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Patentanspruch:

Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikérpern gegen Rinderserumaibumin (RSA) durch
Fusion von Milzzellen von Balb/c-Mausen, die mit gereinigtem RSA immunisiert wurden, mit
Myelomzellen in der Zellkultur, Selektion antikdrperproduzierender Hybridome, deren Klonierung und
nachfolgende Vermehrung, dadurch gekennzeichnet, dal’ X63-Ag 8.653 Myelomzellen eingesetzt und
die Antikérper durch Kultivierung oder durch Transplantation in Ascitesform des Hybridoms A23-A/D3
(ZIM-Liste 1983: 0004) produziert werden.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikérpern gegen Rinderserumalbumin (RSA).
Anwendungsgebiet der Erfindung sind die biologisch-medizinische Grundlagenforschung, die biologische und medizinische
Diagnostik und die Biotechnologie.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Albumin ist das mengenmaRig vorherrschende Protein im Serum von Sdugetieren. RSA wird als Trégerprotein fir die
unterschiedlichsten niedermolekularen Substanzen verwendet, um z.B. deren Stabilitdt oder Immunogenitéat zu erhéhen. Es ist
Bestandteil vieler Zelikulturmedien und tritt damit haufig ais Nebenprotein bei der Gewinnung von Bioprodukten aus
Zellkulturen auf. Nachweis sowie Anreicherung oder Entfernung von RSA sind daher regelmaBig notwendige biochemische
Aufgaben. Fir Nachweisverfahren eignen sich Immuntests am besten. Fir die Anreicherung bzw. Entfernung von RSA ist die
Immunaffinitatschromatographie die Methode der Wahil. Die Bereitstellung von spezifische Antikdrpern gegen RSA ist fur diese
Methoden unbedingte Voraussetzung. Monokionale Antikorper erfiillen die Anforderungen am besten, da sie in gro3en Mengen
in hoher Reinheit und Spezifitat produziert werden kénnen.

Die Herstellung dieser Antikorper erfolgt durch die Technik der Zellfusion und Selektion antikdrperproduzierender Hybride. Im
EP 131415 werden monoklonale Antikérper gegen RSA (Hybridomkion KM-10, Myelomlinie F5-U 1) der Immunglobulinkiasse
IgG 1 beschrieben. Diese Antikérper sind bezliglich Spexzifitat und Affinitat nicht fir den Aufbau von hochempfindlichen
Testsystemen geeignet.

Ziel der Erfindung

Die Erfindung hat das Ziel, weitere monoklonale Antikérper mit verbesserten Eigenschaften gegen Rinderserumalbumin
herzustellen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Das erfindungsgemaRe Verfahren zur Herstellung von monoklonaien Antikdrpern gegen RSA ist dadurch gekennzeichnet, da
man Milzzellen von Balb/c-Mausen, die mit gereinigtem RSA immunisiert wurden, mit X63-Ag 8.653 Myelomzelien fusioniert,
die Hybride in einem Selektivmedium kultiviert und auf die Produktion spezifischer Antikérper prift. Dies kann mit einem
Festphasen- Fluoreszenztest erfolgen, der folgendermaf3en durchgefiihrt wird:

Anti-Maus-Immunglobulin wird an Nitrozellulose-Plattchen gebunden, danach erfolgt eine Inkubation mit dem Kulturtberstand
der Hybridome und anschlieBend eine weitere mit RSA, das mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert wurde.

Die Auswertung erfoigt in einem Mikrofluorometer. Die positiven Hybride werden kloniert und zur Produktion der monokionaien
Antikorper entweder in der Zellkultur weiter vermehrt oder auf Mause in der Aszitesform transpiantiert (Antik6rpertiter in Ascites
>108). Der Hybridomklon ist frei von Mykoplasma und wichst sehr gut im Medium mit Pferdeserum.

Der auf erfindungsgemafle Weise hergestellte monoklonale Antikdrper (mAK) gegen RSA gehdort der immunglobulinkiasse
IgG2a an und reagiert mit Protein A. Damit werden die analytischen und préparativen Méglichkeiten gegeniiber den bisher
bekannten Antikorpern erheblich erweitert (keine Reaktion mit Protein A). Im Sandwich-ELISA kénnen unter Benutzung dieses
mAK <7ng RSA nachgewiesen werden. Der erfindungsgeméR hergestellte mAK weist keine Kreuzreaktivitat mit humanem
Serumalbumin auf.

Die entscheidenden Vorteile dieses mAK liegen also darin, daf} er sehr spezifisch und hochtitrig ist und mit Protein A reagiert.
Wesentliche Voraussetzung flr die Herstellung von monokionalen Anti-RSA-Antikérpern ist die Verwendung eines
Zellkulturmediums, das frei von RSA ist. Geeignet ist das Zellzuchtmedium RPMI 1640 mit einem Zusatz von 10% Pferdeserum.

Ausfithrungsbeispiei

1) Herstellung der Hybridome: Milzzellen von Balb/c-Mausen, die mit gereinigtem Rinder-Serumalbumin immunisiert worden
waren, wurden mit X63-Ag 8.653 Myelomzellen gemaR (iblichen Techniken fusioniert (KOHLER, G. und C.MILSTEIN, Nature
1975, 256, 495~-497; HUDSON, L. und F.C.HAY, Practical Immunology, 2. Aufi., Oxford 1980).

Die Myelom-Zellinie X63-Ag 8.653 wurde von KEARNY, J.F., A.RADBRUCH, B. LIESEGANG und K. RAJEWSKY, J. Immunol.
1979, 123, 1547~-1557 beschrieben. Als Zellkulturmedium diente RPMI 1640 mit 10% Pferdeserum.



242 423

2) Die Selektion antikdrper-produzierender Hybride mit einem Festphasen-Fluoroimmuntest erfolgte analog der-Methode von
MICHEL, B., KARSTEN, U. und H.FIEBACH, J.Immunol. Meth. 1981, 46, 41—46. . '

3) Positive Hybridome wurden vermehrt und in flissigem Stickstoff konserviert. AntikGrper wurden sowohl in vitro
(Kulturtiberstand) als auch in vivo (Aszitesflissigkeit) produziert.

4) Folgender Hybridomklon, der monokionale Antikérper gegen RSA erzeugt, wurde erhaiten:

A23-A/D3 )

Er wurde in der ZIM-Hinterlegungsstelle fiir Zellinien unter der Nummer ZIM-0004 hinterlegt. Spezifitatstests ergaben eine
ausschlieBliche Reaktion mit RSA, nicht jedoch mit humanem Serumalbumin (HSA).
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