RNA was quantitated by the Roche monitor and
genotyped by a line probe assay (Inno-Lipa HCV II, Innogenetics). Serum
samples were stored at -80°C, in small aliquots in order to avoid freezing-thawing
cycles. In these experiments the sample S42 (genotype 1b; viral load: 410 000
copies/ml) was used. :

For infection and subsequent treatments, hepatocyte cultures were
transferred under sterile conditions to a P3-laboratory (high confinement for
human-IFNectious micro-organisms). Three days after plating, when the cells had
recovered from the traumatism of isolation, in vitro infection of hepatocytes was

performed by an overnight incubation with 25uL of HCV-positive serum sample



10

27

(S42) in 3mL of medium. After infection, cells were washed three times with
3mL of fresh medium and the culture was continued under normal conditions in
the long-term culture medium.

Cells were treated with 3 different Mabs against r-hsLDLR, Mabl2.6,
Mab28 and Mab29.8. Thirty minutes before infection, cells were exposed to 2 or
8ug/ml of the different Mabs. Then cells were infected as described above.

Control cultures were infected under similar conditions but in the absence
of antiviral treatment. In parallel experiments, the same cultures were treated with
5000 U/mL [FNa, under similar conditions for comparison (IFNa strongly
inhibits HCV replication in the cells ref). All treatments were carried out in
duplicate.

At day 5 post-Infection, the medium was removed and the cultures
washed 3 times with cold phosphate-buffered saline. RNA was purified from 4 x
106 hepatocytes using a guanidinium isothiocyanate-acid phenol extraction
procedure (Chomczynski PN. And Sacchi N. Analyt. Biochem. 162:156-159
(1987)). The precipitated RNA was dissolved in 50 pL of diethylpyrocarbonate
(DEPC)-treated water and quantified. One ug of cellular RNA was analyzed in
the strand-specific rTth RT-PCR assay.

To avoid possible contamination, the strand-specific RT-PCR assay was
carried out sequentially using three different rooms: a pre-PCR room, a PCR
room and a post-PCR room. RNA dissolved in 10 pl of DEPC-treated water was
covered with mineral oil and heated at 95°C for 1 min. The temperature was
lowered to 70°C and 10 pl of preheated cDNA reaction mixture was added. The
temperature was then dropped to 60°C for 2 min for annealing and the ¢cDNA
reaction was performed for 20 min at 70°C using the rTth DNA polymerase

(Perkin-Elmer). The temperature was maintained at 70°C while 40 pl of

prewarmed buffer containing EGTA as chelator of Mn2* was added to suppress
the rTth RT activity. Reaction tubes were held at 70°C while 40 pl of prewarmed
PCR mixture was added. The PCR conditions, performed on Gene Amp ® PCR-
System 9600 (Perkin-Elmer), consisted of an initial cycle at 94°C for 1 min, 50
cycles at 94°C for 15 sec, 58°C for 30 sec, 72°C for 30 sec and a final extension
step at 72 °C for 7 min. For positive strand HCV RNA assay, the nucleotide
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sequence of the revers-_e primer P3 is: 5'-
TGG/ATGCACGGTCTACGAGACCTC-3'. (nt 342-320) and that of the forward
primer P4 is: 5'- CACTCCCCTGTGAGGAACT-3". (nt: 38-56), (Laskus T. et al.
J. Gen. Virol. 78:2747-2750 (1997) ). The same primers were used in reverse
order to detect the negative strand. One-tenth of the amplified product was
analyzed by gel electrophoresis on agarose (2%), followed by coloration with
BET and photography under UV light. In all series of experiments, dilutions of
synthetic HCV RNA (+) and (-) strands were made and 1pg of total liver RNA
was added to mimic the conditions for analysis of cultured hepatocytes. These
mixtures were used as positive controls for RT-PCR assay and analysis.

Figure 3 shows that the production of the HCV negative strand, in the
precence of the Mabs againt LDLr, was fully inhibited in culture FT167.
Therefore the replication of the viral gehome was strongly inhibited. The results

were consistent with the view that the LDLR might be a receptor for HCV.

Example 11 Production of chimeric antibodies to LDLR
mRNA is purifted from a hybridoma line producing mAb specific for

LDLR.

Specific cDNA is synthesized with olygonucleotides complementary to
the 5' end of the exon CHI from the heavy chain variable domain (oligo 1) and
from the 5' of the Cxhexon of the light chain variable domain (oligo 2) using the
purified mRNA as the template.

Two c¢cDNAs are obtained one of which encode the variable region
(specific for LDLR) of the heavy chain, and the other the variable region (specific
for the LDLR) of the light chain. The cDNAS are cloned and sequenced.

For the construction of the chimeric heavy chain, the variable region of a
cloned human Ig heavy chain gene is exchanged ( using genetic manipulations)
for the cloned DNA encoding the mouse variable domain (specific for LDLR) of
the heavy chain. The genetic manipulations include excition of the variable
region from the human Ig, using specific restriction enzymes and ligation of the

mouse variable region. The same procedure is performed to obtain the chimeric

light chain.
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Two mammalian expression pla:mids are constructed, one including the
chimeric heavy chain gene and the other including the chimeric light chain gene.
Both vectors are used to cotransfect the hybridoma cell line (SP6).
The production of LDLR specific Ig is tested by ELISA or western blots
using culture soup of transtectant cells as secondary antibody. The aftinity of the

chimeric antibody to its ligand is monitored by Biacore.

Example 12 Preparation of transgenic mice that are engineered to contain
human immunoglobulin gene loci (xenomice) and preparation of human
mADb against hRLDLR.

Xenomice preparation is described in WO 98/24893 and Mendez M,J. et
al Nature genetics 15:146-56(1997).

Human-yeast artificial chromosome (YAC) libraries are screened for
YACs containing the human heavy chain variable region (about 1000 kb) (YAC
cloning method is the method of choice when inserts sizes bigger of 100 kb are
required).

The YACs are characterized by Southern blot analysis and by Pulse Field
Electrophoresis (PFGE). The YACs should include the Cu C85, Dh and Vh
regions in germ line configuration.

Through utilization of the overlapping sequences contained in the YACs,
the YACs are recombined in yeast by stepwise recombination strategy. Prior to
recombination the 3' end YAC (with the V region) is ligated to HPRT selectable
marker. The structure of recombined YAC is confirmed by PFGE and Southern
blot analysis (presence of the human heavy chain locus from C region to Vh
region in germline configuration).

The YAC acentric arm is targeted with a vector bearing the complete y2
constant region, mouse enhancer, neomycin resistance gene, to yield the final
heavy chain containing the whole variable region i.e. 82 Vh genes, 6 Jh genes and
3 different constant regions Cu CH Cy with their corresponding regulatory
sequences. This YAC is designated yH2. This construct is used for the production
of the Xenomouse.

A similar strategy to the one used above is utilized for the reconstruction

of the kappa loci, only that: neomycin selection marker is ligated to the
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reconstructed YAC containing the wl;Ie kappa loci. This YAC is designated
yK2.

YACs containing the yH2 are introduced into ES cell via fusion of YAC
containing yeast spheroplast with HPRT deficient E14.TG3B mouse ES cells.
HPRT positive cells are selected. Positive clones are propagated and analyzed by
Southern blots and by CHEF blot analysis. Clones containing the intact yH2
YAC are selected.

Introduction and selection of yK2 YAC in ES cells is performed similarly
as described for yH2 YAC.

YH2 containing ES cells are microinjected into mouse C37BL/6J
blastocytes. The chimeric males produced are evaluated for germ line
transmission to offspring.

yH2 and or yK2-transgenic mice are bred with DI mice (homozygous for
gene targeted-inactivated mouse heavy and kappa chain loci). Each of the yH2;DI
transgenic strains are bred with yK2;DI transgenic strain to generate Xenomouse

strains.

Reconstitution of B-cell development and antibody production in
Xenomouse is evaluated by flow cytometry and ELISA.

The immunization of xenomouse is performed as described in example 2.

The methods for the hybridoma preparation and screening of positive
clones are similar to those described in examples 3 and 4.

Hybridoma clones 12.6, 28, 29.8, 30 and 50.30 were deposited at the
Collection Nationale de Culture de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur,
Paris, under the Budapest Treaty and were accorded deposit Nos. 1-2390, 1-2391,
[-2392, 1-2393 and 1-2394, respectively.
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10.

12.

A monoclonal antibody, chimeric antibody, fully humanized antibody,
anti-anti-[D antibody or fragment thereof which specifically recognizes
and binds human LDL receptor and fragments thereof, except monoclonal

antibody C7.

A monoclonal antibody according to claim | which specifically recognizes

and binds the human soluble LDL receptor.

A monoclonal antibody according to claim 1, being the Mab expressed by
hybridoma clone 12.6 deposited at the CNCM under No. I-2390.

A monoclonal antibody according to claim 1, being the Mab expressed by
hybridoma clone 28 deposited at the CNCM under No. [-1291.

A monoclonal antibody according to claim I, being the Mab expressed by
hybridoma clone 29.8 deposited at the CNCM under No. [-2392.

A monoclonal antibody according to claim 1, being the Mab expressed by
hybridoma clone 30 deposited at the CNCM under No. [-2393.

A monoclonal antibody according to claim 1, being the Mab expressed by
hybridoma clone 50.30 deposited at the CNCM under No. 1-2393.

Monoclonal antibodies according to any one of claim 3-7 the belong to the
immunoglobulin isotype IgG; or IgM.

A method for the detection and/or the quantitation of human LDLR which

comprises the use of a monoclonal antibody according to any one of the

preceding claims.

Monoclonal antibodies according to claim 1 capable of being used as a
pair in an ELISA.

Monoclonal antibodies according to claim 10 being monoclonal antibodies

generated by hybridoma clone 28 or clone 29.8.

Monoclonal antibodies according to claim I capable of identifying LDLR

in Western Blot analysis.
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18.
19.
20.
21.
22.
23.

24,

M

Monoclonal antibodies according to claim 12 being monoclonal antibodies

generated by hybridoma clone 12.6, clone 28. clone 29.8, or clone 30.

Monoclonal antibodies according to claim | capable of neutralizing the
antiviral biological activity of r-hsLDLR.
Monoclonal antibodies according to claim 14 being monoclonal antibodies

generated by hybridoma clone 12.6 or clone 50.30.

Monoclonal antibodies according to claim 1 capable of inhibiting the

replication of hepatitis ¢ virus.

Monoclonal antibodies according to claim 16 being monoclonal antibodies

generated by hybridoma clone 12.6, clone 28 or clone 29.8.

The hybridoma clone 12.6 deposited at the CNCM under No. [-2390.
The hybridoma clone 28 deposted at the CNCM under No. [-2391.
The hybridoma clone 29.8 deposited at the CNCM under No. 1-2392.
The hybridoma clone 30 deposited at the CNCM under No. 1-2393.
The hybridoma clone 50.30 deposited at the CNCM under No. 1-2393.

A method for preparing a monoclonal antibody according to claim I,
comprising growing a cloned hybridoma comprising a spleen cell from a
mammal immunized with hsLDL and a homogenic or heterogenic
lymphoid cell in liquid medium or mammalian abdomen to allow the

hybridoma to produce and accumulate the monoclonal antibody.
A method according to claim 21 wherein the LDLR immunogen is highly
purified human LDLR.

