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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung monokionaler Antikdrper gegen ein Antlgen von
menschlichen Monozyten. Die Erfindung hat das Ziel, ein Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikdrper
anzugeben, das in leicht beherrschbarer Weise die kostengtinstige Produktion von gréReren Mengen spezifischer
Antikérper gegen Membranantigene humaner Monozyten gestattet. Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein
nachvoliziehbares Verfahren anzugeben, in dessen Verlauf zunachst Hybridome erzeugt werden, die leicht und ohne
Aufwand handhabbar sind und deren Kultivierung in technisch und dkonomisch vorteilhafter Weise méglich ist. Unter
Verwendung dieser Hybridome sollen in anschlieBenden Verfahrensschritten monoklonale Antikdrper erzeugt
werden, die mit Antigenen reagieren, die sich auf der Membran von menschlichen Monozyten befinden. Die Aufgabe
wird geldst durch die Erzeugung des Hybridoms RoMo 1, dessen Kultivierung in vitro oder in vivo und Abtrennung des
monoklonalen Antikérpers RoMo 1. '
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Verfahren zur Herstellung monaoklonaler Antikorper, dié humane Monozyten erkennen, dadurch
gekennzeichnet, dad weibliche Balb/c-M&use mit humanen adhéarenten. mononukleéren Zellen
immunisiert werden, die Milzzellen der hypenmmunen Maéause mit Myelomzellen hybridisiert
werden, Hybridomzellen RoMo 1 selektioniert werden, die selektionierten Hybridomzellen
kultiviert oder in Méause injiziert werden, die Kultu rﬂuss&gkelt oderdie Asmtesﬂusmgkeﬁ gewonnen
und der Antikérper RoMo 1 isoliert wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da Hybrldomzellen RoMo 1 kloniert und
rekloniert werden und ein Subklon selektioniert wird. _

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl zur Immunisierung 6-8 Wochen alte
weibliche Balb/c M&ause verwendet werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Myelomzellen solche die Linie
P3-x63-Ag8.653 eingesetzt werden.

. Verfahren nach Anspriichen 1 und 3 bis 4, dadurch gekennzelchnet daR die Immunisierung der

Mause durch drei Injektionen von humanen adhdrenten mononukleéren Zellen erfolgt.

. Verfahren nach Anspruch 1 und 3 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die letzte Immunisierung

4 Tage vor der Isolierung der flr die Hybridisierung bestimmten Milzzellen vorgenommen wird.

. Verfahren nach Anspriichen 1 und 4, dadurch gekennzeichnet, dal? das Verhaltnis von

Myelomzellen zu Milzzellen, die zur Fusion bestimmt sind, etwa 1:1 betragt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR im Verfahrensschritt die Abtrennung
der nicht hybndlsnarten Myelomzellen von den Hybridzellen durch das verwendete Kulturmedium
enthalten ist.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet dald als Kulturmedlum RPMI- 1640
verwendet wird.

Verfahren nach Ansprlchen 1 und 9, dadurch gekennzeichnet, daf3 dem Kulturmedlum 10mM
HEPES,5:10™°M Mercaptoethanol 0,6g/! Glutamin, 10° IU Penicillin und 0,29/l Streptomycm/l
zugesetzt) werden.

Verfahren nach Anspriichen 1 und 9 bis 10, dadurch gekennzelchnet daf3 dem Medium fetales
Kalberserum oder Rinderserum zugesetzt werden. -
Verfahren nach Anspruch 1, 10 und 11, dadurch gekennzeichnet, daf der Antell des fetalen
Kalberserums am Kulturmedium 10%, der des Rinderserums ebenfalls 10% betrégt.

Verfahren nach Anspruch 1, 9 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daR bei 37°C kultiviert wird.
Verfahren nach Anspruch 1, 9 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dal’ der CO,-Gehalt der
Atmosphare (iber dem Kulturmedium ca. 5% betrégt.

Verfahren nach Anspruch 1 und 9-14, dadurch gekennzeichnet, daf (iber dem Kulturmedium
hohe Luftfeuchtigkeit herrscht, die bis zur Sattigung der Atmosphare mit Wasserdampf reichen
kann.

Verfahren nach Anspruch 1 und 9-15, dadurch gekennzeichnet, daf3 3—4 Tage kultiviert wird.
Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal3 von der gewonnenen Kulturflissigkeit
die zellularen Bestandteile abgetrennt werden, der klare Uberstand, der den monoklonalen
Antikérper RoMo 1 enthalt, entweder direkt weiter verwendet wird oder Reinigungs- und
Anreicherungsoperationen unterzogen wird, wie z.B. Affmltatschromatografle an Protein A-
Sepharase 4B.

