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(67) Die Erfindung be.iftt ein Verfahren zur Herstellung monoklonaler Antikérper gegen Streptokinase. Ziel der
Erfindung ist die Herstellung von Antikérpern hoher Spezifitat und Affinitat bei guten Ausbeuten. Das
erfindungsgemiBRe Verfahren der Herstellung der monoklonalen Antikorper basiert auf der in viiro oder in vivo
Kultivieruing der Hybridome H-3L-STREPKI/1 bis /4 (21M-0234, ZIM-0275, ZIM-0274 und ZIM-0273). Das
Anwendungsgebist der Erfindung ist der Einsatz der monoklonalen Antikorper fiir die quantitative Bestimmiing der
Streptokinase sowie fir ihre affinitatschromaiographische Reinigung.

ISSN 0433-6461 3 seiten



-1- 276601
Patentanspruch:

Verfahren zur Herstellung von monokionalen Antik&rpern gegen Streptokinase, dadurch
gekennzeichnet, daf die Hybridome H-BL-STREPKI/1, H-BL-STREPKI/2, H-BL-STREPKI/3 und
H-BL-STREPKI/4 (KMU) kultiviert b-w. durch Transplantation in syngene Mause in an sich bekannter
Weise vermehrt und die monoklonalen AntikArper BL-STREPKI/1 bis 4 (ZIM-0234, Z2IM-0275, ZIM-0274
und ZIM-0273) daraus gewonnen werden.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Hersteliung von monuklcnalen Antikdrpern, die spezifisch mit Streptokinase reagieren.
Die monoklanalen Antikérper kdnnen zur quantitativen Bestimmung von Streptokinase, aber auch zur
affinitatschromatographischen isolierung und Hochruinigung dieses Enzyms eingesetzt werden.

Charakterisisrung der bekannten technischen Lésungen

2ur quantitativen Bestimmung mittels radio- oder enzymimmunologischer Methoden sind bisher nur konventioneile Antiseren,
die durch ;mmunisierung von Versuchstisren hergestolit wersen konnen, benutzt worden. Diese konventionellen Antiseren
basitzen eine Reihe von Nachteilen, so sind die Antisersn von differenten Tieren nicht identisch, im Gegenteil, es k6nnen
betrachtliche Unterschiede hinsichtlich des Gehaltes an Antikdrpern, in quantitativer und qualitativer Hinsicht, bestehen. Niese
Schwankungen und die Chargenabhangigkeit der Antisere: arlauten keine durchgehende Standardisierung.

Monoklonale Antikérper, die von permanent wachserden und produzierenden Hybridomen sezerniert werden, stehenin
praktisch ausreichender Menge und iver einen theoretisch unbegrenzten Zeitraum zur Verfigung, so da sich auf ihrer
Grundlage reproduzierbare und standardisierbare Immurassays aufbauen tassen.

Es ist bereits bakannt, wie monckicnale Antikérper hecaestetit werden. Die Prinziplosung dar Hybridomherstellung wurde von
KOHLER und MILSTEIN {Nature 256, [1975), S.49%) besch.ieben.

Es sind aber bisher keine monoklonalen Antikorper gegen Streptokinase hergestellt worden.

Ziel dor Erfindung

Die Erfindung hat das Ziel, ein Verfahren zur Herstellung moncklonaler Antikérper anzugeben, das in loicht beherrschbarer
Weise die kostengiinstige Produktion gréferer Mengen spezifischer Antikdrper gegen die Streptokinase gostattet.

Die monoklonalen Antikérper sollen sich sowohi zum qualitativen Nachwaeis als auch zur quantitativen Bestimmung der
Streptokinase signen. Weiterhin sollen sie far die affinitatschromatographische Isolierung und Hochreinigung nach Ankopplung
an einen festen Trager geeignet sein.