A method for purifying human LDLR which comprises contacting a
material containing human LDLR with a monoclonal antibody according

to any one of claims 1-8.
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ABSTRACT

There are provided monoclonal antibodies to the LDL receptor which are
useful for the identification and purification of LDL and in treatment of

e.g. hepatitis C infection.
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ANTICUERPOS MONOCLONALES AL RECEPTOR LDL HUMANO, SU

PRODUCCION Y USO

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con anticuerpos
monoclonales que reconocen especificamente el receptor
humano para lipoproteinas de baja densidad (LDLR). Estos
Anticuerpos son titiles por ejemplo para la identificacién
y purificacién de LDLR humano soluble (hsLDLR)en procesos
de produccién asi como también en la identificacién y
tratamiento de enfermedades tales como la infecclén de

hepatitis C (HCV).
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El colesterol, un componente de todas las membranas
de plasma eucaridticas es esencial para el crecimiento y
la viabilidad de células en organismos superliores. Sin
embargo, altos sero niveles de colesterol originan
enfermedad y muerte al contribuir z la formacién de
placas aterosclerdéticas en las arterias en todo el
cuerpo. El mayor sitio de sintesis de colesterol en

mamiferos es el higado. Cantidades apreciables de

——
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colesterol también se forman en el intestino. La
proporcién de formacién de colesterol en estos o&rganos
responde altamente a la cantidad de colesterol absorbida
de las fuentes de dieta. Las células exteriores del
higado y el intestino adquieren el colesterol del plasma
en lugar de sintetizarlo de novo. El colesterol y otros
lipidos son transportados en fluidos del cuerpoc mediante
lipoproteinas, que s8son clasificadas de acuerdo con
densidad creciente. Una lipoproteina es una particula que
consiste de un ndcleo de lipidos hidrofébicos rodeada
mediante una cubierta de lipidos polares y apoproteinas.
Estas lipoproteinas tienen dos papeles: ellas solubilizan
lipidos altamente hidré6fébos y ellas contienen sefiales
que regulan el movimiento de 1lipidos particulares dentro
Y fuera de células objetivo especificas y tejidos. El
colesterol se transporta en fluidos del cuerpo mediante
lipoproteinas de baja densidad (LDL) qQue se unen a un
receptor especifico sobre la membrana del plasma de
células no hepdticas, El complejo receptor -LDL se
internaliza entonces en las células mediante un mecanismo
de transporte conocido como endocitosis mediada por
receptor (Goldstein et al). (1979. El1 receptor de
lipoproteina de baja densidad (LDL) es el prototipo de

una familia de receptores de superficie celular



estructuralmente relacionadas que median la endocitosis

de miltiples ligandos en células de mamiferos.

El receptor LDL consiste de 822 residuos de
aminoacido y exhibe un peso molecular de 164000. Este se
compone de varios dominios algunos de los cuales
comparten homologia de secuencia con otras proteinas. Su
dominio de ligando-unién NH;-terminal consliste de 292
residuos, dispuestos en 7 repeticiones imperfectas ricas
en cilsteina. Cada repetici6én- contiene 6 residuos de
cisteina que estdn ligadas al disulfuro en el patrémn uno
a tres, dos a cinco y cuatro a seis (Bieri et al.l1995).
Este dominio es seguido por cuatro dominios adicionales:
el primero consiste de 400 residuos de aminodcido y es
homéloge al receptor EGF, el sequndo consiste de 58
residuos de aminodcidos ricos en azicares O-ligados, el
tercero es un dominio de transmembrana simple de 22
residuos de aminodcido y el cuarto es un dominio
citoplasmdtico de 50 residuos de aminodcido (Sudhof et

al. 1985), (Brown et al. 1986).

La importancia fislolégica del receptor LDL fue
revelada por los estudios de Brown y Goldsteins sobre

hipercolesterclemia familiar (FH). La enfermedad se



encontrd® que era debida a un defecto genético molecular
que resultaba en la ausencia o deficiencla de receptores
funcionales para el LDL (Brown et al.l1876). Varias clases
de mutaciones FH se han caracterizado. (Goldstein et al.

1975).

Una forma soluble del sLDLR que exhibe actividad
antiviral se identificé y aislé de un cultivo
supernadante de células inducidas por interferédn (Fischer
et al. 1993) y en fluidos del cuerpo (Flscher et al.
1994). Se han identificado varias proteinas inducidas por
interferédn que son instrumentales en 1la induccién del
estado antiviral dela IFN. Una de tales proteinas que
exhibe actividad antiviral se produjo y acumuld en el
cultivo supernadante de células WISH amnios de humano.
Esta proteina se purificé hasta homogeneidad y se
identificé como el sLDLR (ver EP 0 553 667 y Flscher et
al. 1993). El sLDLR se encontr® que era secretado en el
medio por células de mamiferos que entraban en estado
antiviral e respuesta al interferén. Como contraste al
interferén, el sLDLR no induce un estado antiviral en las
células sino es antiviral e si mismo. Se encontrd que el
sLDLR aparentemente tenia que estar presente a lo largo

del proceso de maduracién de replicacién viral y 1la



gemacién que lo sugeria podia estar involucrada en un
proceso complejo que conduce a la inhibicién del
ensamblaje del virus o gemacién (datos no publicados). La
endocitoais del virus de la hepatitis C ha sido mostrada
recientemente por ser mediada por receptores LDL en
células de cultivo (Agnelo et al. 1999). Estos y otros
hallazgos sugieren que la familia de los receptores LDL
pueden servir como receptores virales. Por lo tanto, los
anticuerpos que han surgido contra el receptor SsLDLR
podrian bloquear la entrada Yy gemacién de particulas
virales al 1ligarse al receptor LDL celular. El 1nico
anticuerpo monoclonal disponible al LDLR conocido hasta
ahora es el C7, un anticuerpo de LDLR bovino {(Beisiegel
et al. 1981), comercialmente disponible de Amersham, RU)
que se preparé mediante inmunizacién de ratones con el
cortex adrenal de Dbovino LDLR purificado hasta
homogeneidad. Las membranas del cortex adrenal de bovino
fueron solubilisadas y el receptor fue parcialmente
purificado mediante elusién de una columna de DEAE-
celulosa (Beisiegel et al). 1981. El anticuerpo para el
LDLR de bovino solo reacciona en cruce débilmente con el

LDLR de humano.

L



De hecho, el Mab C7 al LDLR de bovino se encontrd
que tenia desventajas significativas cuando se utilizaba
para la detecciédn y cuantificacién de LDLR recombinante

humano:

a) tenia muy poca afinidad con LDLR de humano

b) este reacciona en cruce significativamente con

impurezas derivadas de cultivos de células.

Los anticuerpos especificos al LDLR de humano no
estaban previamente disponibles. Esto parecia
sorprendente en razén de que es muy comin gque surjan
anticuerpos contra proteinas novedosas, lo sea para
purificacién 1dentificacién o para propb6ésitos de
desarrollo de ensayc. Es posible que tales anticuerpos no
hallan sido generados hasta ahora, en razén de que una
condicién para generar anticuerpos monoclonales es 1la
disponibilidad de cantidades suficientemente grandes de
antigeno altamente purificado que permitan la
inmunizacién eficiente de ratones. Un antigeno altamente
purificado es aquel que aparece como un pico simple mayor
en el RP-HPLC. Métodos adicionales para identificacién y

cuantificacién del antigeno durante 1los procesos de

Ky



purificacién no fueron féacliles de establecer. De acuerdo
con la 1invencién, el ensayo de actividad antiviral
descrito aqul se empleo para la ldentificacién del LDIR

durante procesos de purlficaciém.

Existe necesidad de generar Mab especificos para el
LDLR solubles de humanos para proporcionar los medios
para desarrollar un inmuno ensayo deficiente (ELISA) y
para la identificacié4n de la proteina en “Western blot”.
Estos anticuerpos se requieren para el monitoreo vy
cuantificaciétn de LDLR recombinante soluble de humano
durante el desarrollo de la producciétn y el procesoc de
purificacién de la proteina recombinante y para la

deteccién de la proteina natural.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién permite la generacién de
lineas de células hibridoma que producen anticuerpos
monoclonales capaces de reconocer especificamente y de

ligarse al receptor LDL de humano y a fragmentos de este.

Mis especificamente la presente invencién permite la

generacién de lineas de células hibridoma que producen



anticuerpos monoclonales capaces de reconocer
especificamente y de ligarsen a receptores LDL solubles

de humano.

Asi, 1la presente invenclén se relaciona con un
anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico, un
anticuerpc humanizado, anticuerpo anti-Id o fragmento de
este que reconoce especificamente y se liga al receptor
ALDL de humano y fragmentos de este, excepto anticuerpos

moncclonales C7.

La presente invencién suministra tales antlicuerpos
monoclonales que reconocen y se ligan al LDLR soluble de
humano y satisfacen las siquientes necesidades:

1. Los Mab que se pueden utilizar como un par en un
ELISA, por ejemplo un emparedado ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay) para la deteccién de LDLR soluble

de humano.

2. Los Mab que se pueden utilizar para 1la

ldentificacién del LDLR en andlisis “Western Blot”.

3. Los Mab que se pueden utilizar para neutralizar la

actividad bilolégica antiviral del LDLR soluble de humano.
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4. los Mab que se pueden utilizar para inhibir 1la

infeccién de virus, tales como el HCV.

La presente invencién proporciona ademas un métoedo
para la deteccién y/o la cuantificacién del LDLR de
humano que comprende el uso de anticuerpos monoclonales
especificos de acuerdo con la invencién de una manera

conocida para aquel propésito.

La presente invenciédn también suministra hibridoma
clonado que comprende una célula de vaso proveniente de
un mamifero inmunizado con LDLR recombinante de humano y

una célula linfoide homogénica y hetereogénica.

Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la invencién
se prepara de una manera convencional, por ejemplo, al
hacer crecer un hibridoma clonado que comprende una
célula de vaso proveniente de un mamifero inmunizado con
hsLDL y una célula linfoide homogénica o heterogénica en
un medio liquido o en abdomen de mamifero para permitirle
al  hibridoma producir y acumular el anticuerpo

monoclonal.
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La invencién, ain en otro aspecto, suministra un
método para purificar el LDLR de humano que comprende
poner en contacto en un material que contiene LDLR crudo
con un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la invencidn,
Una columna con anticuerpo monoclonal especifico LDLR se
puede utilizar como una etapa de purificacién de
afinidad, en el proceso de purificacién de la proteina

recombinante.

Un método para detectar y medir el LDLR humano
recombinante que comprende el utilizar como anticuerpo
los anticuerpos monoclonales de la presente invencién en

un ensayo ELISA como se describe en el ejemplo 5.

Como el LDLR o fragmento de un LDLR para inmunizar
anima}es cualquier LDLR se puede utilizar mientras que
este sea el LDLR de un mamifero de sangre caliente. Una
muteina de LDLR también se puede utilizar. Un ejemplo
representativo de tal LDLR soluble de humano mamifero es
la forma soluble de LDLR + 291 que incluye la sgecuencla
de aminodcido que inicia en el aminodcido Asp en la
posicién +4 y finaliza con el aminodcido Glu en la

posicién +291 de la secuencia del LDLR de humano,
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cualquler otra forma se puede también utilizar tal como

la forma +292 etc.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra un diagrama de £flujo dque
describe el desarrollo de anticuerpos monoclonales al r-

hsLDLR .

La figura 2 muestra un anélisis “Western blot” de la
forma +291 del r-hsLDLR en el carril 1, el hsLDLR
urinario en el <carril 2 vy el receptor p55 TINF
recombinante de humano como un control negativo (r-hTBP-
1) en el carril 3, con los anticuerpos monoclonales
indicados immediatamente debajo de cada una de las tiras.
Las flechas a la izquierda de la figura indican la
posiciétn de los marcadores de peso molecular y 1las
flechas a la derecha de la figura puntuallzan la posiciétn

de la forma hsLDLR indicadas por encima de cada flecha.

