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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikorper, die das Candida albicans-Mannan-Antigen
(CAM) erkennen, durch Immunisierung von Balb/c-M#usen mit Candida albicans-
Vollkeimsuspenrsioiisn und Immortalisierung ihrer MilzZlymphocyten mit einer murinen
Myelomzellinie, dadurch gekennzeichnet, daB daraus die Hybridomzellen H-CB-CAM-G 1
(Z2IM-0484) und H-CB-CAM-M 1 (ZIM-0483) selektiert zur Ziichtung eingesetzt und aus dem
Uberstand die monoklonalen Antikérper CB-CAM-G 1 und CB-CAM-M 1 isoliert werden.
Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daf die Isolierung der Milzlymphozyten
erfolgt, nachdem das Antigen 8 bis 10 Wochen alten weiblichen Mausen tiber einen Zeitraum von
8 Wochen zweimal wéchentlich intravends appliziert wird und die letzte Gabe des Antigens 4 Tage
vor der Milzentnahmes erfolgt, :
3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die Antikorper biotiniliert oder an
Enzyme, z.B. zur Peroxidase-Markierung, an partikulire Trager, z.B. Latex bzw. an Tragermaterialien
gekoppelt werden.

Lo

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikdrper gegen das Mannan-Antigen des Candida albicans.
Das Anwendungsgeblet der Erfindung ist die veterindrmediznische Diagnostik, die humanmedizinische Diagnc stik und die
Lebensmittelchemle.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Die Herstellung monoklonaler Antikérper wurde bersits von KOHLER und MILSTEIN im Jahre 1975 beschrieben (Nature 1975,
2586, 495), Sie erfolgte durch somatische Fusion von murinen antikdrpersezernierendan Zellen und Zellen einer permanent
wachsenden Plasmocytomzellinie, in deren Ergebnis Hybridome erzeugt werden konnten, die nach verschiedenen
Klonierungsschritten monoklonale Antikbrper murinen Ursprungs gegen eine gewiinschte Antigenspezifitiit produzierten. Die
Herstellung muriner monoklonaler Antikérper gegen Candida albicans mittels der von KOHLER und MILSTEIN referierten
Prinzipldsung wird ebenfalls im Schriftum beschrieben (HOPWOOD, V., D.POULAIN, B.FORTIER, G.EVANS und A.VERNES,
1986, Infect. Immun, 54, 222; MIYAKAWA, Y., K.KAGAYA, Y.FUKAZAWA und G.SOE, 1986, J. Clin. Microbiol. 23, 881;
POLONELLI, L., und G.MORACE, 1986, J. Clin, Microbiol. 23, 366; STROCKBINE, A., M.T.LARGEN und H.R.BUCKLEY, 1984,
Infect. Immun. 43, 1012; BORG, M., D.WATTERS, B. REICH und R.RUCHEL, 1988, Zbl. Bakt. Hyg. A, 268, 62; LINEHAN, L.,
E.WADSWORTH und R.CALDERONE, 1988, Infect. Immun. 56, 1981),

£s sind jedoch keine Hybridomlinien bekannt, die in hoher Ausbeute monokionale Antikérper vom Typ CB-CAM-G 1 und CB-
CAM-M1 sezernieren, »

Ziet der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht in der Herstellung muriner monoklonaler Antikdrper, die filr den Aufbeu von Testsystemen zum
Nachweis von Candida albicans innerhalb der medizinischen, veterindrmedizinischen und lebensmittelhygienischen Diagnostik
geeignet sind.

Darlegung des Wasens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein effektives Verfahren zur Erzeugung von Hybridomzellinien aus deren
Zellkulturiiberstdnden in weiterfiihrenden Verfahrensschritten monoki ynale Antikdrper gegen das Mannan-Antigen des Candida
albicans gewonnen werden kdnnen, zu entwickeln.

Die nach beschi tebenem Verfahren erzeugten Hybridomzellinien sollen mit Skonomisch giinstigstem Aufwand in vitro und in
vivokultivierbar vein, und die fiir eine wirtschaftliche Reinigung erforderlichen Mengen an stabilen Antik8rpern sezernieren. Die
Aufgabenldsung erfolgte durch die Immunisierung von Mausen des Inzuchtstammes Balb/c mit einer Vollkeimsuspension des
Candida albicans (Formalin-inaktiviert, 0D 1,0 in der 1-cm-Kilvette bei 650nm) nach einem bestimmten erfinderizchen Schema.
Als vorteilhaft erwies sich die Verwendung von 8-10 Wochen alten weiblichen Miusen des genannten Inzuchtstammes. Die
Immunisierung erfolgte durch mehrmalige Antigenapplikation, wobei keinerlei Adjuvantien zur Anwendung kamen.,