Verfahren nach Anspruch 1 und 17, dadurch gekennzelchnet dal3 der gereinigte oder ungereinigte
Kulturiiberstand nach Lyophilisieren in eine dauerhafte Aufbewahrungsform Gberfihrt wird.
Verfahren nach Anspruch 1 und 17, dadurch gekennzeichnet, dal? die abgetrennt zelluldren
Bestandteile, die aus Zellen des Hybridoms RoMo 1 bestehen, erneutin Kulturgenommen werden
konnen:

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet dafd der lyophllls,lerte An'ukorper RoMo 1
bei +4°C aufbewahrt wird.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikérper fir Antigene humaner peripher Blutmonozyten.
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Charakteristik der bekannten technischen Lésungen

Es ist bereits bekannt, monokionale Antik&drper herzustellen. Kéhler und Milstein (Nature 256 [1975], 495) haben durch Fusion
antikdrperbildender Zellen mit einer permanent wachsenden Plasmozytomlinie eine Hybridzellinie erzeugt, die permanent -
wichst und stabil Antikdrper sezerniert. Diese Prinzipl@sung hat dazu gefiihrt, dal’ verschiedene Hybridomlinien, die Antikdrper
unterschiedlicher Spezifitt produzieren, hergestellt worden sind. So sind monoklonale Antikdrper bekannt, die mit-
menschlichen Monozyten z.T. spezifisch reagieren (Nunez, G., Vgolini, V., Capra, J.D., Stastny, P., Scand. J. Immunol 16 [1982]
525-523, Fiebig, H., Behn, J., Kupper, H., Ambrosius, H.: 1983},

Es sind jedoch keine Hybridomlinien bekannt, die in hoher Ausbeute den monokionalen Antikdrper RoMo 1 produzieren.

Ziel der Erfindung

Die Erfindung hat das Ziel, ein Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikorper anzugeben, das in leicht beherrschbarer -
Weise die kostenglnstige Produktion gréRerer Mengen spezifischer Antikérper fiir Zelloberflachenantigene menschlicher
Monozyten gestattet. Dabei soll gleichbleibende Qualitit gewahrleistet sein, die Antikorper sollen stabil und damit lagerféhig
sein und sich zur Verwendung in einem einfachen und exakten Nachweistest fir hGmane Monozyten eignen, wobei
Kreuzreaktionen mit Zelloberflachenantigenen anderer Zellen nicht vorkommen sollen. Durch das Zurverfligungstelien der

‘monoklonalen Antikdrper soll der Stand der Technik bereichert werden.

\

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein nachvollziehbares Verfahren anzugeben, in dessen Verlauf zunachst Hybridome
erzeugt werden, die leicht und unaufwendig handhabbar sind und deren Kultivierung in technisch und 6konomisch vorteijihafter
Weise moglich ist. Unter Verwendung dieser Hybridome soll in anschlieRenden Verfahrensschritten ein monoklonaler
Antikérper erzeugt werden, der mit auf Monozyten ausgeprédgten Antigénen reagiert. Erfindungsgemaéf wird die Aufgabe
dadurch geldst, dafd zunéchst nach einem an sich bekannten Verfahren adhérente mononukleére Zellen aus dem Blut von
gesunden Spendern isoliert werden. Durch zweifache Adhérenz an Glas werden die adhdrenten mononukleéren Zellen
abgetrennt. Mit in der vorstehend beschriebenen Art und Weise gewonnenen humanen adhérenten mononukleéren Zellen
werden erfindungsgemaR Mause immunisiert. Es werden 6-8 Wochen alte weibliche Balb/c Mause verwendet. Die
Immunisierung erfolgt durch dreimalige Applikation des Antigens, wobei zwischen der zweiten und dritten Injektion mindestens
4 Wochen Abstand liegen. Aus den Milzen derart hyperimmunisierter Méduse werden in an sich bekannter Weise Lymphozyten
separiert. Die B-Lymphozyten dieses Zellgemisches werden mit-Maus-B-Myelomzellen fusioniert bzw. hybridisiert. Die
notwendigen Maus-Myelomzellen P3-X-63Ag8.653 (Kearney et. al., J. Immunol. 123 [1979]) werden in RPMI 1640 mit 10%
fetalem Kélberserum oder Rinderserum geziichtet. In'einem Kulturmedium, welches Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin
enthalt (Littlefield, Science 145 [1964] 709), werden die gebildeten Hybridome von den nichtfusionierten Myelomzellen
abgetrennt und erfindungsgeméR Zellklone selektioniert, die Antikérper der gewiinschten Art sezernieren. Die Selektionierung
der Hybridome erfolgt dadurch, daR die Zellen unmittelbar nach der Fusion in zahlreiche’2mi-Kulturen aufgeteilt werden. Die
Uberstinde der die aufwachsenden Hybridzellen enthaltenen Kulturen werden auf die Anwesenheit von Antikérpern Uberprift,
die nur mit Membranantigenen von menschlichen Monozyten reagieren.