La figura 3 muestra el efecto de los Mab 12.6, 28 y
29.8 sobre la produccién de hebras HCV{+) y (-) en

cultive FT167. Las células fueron tratadas 30 minutos

-4
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antes de la infeccién con Mab anti-LDLR (8 o 2 ug /ml).
Luego, las células se infectaron durante toda la noche
con 25 pl de suero HCV (+) (No.42; 1b). El dia después de
la infeccién, se hicieron tres lavados y se agregd nuevo
medio y se cargd cada 48 horas. Cinco dias después de la
infeccién, los hepatocitos fueron cosechados, se purificé
el ARN y se analizdé un pg de ARN celular mediante rTth
RT-PCR (Perkin Elmer). Los ensayos se desarrollaron por

duplicado.

+SP: ensayo de ARN de hebra positiva; -SP: ensayo de ARN

de hebra negativa; X: blanco.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se generaron anticuerpos monoclonales (Mab) al LDLR
soluble de humano (haLDLR). Utilizando Estos anticuerpos
monoclonales, se desarrollaron procedimientos ELISA y un
“Weatern Blotiing” para la identificacién del hsLDLR y un
ensayo de neutralizacién a la actividad antiviral del

hsLDLR.

B2
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Los Mab se generaron en ratones, inmunizados con la
forma recombinante +291 del hslLDLR, que consiste del
dominio de unién desligando N-terminal del LDLR soluble
de humano, desde el Asp +4 al Glu +291. La forma +291
recombinante del hsLDLR, se produjo en células CHO y se

purificé hasta homogeneidad.

Los ratones inmnizados produjeron titulos
significativos de anticuerpos especificos. Después del
tamizado de hibridomas, se identificaron cinco clones
(ndmeros 12, 28, 29, 30 y 50} como 1los mayores
productores de anticuerpos. Estos clones fueron
seleccionados para Su clonacién adicional. Después de la
subclonacién, 29 subclones que tenian alta productividad
anticuerpo se aislaron y se congelaron ampollas de los

clones padres y de los clones.

Un par de anticuerpos monoclonales se escogld para
el ELISA al r- hsldlr. El1 Mab 28 se seleccioné como el
anticuerpo de recubrimiento, y el Mab 29.8, etiquetado
con hiotina, se escogld como el segundo anticuerpo. Los
Mab 12.6 y 29.8 se encontraron como adecuados para la

identificaci6tn del hsLDLR

63
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Nativo y recombinante en anédlisis “Western blot” y los
Mab 28 y 30 se encontraron como adecuados para la
identificacién del hsLDLR recombinante en analisis
YWestern blot”. Los Mab 12.6 y 50.30 se encontraron
adecuados para la inhibicidén de la actividad antiviral

del hsLDLR.

Tambilén se encontr® de acuerdo con la invencién que
los Mab 12.6, 28 y 29.8 inhiben la replicacién del genoma
viral del virus de la hepatitis C (HCV) en cultivos
primarios de hepatocitos de humano. Asi, estos
antlicuerpos se pueden utillizar para el tratamiento de

infeccidén de hepatitis C (figura 3).

Se determindé el isotipo subclase del Mab producido
mediante los clones. Los clones 12.6,28,29.8 y 30 se
identificaron como IgG, mientras que el clon 50.30 se

encontrd que era el IgM.

Los Mab, desarrollados contra la forma +291 del
hsLDLR también reconocieron otras formas del hsLDLR, es
decir la forma +292 y la forma +331 del r- hsLDLR
producida en células CHO recombinantes en anilisis ELISA

y en “"Western blot”. La forma +292 comprende la parte N-
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terminal del receptor del residuo de aminoédcido Asp +4 al
Cys +292 y la forma +331 comprende la parte N-terminal

del receptor desde el residuo aminocécido Asp +4 Cys +331.

El antigeno utilizado para inmunizar ratones para
generar anticuerpos monoclonales fue la forma r- hsLDLR
+291, que fue producida en células CHO. La produccién del
r—- hsLDLR se desarrollo en biorreactores, utilizando el
gistema matriz fibracel de fase estacionaria. El1l r-
halDLR se purificé hasta homogeneidad y se utilizd para

inmunizacién de ratones.

Las células de vaso inmunes provenientes del mejor
ratén respondedor se utilizaron para fusién y generacidédn

de hibridomas.

Con relacitn a los anticuerpos mencionados aqui, el
termino “anticuerpo monoclonal” significa la inclusién de
anticuerpos monoclonales, anticuerpos quiméricos,
anticuerpos completamente humanizados, anticuerpos hasta
anticuerpos anti-idiotipicos (anticuerpos anti-anti-Id)
que se pueden etiquetar en forma soluble o ligada, asi
como también fragmentos de estos suministrados mediante

una técnica conocida, tal como, pero no limitada a
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escisién enzimitica, sintesis de péptidos o técnicas

recombinantes.

Un anticuerpo monoclonal contiene una poblacién
sustancialmente homogénea de anticuerpos especificos a
antigenos, cuya poblacién contiene sustancialmente aitios
de unién de epitope pesimelares. Los Mab se pueden
obtener mediante métodos conocidos por aquellos expertos
en la técnica. Ver, por ejemplo kohler y Milstein,
Nature, 256: 495-497 (1975), patente estadounidense No.
4,376,110; Ausubel et al. ., ed., Harlow y Lane
ANTIBOIDES: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring Harbor
Laboratory (1988); y Colligan et al., ed., Current
Protoccls in Immunology, Greene Publishing Assoc. And
Wiley Interscience N.Y., (1992-1996), cuyos contenidos se
incorporan completamente aqui como referencia. Tales
anticuerpos pueden ser de cualquier clase de
inmunoglobulina 1incluyendo IgG, IgM, IgE, IgA, GILD y
cualquiera de las clases de estas. Un hibridoma que
produce un Mab de la presente invencién se puede cultivar
in Vitro, in situ o in vivo. La produccién de altos
titulados de Mab in wvivo o in situ hacen de este el

método actualmente preferido de produccién.
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Los anticuerpos quiméricos son moléculas de las
cuales se derivan diferentes porciones de diferentes
especies animales, tales como aquellas que tienen una
regién variable darivada de un Mab de murino y una regiém
constante de inmunoglobulina humana. Los anticuerpos
quiméricos son primariamente utilizados para reduclr la
inmunogenicidad en la aplicaciébn y para incrementar el
rendimiento en la produccién por ejemplo, cuando los Mab
de murino tienen rendimientos mds altos de los hibridcmas
perc mayor inmunogenicidad en humanos, de tal forma que
se utlilizan Mab quimérico de humano/murino. Los
anticuerpos quiméricos y los métodos para su produccidn
son conocidos en la técnica (Cabilly et al., Proc.
Natu.BAcad.Sci.USA B8l: 3273-3277 (1984); Morrison et al.,
Proc. Natu. RAcad. Scl. USA 81l: 6851-6855 (1984);
Boullianne et al., Nature 312: 643-646 (1984); Cabilly et
al., sollicitud de patente europea 125023 publicada
noviembre 14, (1984); Neuberger et al., nature 314:268-
270 (1985); Taniquchl et al., solicitud de patente
europea 171496 (publicada febrero 19, 1985); Morrison et
al., solicitud de patente europea 173494 (publicada marzo
5, 1986); Neuberger et al., solicitud PCT WO 8601533,
(publicada marzo 13, 19686)Kudo et al., solicitud de

patente europea 184187 (publicada Jjunio 11, 1986);

&7
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Sahagan et al., J. Immunol. 137: 1066-1074 (1986);
Robinson et al., solicitud de patente internacional No.
WO8702671 (publicada mayo 7, 1987); Liu et al., Proc.
Natu. Acad. Sci USA 84: 3439-3443 (1987);Sun et al.,
proc. Natu. Acad. Sci USA 84: 214-218 (1987);Better et
al., Science 240: 1041-1043 (1988) Riechmann et al.,
Nature 332: 323-327, y Harlow y Lane , ANTIBOIDES: A
LABORATORY MANUAL, supra. Estas referencias se incorporan

completamente aqui como referencia.

Los “anticuerpos completamente humanizados” son
moléculas que contienen tanto la regién variable como la
constante de la inmunoglobulina humana. Los anticuerpos
completamente inmunizados pueden ser potencialmente
utilizados para uso terapéutico, donde los tratamientos
repetitivos se requieren para enfermedades crénicas y
recurrentes tales como las enfermedades autoinmunes. Un
método para la preparacién de anticuerpos completamente
humanos consiste de la “humanizacién” del sistema inmuno
humoral del ratén, es decir, la produccién de hebras de
ratén capaces de producir Ig humano (xenoratones),
mediante la introduccién de 1loci de inmunoglobulina
humana (Ig) dentroc de los ratones en los cuales los genes

Ig endbgenos se han inactivado. Los 1loci 1Ig son
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exageradamente complejos en términos tanto de su
estructura fisica como del rearreglo genético y el
proceso de expresién requerido para producir finalmente
una respuesta auto inmune amplia. La diversidad de los
anticuerpos es principalmente generada por rearreglos
combinatorios entre diferentes genes V, D y J en el loci
Ig. Estos loci también contienen elementos regulatorios
entre mezclados que controlan 1la expresién del
anticuerpo, la exclusién alélica, la conmutaclédn de clase
Yy 1la maduracién de afinidad. La introduccién de
transgenes Ig humanos sin rearreglo en ratones ha
demostradc que la maquinaria de recombinacién del ratédn
es compatible con 108 genes humanos. Adicionalmente, los
hibridomas que secretan antigeno especifico hu-mAb de
varios isdStopos se pueden obtener mediante inmunizacién

de Xenoratones con antigeno.

Los anticuerpos completamente bhumanizados y los
métodos para su producclén son conocidos en la técnica
{(Mendez et al., Nature Genetics 15: 146-156 (1997);
Buggermann et al., Eur. J . 1 nmmunol. 21: 1323-1326
(1991); Tomizuka et al., Proc. Natu. Acad. Sci. USA 97:

722-727 (2000} patente WO 98/24693.



Un anticuerpo anti idilotipico (anti-Id) es un
anticuerpo que reconoce determinantes inicos generalmente
asociados con el sitio antigeno~ligante de un anticuerpo.
Un anticuerpo Id puede ser preparado al inmunizar un
animal de la misma especie y tipo genético (por ejemplo
sepa de ratdén)como la fuente del Mab para la cual esta
siendo preparado un anti~Id. El1 animal ipmunizado
reconocera y responderd a los determinantes idiotipicos
del anticuerpo inmunizante al producir un anticuerpo de
estos determinantes idiotipicos (el anticuerpo anti-Id).
Ver, por ejemplo, patente estadounidense NO. 4,699,880,
que se incorpora aqui totalmente como referencia. El
anticuerpo anti~Id se puede utilizar como un “inmundgeno”
para inducir una respuesta inmune a un en otro animal,
produciendo un asi llamado anticuerpo anti-anti-Id. E1l
anti-anti-Id puede ser epitopicamente idéntico al Mab
original, el cual indujo el anti-Id. De esta forma, al
utilizar anticuerpos a los determinantes ideo tipicos del
Mab es posible identificar otros clones que expresan

anticuerpos de especificidad idéntica.