Als konomisch glinstige Variante erwies sich die intravendse Applikation von 100l Vollkeimsuspension 2x wéchentlich je
Versuchstier liber einen Zeitraum von 8 Wochen. Aus den Milzen derart hyperimmunisierter Mduse wurde 4 Tage nach der
letzten Antigenapplikation in an sich bekannter Weise eine Einzelzellsuspension mittels Glashomogenisator hergestellt, Zur
Durchfiihrung der somatischen Fusion der gewonnenen Antikérperproduzierenden Zellen wurden Mausmyelomzellen der Linie
P3X63 Ag 8/653 (KEARNEY et al., J. Immunol. 1979, 123, 1548) als Fusionspartner verwendet. Die Kuitivierung der
Mausmyelomzellen erfolgte in Zellzuchtmedium RPMI 1640 mit einem 10%igem Anteil an fetalem Kalbsrserum (FKS). Nach dem
Durchmischen beider Fusionspartner in FKS-freiem Zellzuchtmedium und anschlieRender Sedimentation, wurde durch Zugabe

'von Polyethylenglykol die Zellfusion induziert, Darauffolgend wurden die Zellen in cine Vielzahl von separaten 200ul Kulturen
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aufgeteilt. In sinem Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin enthaltendem Zellkulturmedium (HAT) nach LITTLEFIELD (Sciency
1964, 145, 709) werden die gebildeten Hybride von den nicht fusionierten Myelom- und Milzzellen abgetrennt und
erfindungsgem#R Kione selektionlert, die Antik8rper der gewlnschten Spezifit4t produzieren,

Die Datektion dieser Klone erfolgt dadurch, daB im zellfreien Uberstand der angelegten Zellkulturen durch ein geeignetes
Verfahren (z.B. sinem spezifischen Enzymimmunoassay [EIA]) sezernierte Antikérper gegen das Mannan-Antigen von Candida
alblcans nachgewliesen werden. Die PrimArzellkulturen mit Anti-Candida aIbIcans-Mannan-AntIgen-Antikdrperproduktlon
werden kloniert und mehrmals rekloniert, bis monoklonale Subklone erhalten werden, die stabil und in hohen Konzentrationen
die gewlinschten spezifischen Antikérper sezernieren.

Die so isolierten Hybridome werden mit H-CB-CAM bezeichnet. Besonders gesignet sind die Zellinien H-CB-CAM-G 1 und
H-CB-CAM-M 1. Diese zwei Hybridome sind in der Hinterlegungsstelle des Zentralinstituts fiir Molekularbiologie der AdW der
DDR, Berlin-Buch, unter folgenden Nummern registriert:

H-CB-CAM-G1 als ZIM-0484
H-CB-CAM-M1 als 2IM-0483,

Die hinterlegten Hybridomzellkulturen eignen sich fiir eine Massenproduktion von monoklonalen Antikdrpern in vitro und in
vivo. .

Zur Charakterisierung des Wachstumsverhaltens der genannten Zellinien unter In-vivo-Bedingungen wurden die Zellen in
6-well-Zellkulturplatten bis zu einer maximalen Zelldichte von 8x 10° Zellen/ml kultiviert, wobei Antikbrperkonzentrationen im
Zellkulturiiberstand bis zu 26g/mllig erreicht werden. Im zweiten Fall werden die Zellen auf eine Konzentration von

1-5x 10% Zellen/ml eingestellt und in Pristan vorbehandelte M3use intraperitoneal nach bekanntem Verfahren appliziert, Nach
ca. 8-24 Tagen lassen sich durch Punktion bis zu 13ml Ascitesflissigkeit gewinnen.

Auf diese Weise werden aus den genannten Hybridomen die monoklonalen Antikérper CB-CAM-G 1 und CB-CAM-M 1

- gawonnen. Durch Anwendung verschiedener biochemischer und immunchemischer Verfahren lassen sich die genannten
Antikérper bis zu einem hohen Reinheitsgrad anreichern.

For die Entwicklung bestimmter Testverfahren kénnen die Antikérper mit Enzymen oder partikuléren Trégern kovalent bzw,
adsorotivkoppeln (Peroxidase-Markierung bxw, Latex-Kopplungz.B.), Sielassen sich jedoch auch biotinilieren oder fiir spezielle
Reinigungsverfahren an verschiedens Triigermaterialien koppeln,

Anwendungsbeisplele

Beisplel 1 .