Durch die Bereitstellung solcher Antikorper soll die Produktionskontrelle und die Reinigung der Streptokirase verbessert
werden.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Autgabe zugrunde, ein nachvollziehbares Veriahren zur Hersteliung monoklonaler Antikorper gegen
Streptokinase anzugeben, in dessen Verlaul zuniichst Hybridomae erzeugt werden, die leicht und unaufwendig handhabbar sind
und deren Kultivierung in tachnisch und 6konomisch vorteilhafter Weise maglich ist. Unter der Verwendung dieser Hybridome
sollen in anschlisRenden Verfahrensschritten monokionale Antikdrper erzeugt werden, die mit Streptokinase spezifisch
reagisren und sich zu deven quantitativen Restimmung und zu deren Isolierung eignen.

Die Aufgabe wird dadurch g~lost, da8 zunéchst nach den bekannten Verfahrenisolierte Streptokinase als Immunogen verwendat
wird. Vorzugsweise warden 6-8 Wochen alte weibliche BALB/c-Mause zur Immunisierung verwendet. Die Hyperimmunisierung
dor Tiers wird durch - shrmalige Gabe des Immunogens induziert.

Aus den Milzen derartig hyperimmunisierter Mause warden die Lymphozyten in an sich bakannter Weise sapariert.

Die B-Lymphozyten dieses Zellgemisches werden mit murinen Myelomazellen fusioniert. Die goeigneten Maus-Myelomzellen
P3-X63 Ag 8.653 (KEARNEY et al., J. Immwnol. 123, {1979), S. 1548) werden in RPMI-1640 mit 10% fetalem Kalberserum (FKS)
gezogen.

Die Fusion wird durch Polyethylenglykol oder durch Feldsprur.gtechnik ausgelost.

in ainern Kulturmedium, vralchos Hypoxanthin, Aminopterin und Thymidin enthalt (LITTLEFIELD, Science 145, 1964}, S.709),
wordon die gebildeten Hybridzollen van den nicht fusioniartan Myelamzelien abgetrennt und arfindungsgernaf Zellklone
seloktiort, dio Antikarper der gewiinschten Spezifitét und der andaran gewiinschien Eigenschaften sezarnioren. Die Selektion
arfolgt in dor Weise, daB dio Zellon unmittelbar nach der Fusion in eine Vielzahl von separaton 200 i-Kulturen aufgetaitt
werdon.

Die Uborstindoe der die aufwachsenden Hybridzellen enthaltenden Kulturen warden auf die Anwesenheit ven Antikérpern
gotestat, die an festphascnadsorbierte Stroptokinase binden. Hierzu werdan dio Kulturi.berstande mit einem enisprechenden
Enzymimmunassay getestet. Durch Gegentestung mit einer Palette von andaren Substanzen wird die Spezifitat fiir die
Stroptokinase nachgoewiesan,

Unter den antikorperproduzierenden Hybridoman werden dann in einem swaiten
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Natriumdodecyisulfat bei 100°C behandelt und anschlieflena auf Folyacrylamidgelen (7,5-12%) elektrophoretisch aufgetrennt.
AnschlieBend werden die Pioteine durch Elektrablotting auf Nitrozellulosemembranen iibartragen und nach Blockierung der
unspezifischen Bindungsstellen der Nitrozelluiose durch Albumin mit den Hybridomuberstinden inkubiert. Die Entwicklung der
gebuncenen Antikérper erfolgt durch Peroxidase-gekoppelte Anti-Mausimmunglobulin-Antikdrper und entsprechende
Farostoffe. Nur die in diesem Test positiven Hybridome werden weitergezogen.

In einem dritten Selektionsschritt werden die morwklonaten Antikdrper getestet, ob sie zur Isolierung der Streptokinase geeignet
sind. Dazu werden die zu testenden Kulturiiberstande in die Vertiefungen von Polystyrenmikrotiterplaiten gegeben, die mit
Anti-Mausimmunglobulin-Antikérpern beschichtet worden waran. Nach Zugabe von radiomarkierter Streptokinase werden die
zur isolierung fahigen Antikérper identifiziert und die Hybridome weitarkultiviert.

Die durch eine derartige Selektion erhaitenen Hybridome werden rekloniert und hochproduktive Subkione selektiert, die die
gewinschten monokionalen Antikorper stabil in hoher Konzentration sezernieren. Die so erhaltenen Hybridome erhalten die
Bezeichnung H-BL-STREPKI/1 bis 4.