De acuerdo con esto, los Mab generados contra el
LDRL, sus isoformas, andlogos, fragmentos o derivados de

la presente invencién se pueden utilizar para inducir
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anticuerpos anti-Id en mamiferos adecuados, tales como el
ratéOn BALB/c. Las células de vaso provenientes de tales
ratones inmunizados son utilizadas ©para producir
hibridomas anti-Id que secretan Mab anti-Id.
BAdicionalmente, los Mab anti-Id se pueden acoplar a un
portador tal como la hemoclanina de limpeto ojo de llave
(KlIH) y utilizarla para inmunizar ratones BALB/c
adicionalea. El1 suero proveniente de estos ratones
contendrd anticuerpos anti-anti-Id que tienen las
propledades ligantes del Mab especifico original para un
epitopo de 1la proteina LDLR anterior, ¢ andlogos,

fragmentos y derivados de estos.

los Mab anti-Id tienen asi sus propios epitopos
ideotipicos, o ™“idiétopos” estructuralmente similares al
epitopo que esta siendo evaluado. El término “anticuerpo
monoclonal” también significa incluir tanto moléculas
intactas asl como también fragmentos de estos, tal como,
por ejemplo, Fab y F(ab")}2, que son capaces de ligar
antigenos. Los fragmentos F(ab“)2 carecen del fragmento
Fc del anticuerpo intacto, se limpian mas répidamente de
la circulacién, y pueden tener menos tejido no especifico
ligante que un anticuerpo intacto (Wahl et al., J. Nucl.
Med. 24: 316-325 (1983)).
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Se apreciard que el Fab y el F(ab’)2 y otros
fragmentos de los anticuerpos utiles en la presente
invencién se pueden utilizar para 1la detecciétn vy
cuantificacién de la proteina LDLR de acuerdo a los
métodos descritos aqui para moléculas anticuerpo
intactas. Tales fragmentos son tipicamente producidos
mediante escisiédn proteolitica utilizando enzimas tales
como papaina (para producir fragmentos Fab) o pepsina

(para producir fragmentos F(ab“)2).

Un anticuerpo monoclonal se dice que es “capas de
ligar” una molécula si este es capas de reaccionar
especificamente con la molécula para ligar de esta manera
la molécula al anticuerpo. El1 término “epitopo” se
refiere a aquella porcién de cualquier molécula capas de
ser ligada a un anticuerpo, la cual también puede ser
reconocida por aquel anticuerpo. Los epitopos o
*determinantes antigénicos” usualmente consisten de
agrupaciones con superficie quimicamente activa de
moléculas tales como aminodcidos o cadenas laterales de
azucares Y tienen caracteristicas estructurales
tridimensionales especificas asi como también

caracteristicas de carga especifica.
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Un “antigeno” es una molécula o una porcidn de una
molécula capas de ser ligado a un anticuerpo, cuyo
antigeno es adicionalmente capas de incluir un animal
para producir anticuerpo capazr de ligarse a un epitopo de
aquel antigeno. Un antigeno puede tener uno o més de un
epitopo. La reaccidtn especifica a la que nos referimos
anteriormente pretende indicar que el antigeno
reaccilonard de una manera altamente selectiva con un
epitopo sobre su correspondiente anticuerpo vy no con la
multitud de otros anticuerpos que puedan ser evocados por

otros antigenos.

Los anticuerpos, que incluyen fragmentos de
anticuerpos, tUtiles en la presente invencién se pueden
utilizar para detectar cuantitativa o cualitativamente
las proteinas LDLR en una muestra o para detectar 1la
presencia de c¢élulas que expresen las proteinas LDLR de
la presente invenciétn. Esto se puede lograr mediante
técnicas de inmunofluorescencia que empleen un anticuerpo
fluorescentemente etiquetado (ver adelante)acoplado con
microscopia de fluorescencia, citométrica de flujo, o

deteccién fluorométrica.
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Los anticuerpos (o fragmentos de estos) dtiles en la
presente invencién pueden ser empleados
histolégicamente, como en microscopia de
inmunofluorescencia o de inmuncelectrén, para deteccién
in situ de las proteinas LDLR de la presente invencién.
La detecciétn in situ se puede lograr al remover el
espécimen histolégico de un paciente, y proporciocnar un
anticuerpo etiquetado de la presente invencién a tal
espécimen. El1 anticuerpo (o0 fragmento) se suministra
preferiblemente al aplicar ¢ al traslapar el anticuerpo
etiquetado (o fragmentos) a una muestra biolégica. A
través del usoc de tal procedimiento, es posible
determinar no sélo la presencia de las proteinas LDLR
sino también su distribucién sobre tejido examinado.
Utilizando la presente invencién, aquellos de habllidad
promedio percibiridn facilmente que cualquier amplia
variedad de métodos histolégicos (tal como los
procedimientos de teflido) se pueden modificar con el fin

de lograr tal detecciédn in situ.

Tales ensayos para las proteinas LDLR de la presente
invencién comprenden tipicamente la incubacién de una
muestra biolégica, tal como un fluido biolégico, un

extracto de tejido, células cosechadas de manera fresca
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tales como loa lifositos o los leucocitos, o células que
han s8sido encubadas en un cultivo de tejidos, en la
presencia de un anticuerpc etiquetado capaz de
identificar las proteinas LDLR, y detectar el anticuerpo

mediante un ntmero de técnicas bien conocldas en el arte.

La muestra blolbdgica se puede acoplar al soporte de
fase sb6lida o al portador tal como la nitrocelulosa, © a
otros soporte sb6lido o portador que es capaz de
inmovilizar células, particulas de célula o proteina
solubles. El soporte o portador puede entonces ser lavado
con amortiguadores adecuados seguido mediante el
tratamiento con un ant;cuerpo etiquetado de acuerdo con
la presente invencién, como se noto anteriormente. El
soporte de fase s6lida o portador puede entonces ser
lavado con el amortiguador una sequnda vez para remover
el anticuerpo no ligado. La cantidad de etiqueta ligada
sobre dicho soporte o portador puede entonces ser

detectado mediante medios convencionales.

Pro “soporte de fases sb6lidas”, “portador de fase
sblida”, “soporte sb6lido”, ™“portador sé6lido”, soporte” o
“portador” se pretende definir cualquier soporte o

portador capaz de 1ligar antigeno o anticuerpos. Los
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soportes bien conoclidos o portadores, incluyen vidrio,
poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano,
amilasas de nylon, celulosas naturales y modificadas,
poliacrilamidas, garbos y magnetita. La naturaleza del
portador puede ser soluble en alguna proporcién o
insoluble para los propésitos de la presente invencidn.
El material de soporte puede tener virtualmente cualguier
configuracién estructural posible en tanto que 1la
molécula acoplada sea capaz de ligarse a un antigeno o
anticuerpo. De esta manera, el soporte o la configuracién
del portador puede ser esférica como en un glébulo,
cilindrica, como en la superficie interior de un tuvo de
ensayo, © la superficie externa de wuna varilla.
Alternativamente, la superficie puede ser plana tal como
una lamina, tiro de ensayo, etc. Los soportes preferidos
o portadores incluyen glébulos de poliestireno. Aquellos
expertos en la técnica sabridn poner otros portadores
adecuados para 1ligar anticuerpo o antigeno, o serén
capaces de averigquar 1lo mismo al  utilizar 1la

experimentacién de rutina.

La actividad de unidén de un lote dado de anticuerpo,
de la invencién como se anoté anteriormente, se puede

determinar por medio de métodos bien conocidos. Aquellos
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expertos en la técnica serdn capaces de determinar
condiciones operativas y de ensayo O6ptimas para cada

determinacién al emplear experimentacidén de rutina.

Otros de esos pascos como lavado, agitado, filtrado y
similares pueden ser agregados a los ensayos como es

acostumbrado 0 necesario para la situacién particular.

Una de las maneras en la cual un anticuerpo de
acuerdo con la presente invencién puede ser marcado es
por medio de vincularlo a una enzima y ser usado en un
inmunoensayo de enzima (EIA). Esta enzima, a su vez,
cuando se expone posteriormente a un sustrato apropiado,
reacclonara con el sustrato de tal manera que se produce
una parte quimica que puede ser detectada por ejemplo,
por espectrofotométrico por medios espectrofotométricos,
fluorométricos o visuales. las enzimas que pueden ser
usadas para marcar de manera detectable el anticuerpo
incluyen, pero no estan limitadas a, malato
deshidrogenasa, nucleasa de estafilococo, Delta-5-
Esteroides is6meras, deshidrogenasa de alcohol de
levadura, alfa~glicerofosfato dehidrogenasa, triosa
fosfato 1somerasa, peroxidasa de rébano picante,

fosfatasa alcalina, asparaginasa, oxidasa de glucosa,
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betagalactosidasa, ribononucleasa, ureasa, catalasa,
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, glucoamjilasa Y
acetilcolin-esterasa. La detecciédn puede ser llevada a
cabo por métodos colorimétricos que emplean un sustrato
cromogenico para la enzima. La deteccidn puede ser
llevada a cabo por comparaciédn visual de la extensién de
la reaccidn enzimédtico de un sustrato en comparacidn con

los estandares preparados similarmente.

La deteccién puede ser llevada a cabo usando una
cualquiera de variedades de otros Iinmunoensayos. Por
ejemplo, por marcacién radicactiva de los anticuerpos o
de fragmentos de anticuerpo, es posible detectar R-PTPasa
por medio del uso de un radioinmunoensayo (RIA). Una
buena descripcién del RIA puede encontrarse en Laboratory
Techniques and Biochemilstry in Molecular Biology, by
Work, T. S et al. Nort Holland Publishing Company, NY
(1978) con referencia particular al capitulo titulado “An
Introduction to Radioimmune Assay and Related Techniques”
por Chard, T,. Incorporado aqui como referencia. E}
isétopo radicactivo puede ser detectado por tales medios
como el uso de un contador g ¢ un contador de cintilacién

o por auto radlografia.
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Tamblén es posible marcar un anticuerpo de acuerdo
con la presente invencién con un compuesto fluorescente.
Cuando el anticuerpo marcado fluorescentemente es
expuesto a luz de longitud de onda apropiada, su
presencia puede entonces ser detectada debide a su
fluorescenclia. Entre la mayoria de compuestos marcados
por fluorescencia usados cominmente estan el
isotiocianato de fluoresceina, rodamina, £ficoeritrina,
picocianina, aloficocianina, o-fitaldehido Y
fluorescamina.

El anticuerpo también puede ser marcado de manera
detectable usando metales que emiten fluorescencia tales

152p  u otros de la serie lantanida. Estos metales

como
pueden estar sujetos al anticuerpo usando tales grupos
quelantes de metal como el é&clido de dietilenetriamina

pentaacético (ETPA).

El anticuerpo también puede ser marcado
detectablemente por medio de acoplarlo a un compuesto
quemolun'liniscente. La presencia de anticuerpos marcados
quemoluminiscentemente es entonces determinada al
detectar la presencia de luminiscencia que surge durante
el curso de una reaccién quimica. Ejemplos de compuestos

de marcado quemoluminiscentes tUtiles particularmente
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estdn el luminol, el isoluminol, el ester de acridimio
teromidtico, 1imidazol, sal de acridinio y ester de
oxalato.

Similarmente un compuesto bicluminiscente puede ser
usado para marcar el anticuerpo de la presente invencidn.
La bioluminiscencia es un tipo de gquemoluminiscencia
encontrado en sistemas biolbégicos en el cual la proteina
catalitica incrementa la eficlencia de 1la reaccibén
quemoluminiscente. La presencia de una proteina
bioluminiscente es determinada al detectar la presencia
de luminiscencia. Compuestos bioluminiscentes importantes
para estos propésitos de marcado son la luciferina, la

luciferasa y el aecorina.

Una molécula de anticuerpo de la presente invencién
puede ser adaptada para wutilizarse en un ensayo
inmunométrico conocido también como ensayo “de dos
sitios” o "“de emparedado”. En un ensayo inmunométrico
tipico, wuna cantidad de anticuerpo no marcado (o
fragmentos de anticuerpo) es ligado a un soporte sdlido o
portador y una cantidad de anticuerpo soluble marcado
detectablemente es agregado para permitir la deteccién

y/o la cuantificacién del complejo terciario formado
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entre el anticuerpo de fase sélida, el antigeno, y el

anticuerpo marcado.