Uber einen Zeitraum von 8 Waochen werden dreiweibliche Balb/c-M#use 2x wdchentlich mit 100l einer Formalin-inaktivierten-
Candida-albicans-Vollkeimsuspension (0D = 1,0in der 1-cm-Kivette bei 650nm) je Versuchstier intravendsimmunisiert. 4 Tage
nach der letzten Antigengabe werden die Milzen der Versuchstiere entnommen und mittels Glashomogenisator
Einzelzellsuspensionen hergestellt. Je Versuchstier lassen sich 1-2 x 10’_ Milzzellen isolieren. Diese werden mit Myelomzellen
der Linie P3X63 Ag8/653im Verhiltnis von 1:3 bis 1:8 (Myelomazellen zu Milzzellen) gemischtund mittels Polyethylenglykol 1500
fusioniert. Nach entsprechenden Waschschritten werden die Zellen in 96-well-Zellkulturplatten mit 10° Zellen/well in 100 il
ausplattiert,

Das dabei zur Kultivierung genutzte Standardzellkulturmedium besteht aus RPMI 1640 mit 10%igem FKS-Zusatz, Am folgenden
Tag werden 1004l eines doppelt konzentrisrten HAT-Selektionsmediums zugesstzt, Eine weitere Zugabe von 50l des HAT-
Mediums pro well der Zelikulturplatte erfolgt nach einer Woche. Nach 14tégiger Zellkultur werden die
Primérzellkulturiiberstinde mit einem hochspezifischen ElA kinsichtlich ihres Gehaltes an spezifischen Antikérpern gepriift. Der
angewandte EIA basierte auf der Festphasenbindung von Phenol/Wasser-extrahiertem Candida albicans Mannan-Antigen Lei
einem Beladungsoptimum von 10ptg CAM/mI PBS. Das zum Antikérpernachweis in der Festphasenbindung an Polysteren
eingesetzte CAM (Candida albicans-Mannan-Antigen) wurde sowohl chemisch als auch immunochemisch charakterisiert. Die
Testergebnisse werden in Tabelle 1 dargestellt. Die positiven Primarkulturen werden auf Peritonealmakrophagen der Balb/c-
Maus (10*/well) nach dem Grenzverdiinnungsverfahren kloniert und bis zum Erreichen der Monoklonalitit rekloniert, Auf diese
Weise werden Zellinien mit spezifisches Anti-Candida albicans-Mannan-Antigen-Antlktirperproduktion erhalten,

Tabelle 1

Anzahl immunglobulinproduzierender Primérkulturen nach intravendser Antigenapplikation

Fusions- wells wells mit wells mitlg-Produktion

nummer total Prim&rkul- IgM 19G Anti-CAM-IgG IgM
) turen

1 288 276 100 130 8 8

2 288 288 109 128 14 12

3 288 288 128 135 38 17

Prozent @ 98,8 39,5 46,1 5,0 3,6
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Tabelle 2
Charakterisierung der Hybridomzellinien mit monoklonaler Antikérperproduktion gegen das Candida albicans-Mannan-Antigen
Klon Verdoppelunge- Ig-Klasse lg-Produktion
zeit {h) . {(ng/24h/0,5 x 10°
Zellen/ml
H-CB-CAM-G1 31 G 26,0
H-CB-CAM-M1 25 M 183

Beisplel 2

Nach dem beschriebenen Verfahren sind Hybridomzellinien mit monoklonaler Antikérperproduktion gegen das Candida
albicans-Mannan-Antigen hergestslit worden, die mit CB-CAM-G 1 und CB-CAM-M 1 bezeichnet wurden, Diese Zellinien wurden
fir die Optimierung des Verfahrens zur Herstellung der entsprechenden Antikdrper charakterisiert (Tabelle 2).

Die Spezifitétscharakterisi rung der durch die genannten Zellinien produziertén Antikérper Ist in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3 :

Charakterisierung der Spezifitdt monoklonaler CB-CAM im EIA gegeniber verschiedenen bakteriellen Antigener:
(Festphasenbindung von Vollkeimsuspensionen [VK] bzw. immurachemisch charakterisierten Teilantigenen {PA}, Entwicklung
mit Anti-Specles-Antikérpern POD-markiert, Testung Zellku'turiiberstinde nativ)

Antikdrper CB-CAM-G1 CB-CAM-M1
Ext.460nm

Antigen

Streptococcus

agalactiae (VK) 0,080 0,050
Gruppenpolysaccharid

aus Str.agalact. (PA) 0,044 0,046
A-Streptokokken (PA)

(Gruppenpolysaccharid) 0,081 0,122
C-Streptokokken (PA)

(Gruppenpolysaccharid) 0,076 0,048
G-Streptokakken (PA) :
(Gruppenpolysaccharid) 0,120 0,082
Candida albicans {VK) 0,247 0,152
Candida-Mannan-Antigen (PA) 1,823 1,418
A-Meningokokken {VK) 0,067 0,035

Hémophilusinfluence
Typb(VK) 0,043 0,026
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