Hierzu wurden alle Kulturiiberstdnde mit angereicherten Blutmonozyten getestet. Nur die Kulturen wurden weiter verwendet,
die mitden angereicherten Blutmonozyten reagieren. Mitder Immunfluoreszenztechnlkwurde die Reaktion mit wetteren Zellen,
wie Lymphozyten, Granulozyten, Thrombozyten, Erythrozyten ausgeschlossen.

Die durch diese Selektion erhaltenen Hybridome wurden rekloniert, Subklone selektioniert und zur Produktion von RoMo 1-
Antikdrpern weiter kultiviert. In der im folgenden beschriebenen Verfahrensweise wird auf dieses Hybridom abgestellt, das an
der Wilhelm-Pieck-Universitat Rostock, Bereich Medizin kultiviert wird und zugénglich ist. ‘
Das Hybridom RoMo 1 wird vorwiegend in der Kultur geziichtet. Der Kulturiiberstand wird lyophilisiert und ist so dauerhaft
lagerféhig. Eine Reinigung tiber Affinitdtschromatographie mit Protein-A-Sepharase 4 B ist ebenfalls mdglich. Die. Anreicherung
flhrt zu einem hochreinen Antikorper. Eine Produktion in der AscitesflUssigkeit von Balb/c-Méausen ist ebenfalls mdglich,
nachdem die entsprechenden Hybridomzellen in die Bauchhdhle der Mause injiziert werden.

Das Kulturmedium ist RPMI-1640 mit dem Zusatz von 0,85g/I NaHCO3; 10mM HEPES, 5 x 1075 M Mercaptoethanol, 108 1U
Penicillin, 0,2g/1 Streptomycin versehen.

Als Serumzusatz dient fetales Kalberserum oder Rmderserum mit einem Anteil von 10% im Kulturmedium. Die Temperatur bei
der Kultivierung sollte ca. 37°C betragen, der CO,-Gehaltin derAtmosphare ca.5%. Eine hohe Luftfeuchtlgkelt ist notwendig. Die
Kultur der Hybridomzellen erfolgt Gber 3-5 Tage.

Der nach einer der beiden Verfahrensvarianten hergestellte Antlkorper RoMo 1 weist das in der Tab. 1 angegebene
Reaktionsmuster mit humanen Blutzellen bzw. menschlichen Zellinien auf.

Der monoklonale Antikdrper RoMo 1 reagiert spezifisch mit menschlichen Monozyten. Er kann als pan-Monozyten-Antikérper
angesehen werden und deshalb sowohl in der Diagnostik immunologischer Erkrankungen als auch bei den Untersuchungen
Uber die Regulation des Immunsystems eingesetzt werden. Er weist ein friihes Differenzierungsantigen der monozytaren

Entwickiungsreihe nach.

Ausfiihrungsbeispiel

Die Erfindung soll nachstehend an einem Ausfiihrungsbeispiel erlautert werden.

Hybridomzellen RoMo 1 werden auf eine Zelldichte von 1-5 X 10° Zellen/ml Kulturmedium eingestellt und in
Gewebekulturflaschen kultiviert. Das Kulturmedium besteht aus RPMI-1640, das mit NaHCO; (0,85g/1), Mercaptoethanol

5 x 1075 M, 10°1U/! Penicillin, Streptomycin 0,2 g/l und N-2-Hydroxi- -ethylpiperazin-N'- ethansulfansaure (10mM/I) HEPES
erganztwird, Diesem Medium wird a) fetales Kélberserum, b) Rinderserum zugesetzt. Die méglichen Anteile sind 5-20%. 10%
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sind besonders gtinstig. Die glinstigsten Kulturbedingungen werden erreicht, wenn die Zellen bei 37°C in einer
wasserdampfgesiattigten 5%igen CO,-Atmosphére bebriitet werden. Nach 3-5 Tagen werden die Zellkuiturliberstdnde steril
entnommen. Die 2. T. an der GefdRwand haftenden Zellen kdnnen erneut mit frischem Medium versorgt und bebrltet werden.
Dabei soll die 0. a. Zelldichte erreicht werden. Die im Kulturliberstand enthaltenen Hybridzellen werden durch Zentrifugieren
abgetrennt. Die zellfreien Uberstande enthalten den monoklonalen Antikérper RoMo 1. Ein reiner Antikorper kann durch
Affinitatschromatografie (Sepharose 4B fixiertes Protein A} gewonnen werden. Die Bindungsoptimum liegt bei 10 ug/ml.

Tabelle 1

Spezifitaten (Zellen)
gesunder Spender

Nachweis des Antigens
mitImmunfluoreszenz

Erythrozyten
Thrombozyten
adhérente mononukleare Zellen
{90 % Monozyten) ‘
Lymphozyten
E+
E-
Granulozyten
T-Blasten
B-Zellen

~NK-Zellen
Alveolarmakrophagen -
HL-60
U937
K562 Erythroide Linie

Myeloide Linien
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