Ensayos inmunométricos tipicos y preferidos,
incluyen los ensayos “delanteros” en el cual el
anticuerpo ligado a la fase sbélida es contactado en
primer lugar con la muestra que va a Ser ensayada para
extraer el antigeno de la muestra por formacidén de una
fase s6lida binaria del complejo anticuerpo-antigeno.
Después de un periodo de incubaciédn adecuado, el soporte
86lido o portador es lavado para remover el residuo de la
muestra fluida incluyendo el antigenc que no ha
reaccionado. Si existe cualquiera y luego se pone en
contacto con la soluciétn que contiene una cantidad
deaconocida de anticuerpo marcado (que funciona como una
*molécula reportera”). Después de un sequndo periodo de
incubacién para permitir que el anticuerpo marcado se
forme en complejo con el antigeno ligado al soporte
B6lido o portador a través del anticuerpo nc marcado, el
soporte 86lido o portador es lavado una segunda vez para

remover el anticuerpo marcado que no ha reaccionado.

En otro tipo de ensayo “emparedado”, que puede

también ser ftil con los antigenos de la presente

P (4
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invencién, los asi llamados ensayos “simultdneos” vy
“inversos” son usados. Un ensayo simulténeo involucra una
etapa tUnica de incubacién como a medida que el anticuerpo
se liga al soporte sélido o portador y el anticuerpo
marcado ambos estén agregados a la muestra que es
ensayada al mismo tiempo. Después de que la incubacién ha
sido completa, el soporte sflido o portador es lavado
para remover el residuo de muestra de fluldo y anticuerpo
marcado que no ha sido formado en complejo. La presencia
del anticuerpo marcado asoclado con el soporte s6lido o
portador es entonces determinada y serla un ensayo

convencional “delanter¢o” tipo emparedad.

En el ensayo “inverso”, la adicidén en la primera
etapa de una soluciétn de anticuerpo marcado a la muestra
de fluido seguida por 1la adicién del anticuerpo no
marcado ligado al soporte s6lido o portador después de un
periodo de incubaclén adecuado es utilizado. Después de
una segunda incubacién, la fase sélida es lavada de una
manera convencional hasta liberarla del residuo de 1la
muestra que esta siendo ensayada y 1la soluci6tn del
anticuerpo marcado que alin no ha reaccionado. La

determinacién del anticuerpo marcado asociado con el

Xl
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soporte sélido o portador es entonces determinada como en

los ensayos “simulténeos” y “delanteros”.

La invencidén serd ahora 1lustrada por los sigulentes

ejemplos no limitativos.

RJEMPLOS

Ejenplo 1 Preparacién de CHO r-hslDLR

Células recombinantes de CHO estables que expresan
el LEDLR soluble humano fueron generadas por
cotransfeccién de células CHO-DURX a las cuales les
faltaba el gen de dehidrofolato reductasa (DHFR) (UrluUsB,
g. ET AL., 1980) con dos vectores de expresién psLDLRO1
que contiene el dominio del N-terminal del ligando de
enlace del LDLR, iniciando un residuo de é&cido amino
Asp(+4) hasta el Glu 291(+291), y el pDHFR, que contiene
el gen murina para el DHFR, ambos controlados por el
promotor y los elementos de terminacién de trascripcibén
de la regién temprana SV40. La tranafixién fue llevada a
cabo por liposamas catiénicos usando lipofectamina (Gibco
BRL), de acuerdo por el protocolo descrito por el

fabricante. 72 horas después de la transfixiédn fueron
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transferidas a un medio selectivo que carecia de oxi y
ribonucleosidas y fue suplementado con 10% de FCS
dialisada. Las células que expresaron actividad DHFR
fueron capaces de formar colonias las cuales fueron
alsladas al levantar las células con discos de papel
empapados en tripsina. Las células fueron hechas crecer y
se tamizaron para la actividad R-hsLDLR. Las células
transfectadas fueron entonces sometidas a la
amplificacién de genes por MTX seguido por subclonacién y

seleccidén de los clones productores estables.

El r-hsLDLR (forma +291) fue producido con células
de un clon productor de CHO estable designado como #33-
10-29-21, en un biorreactor celliGen de 5 litros en un
medio libre de suero (Gibco CHO-A-SFM CAt. No. 95~
0091DJ). La cosecha cruda fue clarificada por filtracién
por medio de un filtro de cartucho de 0.8 a 0.3 p (Gelman
Cat. No. CS592DSCCK) y concentrado 100 veces sobre una
membrana de 5-kDa. La forma +291 del R-hsLDLr usado para
las primeras inmunizaciones fue purificada wusando un
procesa de purificacién en pequefia escala. En este
proceso una columna de intercambio de Cation de DEAE-
Sefarosa fue usada, seguldo por una etapa de interaccién

hidrofoba sobre una columna de BUTIL-TSK seguido por una
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columna de HTP y una cromatografia de exclusién de tamafio
(SEC) sobre una columna de sefacril 100, La fraccién #27
del SEC, fue esacoglida, ya que contenia una actividad
antiviral especifica de 700 unidades/pg detectadas en el
ensayo antiviral descrito en el ejemplo 9 que sigue. La
proteina en esta fraccidén fue identificada como r-hsLDLR

por el anélisis de N-terminal.

Una segunda tanda, de CHO +291 r-hsLDLR fue
purificada y usada para aumentar las inyecciones en
ratones. Esta fue purificada usando un proceso refinado
que tenia un producto mejorado el cual incluye las
siquientes etapas: a) Clarificacién y concentraciém x100
de la cosecha cruda; b)Una columna de intercambio de
anién HK POROS, y c) doe interacciones hidrofébicas de
tapa (HIC): Se captura sobre una columna de Butil-TSK y
se fluye por medio de una columna Fenil 5PW. La fraccién
no ligada desde la wGltima etapa HIC fue dializada y
purificada sobre una columna de intercambic de catiém HS-
POROS. La @ltima etapa fue una columna de Hidroxiapatita
(HTP) . El r-hsLDLR asi obtenido fue purificado hasta
cerca del 90% eluyendo como un pico mayor dnico en RP-

HPLC.

.
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Ejexplo 2 Inmunizacién de Ratones

10 ug del r-hsLDLR purificado de la fracciédn #27 de
la columna SEC del ejemplo 1 a una concentracién de 100
pg/ml, fueron homogeneizadas con adyuvante Completo
Freund’ese (CFA, 50% v/v) y se inyectaron dentro del las
almohadillas de los pies de cada uno de los cinco ratones

hembra de siete semanas de nacido Balb/C.

Cuatro semanas después de la primera inmunizacién,
los ratones fueron reforzados de manera intramuscular con
10 pg de la misma fraccién del r-hsLDIR purificado en una

solucién al 50% (v/v) de CFA.

Dos semanas después de la segunda inyeccién el suero
de los ratones fue ensavado en cuanto a anticuerpos para

r-hsLDLR usando el ELISA directo descrito en el ejemplo 3

que sigue.

Los dos ratones M-1 y M-2, con la inmunoreactividad
especifica més significativa con r-hsLDLR fueron
posteriormente reforzados, diez semanas después de la

segunda con 10 pg del r-hsiLDLR purificado obtenido en el

Fé
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proceso de purificacién refinado descrito en el ejemplo 1
anterior.

Los ratones fueron desangrados catorce semanas
después y ensayados en cuanto a anticuerpos para el r-
hsLDLR, Se le dieron a ellos dos refuerrzos adiclonales de
ng de r-hsLDLR en PBS: El primero intraperitoneal y el
segundo, dos dias después, tanto intraperitoneal como

intravenoso.

Los ratones se les saco sangre dos semanas después
de la segunda inyeccibén y se ensayo el antisuero para la
actividad anti-r-hslLDLR por ELISA directo del ejemplo 3
que sigue. Cada antisuero fue diluido serialmente 1:100~
1:32.000 y fue aplicado en duplicades a una placa de 96
pozos recublerta con 10U/pozo de r-hsLDLR purificado
usando el proceso de purificacién refinado descrito en el
Ejemplo 1 anterior. La carga del ensayc y el DMEM +10% HS
que contenia PBS +1% BSA o gelatina +0,05% Tween 20 +
0,05% de timerosal fueron usados c¢omo blancos en el
primer pozo de cada fila. El suero de ratén normal (NMS)
fue aplicado en el mismo rango de dilucién en las Gltimas
dos filas como controles negativos. La absorbencia de las
reacciones enzimdticas fue medida con un lector ELISA en

492 y 405 nm.

g7



38

Loa resultados de este ensayo indicaron que el suero
del raté6n M-1 tenia una inmunoreactividad especifica
mayor con r-hsLDLR Y fue por lo tanto sacrificado y sus
células del vaso fueron recolectadas por fusién con

células de mieloma (Eshhar 2, 1985).

Ejemplo 3 ELISA directo para ensayc de antisuero y

tamizado de alones de hibridoma

El ELISA directo para tamirado en cuanto a antisuero
positivo fue llevade a cabo como sigue: Placas de 96
pozos fueron recubiertas con 11 pl de r-hsLDLIR
(purificado por el proceso de purificacién refinado del
ejemplo 1) 100 Unidades/ml (10U/pozo) en PBS + 1% de
gelatina (Sigma, Cat. No. G-7765) + 0.SmM Ca*®* y 0.5mM de
Mg*?2, pH 5.6, de aqui en adelante es referidoc como el
ensayo de carga, durante 90 minutos a 37°C con agitado.
Las placas fueron 6 veces en PBS +0,05% de Tween 20
(Polioxietileno-Sorbltan monolaurato- Sigma p-1379),

referido de aqui en adelante como la soluciédn de lavado.

Las muestras de antisuero a partir de los ratones

inmunizados serialmente diluida 1:100-1:32,000, o el

g5
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sobrenadante de log cultivos de células de hibridoma
fueron agregados a las células e incubados durante 90
minutos a 37°C, mientras se mantenia agitédndose seguido

por seis lavados en la solucién de lavado.

100 pl de peroxidasa de rébano picante (HRP)-APA
conjugado con anticuerpo de cabra a la Fadb de ratdn
{(Sigma- Cat. No. 4601-1) diluido 1:1,200 fueron agregados
a los pozos e incubados durante 90 minutos a 37°C,
mientras se agitaba, y luego fueron lavados 6 veces con

la Bolucién de lavado.

100 pyl de la solucién de sustrato (preparada por
medio de disolver una tableta de OPD y una tableta de H;0:
en 20 ml de agua) fueron agreg‘ados a los pozos e
incubados en RT durante 30 minutos. La reaccién
enzimitica fue detenida por 1la adicién de 100 nl/pozo de

HCL a 4N.

La absorbancia en las placas de 96 pozos fue leida
usando el lector ELISA a 492 y 405 nm y los resultados
fueron <calculados wusando 4  algoritmos logisticos
paramétricos, por el software MultiCalc del computador PC

enlazado con el lector ELISA.
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Ejemplo 4 Fusién, preparacién de hibridoma, seleoccién de
olones y purificacién de anticuerpos a partir de fluidos

de ascitis.