Die Herstellung der monoklonalen Antikérper H-BL-STREPKI/1 bis 1 basiert auf einem Verfahren, welches auf die In-vitro- oder
In-vive-Kultur der Hybridome H-BL-STREPKI/1 bis 4 ausgerichtet ist.

Die Hyb:zidome H-BL-STREPK)/1 bis 4 werden an der Sektion Biowissenschaften der Karl-Mar::-Universitat Leipzig kultiviert baw.
liegan kryokonserviert vor und sind interessenten zuganglich. Die monokionalen Antikérper BL-STREPKI/1 bis 4 haben die
Registrietnummern ZIM-0234, ZIM-0275, ZIM-0274 und 2IM-0273im Zentralinsitut fur Molekularbiologie der AdW der DDR
erhalten. Die wichtigsten Eigenschaften der Serie monoklonaler Antikdrper sind in Tabelle 1 zusammengefafit.

Ausfihrungsbeispiel

Selektion der Hybridome

Sachs Wochen alte weibliche BALB/c-Miuse werden mit 100ug gereinigter Streptokinase mit Komplettem Freund’schen
Adjuvansi.m.immunisiert. Die Hyperirnmunisierung erfolyt durch dreimalige Gabe des Antigens ohne KFA. Vier Tage nach der
letzten Immunisierung wird die Mitz entnommen und eine Einzelzellsuspension hergestetit.

Die Lyrphozyten werden durch Elektrofusion mit mit P3-X63 Ag 8.653-Myelomzellen fus‘oniertund in HAT-Medium in &
Mikrogewebekulturplatten (96 Kavititen) susgesat.

Die Uberstinde der die aufwachsenden Hybridzellen enthaltenden Kulturen warden auf die Anwesenheit von Antikorpern
getestet, die an festphasengebundene Streptokinase bindan. Dazu werden Mikrotiterplatten aus Folystyren mit Strepickinase
{101g/r 1) beschichtet. Durch Gegentesiung mit Extrakten aus verschiedenen Bakterienitammen sowie einer Palette von
humanen Serumproteinen wird die Spozifitat Gberpruft.

Unter den antikdrperproduzierenden Hybridomen werden dann digjenigen aufgedeckt und ausgewdhlt, deren Antikdrper mit
Epitopen reagieren, die auch nach Denaturierung der Streptokinase mit Natriumdodecylsulfat und Elektroblotting des an PAGE
au‘getrennten Enzyms auf Nitrozellulosemembranen noch vorhanden sind. Die Entwicklung der gebundenen monoklonalen
Antikorper erfolgt dabei durch Peroxidase-gekoppelte Anti-Mausimmunglobulin-Antikdrper.

In einem dritten Selektionsschritt werdan die monoklonalen Antikdrper getestet, ob sie zur !solierung der Strentokinase yeeignet
sind. Dazu werden die zu testenden Kulturiberstande in die Vertiefungen von Polystyrenmikrotiterplatten gegeben, die mit
Anti-Mausimmunglobulin-Antikérpern beschichtet worden waren. Nach Zugabe von radiomarkierter Streptokinase werden die
aur Isolierung fahigen Antikérper identifizierung und die Hybridome waiterkultiviert.

Die durch eine derartige Selektion erhaltenen {{ybridome werden rekloniert und hochprodukte Subklone selektiert, die die
gewiinschten moroklonalen Antikérper stabil in hoher Konzentration sezernieren. Die so erhaltenen Hybridome erhalten die
Bezeichnung H-BL-STREPKI/1 b 4.

Tabeile 1

Charakteristika der monoklonalen Antikdrper
BL-STREPK!/1 bis 4

Eigenschatt Monoklonaler Antikorper BL-STREPKI/
1 2 3 4

Isotyp 1gG3 IgG1 1gG1 IgM
Eignung als

Detektionsantikdrper ja ja ja ja

Fangantikérpor ja ja ja ja
Reaktion mit Streptok.

nativ ja 8 ja ja

NDS donaturien j8 ja je ja

Affinitat
K{x 10°)1/Mol} 1000 1500 2,0 0.5
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