El procesoc de fusién y de selecciédn de células de
hibridoma fue 1llevado a cabo de acuerdo con loa
protocolos en Eshhar Z, 1985. Brevemente, células de vaso
del ratén M-1, reforzadas durante 2 a 4 dias antes de la
fusién fueron fundidas con células de mlieloma durante una
incubacién corta con PEG. El1 PEG fue primeramente diluido
lentamente con DMEM y luego completamente diluido por
centrifugacién. Las células fueron resuspendidas en un
medio de DMEN-HAT, distribuldas en placas de 96 pozos a
una concentracién de cerca de 3,14 x10™* células/pozo e
incubadas durante 10 a 14 dias en un incubador de CO; al
8% a 37°C. El medio de todo los pozos de hibridoma fue
camblado a DMEM suplementado con suero de caballo al 10%
(HS) durante 10 dias. Las muestras de sobrenadante de
hibridoma fueron tamizadas para detectar la presencia de
Mab a r-hsLDLR por el ELISA directo descrito en el
ejemplo 3 anterior. El ensayo de carga y el DMEM +10% de
HS fueron usados como blancos, Mab C7 (Comerclalmente

disponible en Amersham) y el antisueroc del ratén M-1
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fueron usados como controles positivos, mientras que un
anticuerpo monoclonal al receptor p55 INF soluble fue
usado como un control negativo. Las células de los pozos
en las cuales la presencia de anticuerpos fue detectada
en el sobrenadante de cultivo, fueron transferidas a
placas de 24 poros Yy luego a frascos de 25 cm:. ILos
cultivos expandidos fueron monitoreados en cuanto a
secrecién de Mab a r-hsLDLR: Ampollas de células de
cultivos positivos fueron congeladas y almacenadas en

nitrégeno liquido.

Un total de aproximadamente 1000 cultivos £fueron
tamizados en cuanto a detectar anticuerpos para el r-
hsLDLR. 54 cultivos con la inmunoactividad més alta
fueron reevaluados varias veces. 5 cultivos (12, 28, 29,
30 ¥y 50) con la actividad mayor fueron clonados por
dilucién limitante en placas de 96 pozos. Los
sobrenadantes de los clones crecidos fueron ensayados
varlas veces para anticuerpos a r-hsLDLR por el ELISA

directo.

Las células de clones de hibridoma positivos fueron
crecidas en frascos de cultivos de tejidoa DMEM que

contenia 15% de suero de caballo y las ampollas fueron
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congeladas de parte de los cultivos. En paralelo, las
células de diferentes clones de hibridoma fueron
inyectadas a dos a cuatro ratones cada uno, para obtener
fluidos de ascitis. Los anticuerpos fueron purificados
del fluido de ascitis sea por precipitacién de sulfato de
amonio o sobre una columna de proteina G. Brevemente, 7,5
ml de fluido de ascitis fue diluido 1:3 en 20 mM carga de
fosfato con un pH 7 y cargado sobre 5 ml columna de
proteina G (C10/10). La columna fue lavada con 20 mM de
carga de carga de fosfato con pH 7 y los Mab fueron
diluidos con 100 mM de carga de glicina con pH 2,7. El pH
de la fraccién de la diluciétn fue ajustado entre 7 a 7,5

con una carga tris 1M con pH 9,3.

Ejemplo 5: Tamizado para pares de Mab que son usados an

ELISA y optimizacién de los pardmetros ELISA.

Los Mab purificados de los fluidos de ascitis como
en el ejemplo 4 anterior fueron usados para llevar a cabo
un conjunto de experimentos en un formato de matriz para
seleccionar el mejor par adecuado de Mab para ser usado
como primero y segundos anticuerpos en el ELISA
emparedado par r-hsLDLR descrito en el ejemplo 6 que

sigue. Brevemente, placas de 96 pozos fueron recubiertas
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con fluidos de ascitis derivados de los 5 hibridomas (#
12, 28.28, 29.08, 30 y 50.05) purificado sea por
precipitacién de sulfato de amonio o sobre una columna de
proteina G. los anticuerpos fueron tamizados usando la
forma +291 lo mismo que la forma +292 (del residuo de
aminoAdcido Asp + 4 a Cys + 292) y +331 (del residuo de
aminoicido ASp +4 a Cys + 331) del r-hsLDLR producidas en
células CHO como antigenos. Un ml de cada uno de los
anteriores Mab purificados parcialmente fueron marcados
con biotin para un tamizade mds rapido de su
adecuabllidad como seglin los anticuerpos en un ELISA de
emparedado. Brevemente 1,5 mg de Mab purificado por
precipitacién de sulfato de amonio fue ajustado a un pH
de 8,5 con 30 pl de NaHCOs al 0,5 M. 0,75 mg de bilotin-
OSu N-~Hlidroxisuccinimido-biotin (biotin-0Su, Sigma, Cat.
#H1759, de una solucién de 5 mg de 200 de 5 mg de 200 nl
de IMSQO) fueron agregados a la soluclién de anticuerpo e
incubadas durante dos horas a temperatura ambiente con
agitacién suave, sgeguido por una incubacién durante la
noche entre 2 a 8°C. La solucién de reaccidén fue
encargada sobre un Sefadex G-25M (Farmacia Cat. #17-0851-
01) columna PD10 para separar entre los Mab biotinilados

Yy el exceso de biotin-0OSu que no habla reaccionado.
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Los primeros experimentos preliminares indicaron que
los Mab 29.08 y 30 produjeron la sefial mi&s alta sobre los
antecedentes, cuando fueron usados como segundos

anticuerpos en el ELISA.

La reacclétn de estos dos clones fue ensayada
nuevamente como segundos anticuerpos con los anticuerpos
12, 28, 29.08 y 50 usados para el recubrimiento de las
placas. Los resultados de este experimento claramente
mostré que el Mab 28 era el anticuerpo més adecuado para

el recubrimiento.

Los mejores resultados, en términos de intensidad de
seflal y de especificidad, fueron obtenidos con el Mab 28
usado para recubrir la placa de micro titulacién, y el
Mab 29.08, marcado con biotin como segundo anticuerpo.
Usando estos Mab buenos resultados fueron obtenidos con
todas las tres formas (+291, +292 y +331) del r-hsLDILR.
Con todas las formas, la absorbencia en 492/405 nm fue de

cerca de 1,3 OD.

Las tres formas del antigeno r-hsLDLR fueron
analizadas en diluciones seriales con un rango de

concentracién entre 0,9 a 1000 ng/ml. Una curva de
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respuesta de dosis fue obtenida con Mab 28 usado para
recubrir y Mab biotinilado 29.08 c¢omo un segundo
anticuerpo. Esta combinacién dio una respuesta lineal en

un rango de concentracién de 1 a 10 ng/ml de r-hsLDLR.

Los diversos parametros que pueden afectar el ensayo
de ELISA tales como concentracién de reactivos, periodos
de incubacién, seleccién de cargas y placas fueron
optimizados ensayando con los siguientes parametros:

O Recubrimiento de los pozos de la placa de micro
titulacién con 5 a 10 pg/ml de Mab28 en PBS

0 Composiciédn de la carga:

a) PBS + Tween 20

b) Tris + Ca*? + NaCL + Tween 20

O Soluciones de bloqueo:

a) 1% de gelatina en PBS, 0,05% de Tween, 0,005%
de timerosal

b) 1% de BSA en PBS, 0,05% de Tween, 0,005% de
Timerosal

C) 1% de FBS en PBS, 0,05% de Tween, 0,005% de
Timerosal

d) 1% de leche en PBS, 0,05% de Tween, 0,005% de
Timerosal

e} Bloque I, Hy Pep Hy levadura

gT



0 Segundo Mab 29.08, marcado con biotin en
concentraciones de 1:500, 1:1000, 1:2000,
1:4000, 1:8000, 1:10000 equivalentes en un
rango de concentracién entre 10,74 a 0,537
pg/ml,

O Concentraciones de extravidina: 1:500, 1:1000,
1:200, 1:4000, 1:8000, 1:10000 equivalente en
un rango de concentraciétn de entre 4 a 0,2

pg/ml.

Sobre la base de estos experimentos el procedimiento
final para el ensayo de ELISA emparedado descrito en el

ejemplo 6 que se sigue se establecild.

Ejenplo 6 Establecimiento de un ELISA de emparedado

para r-hsLDIR

Un ELISA de emparedado para el r-hsLDLR fue
establecido usando Mab 28 y 29.08. Brevemente la placa
con 96 pozos fue recubierta con 100 pl de un Mab 28
purificado con proteina G (5 ug/ml) durante la noche
entre 2 a 8°C o tres horas a 37°C. las placas fueron
entonces lavadas 5 veces con PBS + 0,05¢ de Tween 20. Las

placas entonces fueron incubadas con 200 pl de 1la
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solucién de bloqueo (PBS + 1% de BSA o Gelatina + 0,05%
de Tween 20 + Timerosal 0,05% durante una hora a 37°C o
durante la noche a 4°C y lavado 5 veces con PBS més 0, 05%
de Tween 20. 100 pl de las muestras o del antigeno de
curva de calibraciém (CHO + 291 r-hsLDLR, 0,5 a 32 ng/ml
diluido en solucién de bloqueo), fueron agregados & los
posos e incubados durante 90 minutos a 37°C con
agitacién. Las placas fueron entonces lavadas 5 veces con

PBS + 0,05% Tween 20.

Se agrego Mab 29.08 biotinilada en 100 nl/pozo (0,67
pg/ml) en solucién de bloqueo, y se incubo con agitacién
durante una hora a 37°C. Las placas fueron lavadas 5
veces con PBS + 0,05% de Tween 20. 100 ul de un conjugado
de extravidina-peroxidasa comercial, (ExtraAvidin TM-
Peroxidasa BioMakor, Cat.# 0645-1) diluida 1:10000 fueron
agradas a los pozos e incubada con agitacién durante una
hora a 37°C. Las placas fueron entonces lavadas 5 veces
con PBS + 0,05% de Tween 20. 125 pl de la soluciédn de
sustrato anteriormente mencionada fueron agregados a cada
pozo y fueron incubados durante cerca de 10 minutos hasta
que se desarrollo color en la intensidad deseada. Lla
reacciéon fue detenida agregando 125 pl de HC1l al 4N. La

absorbencia en las placas de 96 pozos fue leida usando el
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lectoxr ELISA en 492 y 405 nm de longitudes de onda y los
resultados fueron calculados por el software MultiCalc

del computador PC vinculado con el lector ELISA.

Ejemplo 7 Isotipo de anticuerpos monoclonales

El isotipo Ig de anticuerpos monoclonales fue
determinado wusande un Kit de isotibo comercial
(PharMingen Internacional) de acuerdo con el
procedimiento de ensayo del fabricante. Los clones 12.6,
20, 29.8 y 30 fueron identificados como IGgl, mientras

que el clon 50.31 fue encontrado que era de la clase IgM.

Ejemplo 8 Andlisis blot Western SDS-PAGE

La forma +291 del r-hsLDLR purificado y el LDLR
purificado nativo a partir de la orina humana fue
analizado por el analisis western blot con los
anticuerpos monoclonales desarrollados para el r-hsLDLR.
Brevemente un 12% de SDS de poly Acrilamida gel fue
cargado con 100 ng/carril de la forma CHO +291 del r~
hsLDLR o el hsLDLR o TBP-1 urinario nativo de cosecha
cruda {como control negativo)l bajo condicliones de

reduccién (40 mM DIT). Una pista fue cargada con

1



marcadores de bajo peso molecular (LMW). Este conjunto de
muestras fue corrido 5 veces. Las proteinas separadas
sobre los geles fueron transferidas por electro elusién a
membranas de nitrocelulosa. Las membranas fueron
encubadas en PBS que contenia 10% de leche baja en grasa,
0,1% de Tween 20, durante 16 horas. Las membranas fueron
cortadas en tiras y cada tira fue incubada durante 2
horas a temperatura ambiente con uno de los 5 Mab
seleccionados: 12.6, 30, 50.30, 28 o 29.08 (fluidos de

ascitis diluidos 1:4000).

Las tiras de las membranas fueron lavadas con PBS
que contenia 0,1% de Tween 20 (3x15 min) e incubada
durante una hora con el sequndo anticuerpo - cabra anti-
ratén conjugado con peroxidasa-alcalino fosfatasa de
rdbano picante (diluido 1:10000, BioMarkor) durante dos

horas a temperatura ambiente.

Las tiras fueron lavadas con PBS que contenia 0,1%
de Tween 20 (3x15 min). Las bandas positivas fueron
detectadas por mejoramiento quimoluminicente (ECL,

Amersham) ,
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Los anticuerpos monoclonales #12,6 y #29.8
reconocieron ambos la urinaria como en la forma +291 del
r~-hsLDLR purificado en el andlisis western blot (figura
2). Los Mab 28 y 30 reconocieron la forma +291 del r-

hsLDLR purificado.

¥jemplo 9 Inhibicién de la actividad antiviral r-hslDIR

por anticuerpos monoclonales

Los Mab que especificamente reaccionaron con el r-
hsLDLR fueron ensayaiioa en cuanto a su habllidad para
blogquear la actividad antiviral del r~hsLDLR forma (+291)
in Vitro, usando un ensayo de inhibicién de efecta

citopatico (CPE) en un sistema VSV/WISH.

Las células WISH (de origen amnion humano) fueron
cultivadas en MEM suplementadas con 10% de FBS y 4 mM de
glutamina en un incubador a 37°C con CO: al 5%. Las
células que crecleron exponencialmente fueron sembradas
en placas de cultivo de tejidos de 96 pozos, a una
densidad de 40000/pozo durante 24 horas antes de 1la
iniciacién del ensayo. Las muestras fueron ensayadas y el
esténdar fue diluldo y dispensado dentro de los pozos que

contenian las células. E1 VSV fue inmediatamente agregado
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a los pozos, a una multiplicidad de infecci6tn (MOI) de
0,5 pfu/célula. Las placas fueron incubadas entre 16 a 18
horas a 37°C y fueron entonces lavadas con etanol. La
monocapa de células sobrevivientes fue wista por manchado
con Violeta Cristal Gram. La cuantitacién del efecto
citopatico relative al est&ndar fue 1llevado a cavo
graficando la densidad de color contra la concentracién

estandar.

Para el andlisis del efecto neutralisante de los
anticuerpos, el r-hsLDLR fue pre-incubado durante 30
minutos a 37°C, con concentraciones aumentantes de fluido
de ascitis del Mab ensayado. Estas soluciones fueron
entonces agregadas a los cultives de las células WISH en
96 placas de micro titulo, seguido por la adicién de
virus vesicular somatitis (VSV). Después de 18 horas de
incubacién, la lisis de células mediadas por el VSV fue
determinado por el manchado de las células remanentes con
violeta cristal. La semi-cuantitacién del efecto
sitopatico relativo con el estidndar fue llevado por medio
de graficar la intensidad de color (determinado por un

lector ELISA) contra la concentraclédn esténdar.

s2f



52

El efecto de los Mab fue ensayado con
concentraciones e incrementadas de r-hslLDLR. Como se
muestra en la tabla 1 dos Mab (12.6 y 50.30) se hallaron

que mostraban una actividad neutralizante.

En el experimento mostrado en la tabla 1, el efecto
inhibitorio de los dos Mab fue ensayado a una dilucién de
1:40 de los fluidos de ascitis. En esta dilucidén, el Mab
12.6 mostré una actividad algo mayor que el Mab 50.30.
Esto puede resultar de las propledades de los Mab al
igual de las diferencias en sus concentraciones en el

fluido de ascitis.

El efecto inhibitorio de lcs Mab se puede sobreponer
incrementando el r-hsLDLR relativo con la concentracién
Mab. De hecho Concentraciones de r-hsLDLR de 62,5 U/ml,
ninglin Mab tenia ningin efecto sobre la actividad r-

hsLDLR en la concentracién de anticuerpo analizada.
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Tabla 1: Inhibicién de la actividad antiviral del r-

hsLDLR por los clonas 12.6 y 50.30°

Concantracién de IDLR
VBvV/Mab (U/ml)

0 2.5 12.5 62.5
-VsvV 1.5 1.2 1.6 1.5
+ V5V (0.25) 1 7(1.7) 1.7
+VSViclon 50.30 | 6(0.4) 0.88 {(1.25) 1.62
+VSV+clon 12.6 5(0.5) 0.77 7(0.7) 1.67

® Inhibicién de la actividad antiviral r-hsLDLR contra la
lisis de células mediadas por VSV de células WISH. El
efecto inhibitorio de los Mab fue determinado a una
dilucién de 1:40 del fluido de ascitis. El nimero de
células viable es representado en la tabla en valores OD.
Los numeros entre corchetes represantan repeticién
llevada a cavo en a 0 y 12.5 U/ml en concentraciones de

LDLR.
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La inhibicién de la actividad antiviral del r-hsLDLR fue
determinada usando concentraciones incrementadas de Mab
12.6 y 50.30. E1 Mab 12.6, inhibié la actividad antiviral
del r-hsLDLR, en aproximadamente 60% en una dilucién de
1:40 (del fluido ascitis) y en aproximadamente 35% en una
dilucién de 1:20500. El1 clon 50.30 inhibi6é la actividad
del r-hsLDLR en aproximadamente 45% a una dllucién de

1:40 y aproximadamente del 15% a una dilucién de 1:20500.

La curva de respuesta, de dosis obtenida con ambos
Mab, y la observacién de que su efecto inhibitorio no
estaba emparejado por el exceso de r-hsLDLR, suglere que

los Mab ejercen su efecto por ligado al r-hsLDLR.

Ejemplo 10 1Inhibicién de la replicacién HCV por

anticuerpos monoclonales

Los Mab especificos para el r-hsLDLR fueron
engayados en su habilidad para inhibir la replicacién HCV
en hepatocitos en cultivos primarios. Los cultivos de
células FT167 se derivaron a partir de pacientes machos
de 57 aflos de edad que requerian una resecciédn de
lobectomia para propésitos médicos (metastasis de un

tumor del colon lé6bulo derecho).
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L.os cultivos primarios de los hepatocitos humanos
fueron preparados por las dos etapas del método de
perfusién de colagenaza (Laurel P. Adv. Drug DEL. Rev.
22:105-132 (1996), Pichard L. et al. Mol. Pharmacol.
41:1047-1055 (1992}, Ferrini JB. Et al. Chembiol
Interactions 107:31-45 (1997)). La viabilidad dé las
células antes de platear fue determinada usando un ensayo
de exclusién azul tripan. Cuatro millones de células en
tres ml de medio de cultivo fueron colocadas en platos
plésticos de 60 mm tres recublertos con colageno. El
medio de cultivo libr3e de suero de largo término
consistia de William E suplementado comc se publicd
(Lanford r. et al. In Vitro Cell Dev. Blol. 25:174-182
(1989) . Este medio fue subsecuentemente renovado cada 48
horas. Los cultivos fueron mantenidos a 37°C en una
atmésfera himeda de aire y 5% de didxido de carbono. Bajo
astas condiciones de cultivo, los hepatocitos humanos
retienen su fenotipo diferenciado durante por lo menos 35
dias (ferrini JB. et al.,Chem-Biol Interactions 107:35-41
(1997)) y son sensibles a la infeccién HCV y permiten o
permisivos a la replicacién del genoma viral (Fournier C.

Et al. J. Gen Virol.79:2367-2374 (1998)).
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La muestra de suero positivo al HCV: un banco de suerc
humgno de pacientes ensayados en cuanto al anticuerpo
anti HCV positivo por el EIA HCV 3.0 y quiron RIBA HCV
3.0 SIA ha sido establecido. Ninquno de estos paclentes
fue co infectado con HBV o HIV, En cada muestra de suero
BCV RNA el RNA fue cuantificado por el monitor Roche y
genotipiado por un ensayo de probeta de linea (Inno -Lipa
HCV 1I, Innogenetics). Las muestras de suero fueron
almacenadas a menos -80°C, en pequefias alicuotas para
poder evitar los ciclos de congelamiento-de cielo. En
estos experimentos la muestra es de 42 (genotipo 1b;

carga viral: 410 000 copias/ml)fue usado.

Para la infeccién y tratamientos subsecuentes, los
cultivos de hepatocito fueron transferidos bajo
condiciones estériles a un laboratorio P3 (alto
confinamiento para microorganismos infecclosos humanos).
Tres dias después de plantados, cuando las células han
sido recuperadas del traumatismo del aislamiento, la

infeccién in Vitro de hepatocitos fue llevada a cabo
durante incubacién en la noche con 25 ul. de suero

positivo de HCV (S42) en 3mli de medio. Después de la

infeccibdn, las células fueron lavadas tres veces con 3mL
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de medio fresco y el cultivo fue continuado bajo
condiciones normales en medio del cultivo de largo

término.

Las células fueron tratadas con 3 diferentes Mab
contra r-hsLDIR, el Mab 12.6, el Mab 28 y el Mab 29.8.
Treinta minutos antes de la infeccién, las células fueron
expuestas a 2 o 8u/ml de los diferentes Mab. Estas
células fueron infectadas como se describld

anteriormente.

Los cultivos de control fueron infectados bajo
condiciones similares pero en la ausenclia de tratamiento
antiviral. En experimentos paralelos, los mismos cultivos

fueron tratados con 5000u/mL de IFNa, bajo condiciones

similares por comparacién el IFNa,inhibe fuertemente la
replicacién HCV de las células referencia). Todos los

tratamientos fueron llevados a cabo en duplicado.

En el dia 5 de peost infeccién, el medio fue removido
Y los cultivos lavados tres veces con un fosfato frio
cargado con sal. E1 RNA fue purlficado entre 4 x 10°

hepatocitos usando un procedimiento de extracciédn por
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fenol acldo de isoclanato guanidinio (Chomezynskli EN. And

Sacchli N. Analyt. Biochem. 162: 156-159 (1987))., El1 RNA
precipitado fue disuelto en 50u de dietilpirocarbonato

(DEPC)-t agua y cuantificado. Un ugde RNA celular fue
analizado en el ensayoc de hilo especifico de rTth RT-PCR.
Evitar posible contaminacién, el ensayoc de hilo
especifico RT-PCR fue 1llevade a cabo secuenclalmente
usando tres cuartos diferentes: un cuarto pre~PCR, un
cuarto PCR y un cuarto post PCR. El RNA disuelto en 10ul
de DEPC- tratado con agua fue cubierto con agua mineral y
calentado a 95°C durante un minuto. La temperatura fue
bajada a 70°C y 10ul de la reaccién cDNA precalentada de
mezcla fue agregada. La temperatura fue entonces bajada a
60°C durante 2 minutos para templado y la reacclén cDNA
fue llevado a cabo durante 20 minutos a 70°C usando la
polimeraza de DNA rTth (Perkin Elmer). La temperatura fue
mantenida a 70°C mientras que 40pl de una carga
precalentada que contenia EGTA como que latante de Mn?**
fue agregada para suprimir la actividad rTth RT. Los
tubos de reaccién fueron mantenidos a 70°C mientras que
40pl de la mezcla PCR precalentada fue agregada. Las
condiciones PCR llevadas a cabo sobre el sistema Gene Amp

® PCR 9600 (Perkin-Elmer), consistieron en un ciclo
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inicial a 94°C durante un minuto, 50 ciclos a 94°C
durante 15 segundos, 58 °C durante 30 segundos, 72°C
durante 30 segundos y una etapa de extensién final a 72°C
durante 7 minutos. Para el ensayo positivo de la cadena
HCV RNA, 1la secuencia del nuclebdtido del 1inicilador
inverso P3 es: 5’ ~-TGG/ATGCACGGTCTACGAGACCTC-3", (nt 342-
320) y aquel del 1iniciador P4 delanterco es: 5°'-
CACTCCCCTGIGAGGAACT-3°, (nt: 38-56), (Laskus T. Et al. J.
Gen. Virol. 78:2747-2750 (1997)).Los mismos imprimantes
fueron usados en orden inverso para detectar la cadena
negativa. Un décimo del producto amplificado fue
analizado por electroforesis de gel sobre agarosa (2%),
sequido por coloracién con BET y fotografia bajo luz UV.

En todas las series de experimentos, las diluciones del

HCV RNA sintético (+) Y (-) fueron hechas y un g de RNA
de higado total fue agregado a la mimica de las
condiciones para el andlisis de los hepatocitos
cultivados, Estas mezclas fueron usadas como controles

positivos para los ensayos y analisis RT-PCR.

La figura 3 muestra que la produccién del hilo de la
secuenclia negativa HCV, en la presencia del Mab contra

LDLr fue completamente inhibida en el cultivo FT167. Por
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lo tanto la replicacién del genoma wiral fue inhibida
fuertemente. Los resultados fueron consistentes con el
punto de vista de que el LDLR puede ser un receptor para

el HCV.

Ejenmplo 11 produccién des antiocuerpos quiméricos para el

LDLR

El mRNA es purificado a partir de una linea de

hibridoma que produce mAB especifico para el LDLR.

El cDNA especifico sintetizado con oligonuclebdtidos
complementarios al extremo 5° del ex6n CH1 a partir de
una cadena gruesa de dominio variable (oligo 1) y desade
el 5° del Ckhexon del dominioc de variable de cadena
liviana (oligo 2) usando el mRNA purificado como una

plantilla.

Dos cDNA son obtenidos uno de los cuales codifica la
reqgién variable (especlfica para el LDLR) de cadena
gruesa, y el otro la regién variable (especifica para el
LDLR) de 1la cadena liviana. lLos CcDNA son clonados y

secuenciados.



61

Para la construccién de la cadena pesada quimérica,
la regiétn variable de un gen de cadena pesada Ig humano
clonado es intercambiado (usando manipulaciones
genéticas) para el DNA clonado que codifica el dominio
variable de ratén (especifico para LDLR) de cadena
pesada. Las manipulaciones genéticas incluyen la escisién
de la regién variable para el Ig humano, usando enzimas
de restriccién especifica y de ligacién de la regién de
un variable del ratém. E1l mismo procedimiento es llevado

a cabo para obtener la cadena liviana quimérica.

Dos plésmidos de expresién de mamiferos son
construidos, una que incluye el gen de cadena pesada
quimérica y el otro que incluye el gen de cadena liviana
quimérica. Ambos vectores son usados para cotransfectar

la linea de células de hibridoma (SP6).

La produccién de LDLR especifico Ig no es ensayada
por ELISA o por western blots usando sopas de cultivos de
células transfectantes como segin anticuerpos
gecundarios. La afinidad del anticuerpo quimérico a su

ligando es monitoriada por Biacore.
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Ejemplo 12 Preparacién de ratén transgénico que ha sido
manipulado con ingenieria genética para contener el loal
de gen de inmunoglobulina humano (xenomice) y preparacidén

del mAB humano contra el Hldlr.

La preparacién del xenomice es descrita en WO
98/24893 y Mendez M,J. Et al Nature genetics 15; 146-56

(1997).

Los cromosomas artificiales de levadura humana (YAC)
en sus librerias son tamizados para el YAC que contiene
la regidén variable de cadena pesada humana (cerca de 1000
kb) (método de clonacién YAC es el método de escogencia
cuando se Insertan tamafios mayores a 100 kb que los

requeridos).

Los YAC se caracterizan por el andlisis Southern
blot y por la electroforesis Pulse Fleld (PFGE). Los YAC
deben incluir el Cu C§, Dh y Vh las regiones y en la

configuracién de lineas de gé&rmenes.

/s



A través de 1la utilizacién de 1las secuencias
traslapantes contenidas en los YAC, los YAC se recombinan
en levadura mediante una estrategia de combinacién paso a
paso. BAntes de la recombinacién el YAC del extremo 3° (con
la regién V) se liga al marcador seleccionable PRET. lLa
estructura del YAC recombinado se confirma medlante
andlislis PFGE y “Southern blot”

(presencia de locus de cadena pesada desde la regiétnm C

hasta la regién Vh en configuracién de linea germinal)

El brazo acéntrico del YAC es marcado con un vector
que lleva la regién constante completa y2, un promotor de
ratén, un gen de resistencia a la neomicina, para lograr
la cadena pesada final que contiene la regiétn variable
completa por ejemplo los genes 82 Vh, 10 genes 6 Jh y
tres regiones constantes diferentes Cu c8 Cy con sus
secuenclas regqulatorias correspondientes. Este YAC es
designado como YH2. Esta construccldn es usada para la

produccién del xenoratédn.

Una estrategia similar a aquella usada

anteriormente se utiliza para la reconstruccién de loci

3



capa solamente que: el marcador de seleccién de neomicina
es ligado al YAC reconstruido que contiene el locl capa

completo. Este YAC es designado como Yk2.

Los YAC que contienen el Yh2 son introducidos dentro
de células ES wvia fusién del YAC gque contiene el
esferoplasto de levadura con HPRT deficiente células ES

de ratdén deficlente E14.TG3B.

En las células positivas HPRT son seleccionadas. Los
clones positivos son propagados y analizados por andlisis
Southern blots y por CHEF blot. Los clones que contienen

el YH2 intacto YAC son selpccionados.

La introduccidn y seleccién del YAC Yk2 en
células ES es llevada a cabo similarmente segfin se

describié para el YAC yH2.

El YH2 que contiene 1las células ES son micro
inyectadas en los blastocitos C57BL/6J DEL RATON. Llos
machos quiméricos producidos son evaluados en cuanto a la

transmisién de linea de gérmenes para la progenia.
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Los ratones ftransgénicos YH2 o Yk2 son crecidos con
DI mice (homozigos para genes de ratén objetivo
inactivado de loci de cadena capa y pesada). Cada uno de
los yH2; de cadenas transgénicas DI son alimentados con
Yk2; la cadena transgénica DI para generar las cadenas

Xenoratén.

La reconstitucién del desarrollo de células B y la
produccién de anticuerpos en el xenoratén se evalGa por

cltometria de flujo y ELISA.

La inmunizacién del xenoratdn se lleva a cabo como

se describibé en el ejemplo 2.

Los métodos para la preparacién de hibridoma vy
tamizado de clones positivos son similares a aquellos

descritos en los ejemplos 3 y 4.

Los clonesa de hibridoma 12.6, 28, 29.8, 30 y 50.30
fueron depositados en la coleccién nacional de cultivos
de microorganismos (CNCM), Institute Pasteur, Paris, bajo
el tratado de Budapest y fueron depositados de acuerdo
con los Nos. I-2380, 1I-2391, 1I-2392, I-2393 y I-2394,

respectivamente.

A
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REIVINDICACIONES

/ Un anticuerpc monoclonal, anticuerpo quimérico,

anticuerpo completamente humanizado, anticuerpo anti-

cla KWJP

anti-Id o fragmento de ellos que especificamente reconoce
"—-____--___

y se liga al receptor LDL humano y a fragmentos de él1,

excepto el anticuerpo monoclonal C7.

2. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
reivindicacién 1 que especificamente reconoce y se liga dt'

al receptor LDL soluble humano.

3. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con 1la
reivindicacién 1, que siendo el Mab expresado por el clon

hibridoma 12.6 depositado en el CNCM bajo No. I-2390.

4 Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la Uj},‘ *) ‘
reivindicacién 1, siendo el Mab expresado por el clon \ED

hibridoma 28 depositado en el CNCM bajo No. I-1291. _

5. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con 1la
reivindicacién 1, siendo el Mab expresado por el clon

hibridoma 29.8 depositado en el CNCM bajo No. I-2392.

et me —
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/ Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la
reivindicacién 1, siendo el Mab expresado por el clon

hibridoma 30 depositado en el CNCM bajo No. I-2393. U/

7. Un anticuerpo monoclonal de acuerdo con la'

or el clon

reivindicacién 1, siendo el Mab expresado

hibridoma 50.30 depositado en el CNCM bajo el No. I-2393.

8. Anticuerpos monoclonales de acuerdo con una
cualquiera de las reilvindicaciones 3 a 7 que pertenecen

al isotipo de la inmunoglobulina IgG: o IgM.

9. Un método para la detecciédn y/o cuantificaciédn del
LDLR humano que comprende el uso de un anticuerpo d(\,\a
monoclonal de acuerdo con una cualquiera de las

r {vindicaciones precedentes.

\' 10. Anticuerpos monoclonales de acuerdo con la
reivindicacién 1 que son capaces de ser usados como par
en un ELISA.
1. anticuerpos monoclonales de acuerdo con la e‘“y
reivindicacién 10, siendo los anticuerpos monoclonale7

generados por el clon hibridoma 28 o el clon 29.8.



\A

S

//;:. Anticuerpos monoclonales de acuerdo con 1a?

relvindicacién 1 capaces de identificar el LDLR en

anidlisis Western Blot. 1uw},_

%?{f Anticuerpos monoclonales de acuerdo con la

reivindicacién 12 siendo 1los anticuerpos monoclonale
generados por el clon hibridoma 12.6, el clon 28, el CI%]

29.8 o el clon 30,

.1A4. BAnticuerpos monocclonales de acuerdo con la

reivindicacién 1 capaces de_ neutralizar la activida \C}“Lr'

biolégica antiviral del (r-hsLDLR chk

*17{:. Anticuerpos monoclonales de acuerdo con la
reivindicacién 14 siendo los anticuerpos monoclonales

generados por el clon de hibridoma 12.6 o c¢lon 50.30.

lA{/ Anticuerpoe monoclonales de acuerdo con 1la ) ]
reivindicacién 1 capaces de inhlbir la replicacién del
virus de hepatitis C.

N
17. Anticuerpos monoclonales de acuerdo con la

reivindicaclén 16 siendo 1los anticuerpos monoclonales
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generados por el clon de hibridoma 12.6, clon 28 o clon

29.8.

/18. El clon de hibridoma 12.6 depositado en el CNCM bajo

el No. I-2390.

/19. El clon de hibridoma 28 depositado en el CNCM bajo

el No., I-239l.

/120. El clon de hibridoma 29.8 depositado en el CNCM bajo
el No. I-2392.
/21. El clon de hibridoma 30 deposlitado en el CNCM bajo

el No. I-2393.

/22. El clon de hibridoma 50.30 depositado en el CNCM

bajo el No. I-2393,

23. Un método para preparar un anticuerpo monoclonal de
acuerdo con la relvindicacién 1, que comprende hacer
crecer un hibridoma clonado que comprende una célula de
vaso de un mamifero inmunizado con hsLDL: y una célula

linfoide homogénica o heterogénica en un medio liquido o
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abdomen de mamifero para permitir al hibridoma producir y

acumular el anticuerpo monoclonal.

24. Un método de acuerdo con la reivindicacién 21 en
donde el LDLR inmunogénico es altamente purificado de T%“‘Jj

LDLR humano.

25. Un método para purificar LDLR humano que comprende
poner en contacto un material que contiene el LDLR humano
con un anticuerpo monoclonal de acuerdo con una

cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.
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Se suministran anticuerpos monoclonales al receptor
ILDL que son fitiles para la i1dentificacién y purificacién
del LDL y en el tratamiento de por ejemplo la infeccién

de hepatitis C.
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