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Ensembles dtenticorps monoclona2ux dirigés contre la

lactoferrine humaine et le lysozyme humain

la présente invention concerne des ensembles d'
anticorps monoclonaux dirigés respectivement contre la
jactoferrine humaine et contre le lysozyme humain.

Lactoferrine et lysozyme @

La lactoferrine et le lysozyme se retrouvent dans
de nombreuses sécrétions telles que le lait, la salive, les
larmes, les fluides pancréatiques, 1t'urine, la bile et les
fluides synoviaux. Leur présence a été détectée dans de nom-
breux tissus parmi lesguels nous citerons les poumons, les
cellules gastriques et duodénales, le tractus génital et
les yeux. (S.A.C. Sykes, M.J. Thomas, D.J. Goldie et G.M.
Turner, Clin. Chim. Acta 122 (1982) 385-393, T.L. Peeters,
Y.R. Depraetere et G.R. Vantrappen, Clin. Chem. 24 (1978)
2155-2157, R.M. Bennett et J.L. Skosey, Arthritis and Rheu-
matism 20 (1977) 84-90). L'association des deux antigénes
a été décrite notamment dans les granﬁles'de leucocytes
polymorphonucléaires (M.S. Lefell et J.K. Spitznagel Infect.
Immun. 6 (1972) 1761).

Lactoferrine :

La lactoferrine est une glycoprotéine de 70.000
daltons (poids moléculaire). Elle est synthétisée dans les
leucocytes polymorphonucléaires neutrophiles et le lait.

Elle exerce des propriétés bactériostatiques (Bullen C.L. et
Willie A.T., Br. Med. J. 3 (1971) 338). Le taux de lactoferrine
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: modifié su cours d'infections (J. Breton-Gorius, D.Y.
Masson, D. Buriot, J.L. Vilde et C. Griscelli, J. Pedia-
trics 94 (1979) 1 - 8), au cours de maladies pancréatiques
(.S, Fedail, P.R. Salmon, R.F. Harvey, A.E. Read, The
Lancet 28 (1978) 181-182). Le taux de lactoferrine est
écalement perturbé dans certaines maladies inflammatoires
et 11 refldte %Wl'tactivité inflammatoire™ (R.M. Bennett et
S.L. Skosey, Arthritis and Rheumatism 20 (1977) 84-90).

£

[ #:]
C

Lysozyme 3

Le lysozyme est une protéine de faible poids molé-
culaire (14.000 daltons). Il est produit en quantités rele-
tivement importantes dans les cellules phagocytaires, les
leucocytes polymorphonucléaires, les macrophages. C'est un
catalyseur puissant de la destruction de certaines parois
bactériennes et il pourrait intervenir dans 1'immunité
non spécifique. La production de lysozyme varie dans la
leucémie et la sarcoidose, dans des affections gastro-
intestinales, rénales et urinaires et dans le rejet de
greffes (M.J. Thomas, A. Russo, P. Craswell, M. Ward et
I. Steinhardt, Clin. Chem. 27 (1981) 1223-1226).

Dans certains cas, le dosage indépendant des deux
protéines, la lactoferrine et le lysozyme, présente un
intérét du fait que les deux protéines n'ont pas exactement
la méme localisation et gue la mesure de leur rapport peut

-

_aider & établir un diagnostic.

Bien que l'on puisse obtenir facilement des anticorps
polyclonaux contre l'une ou l'autre protéine, les méthodes
de dosage utilisant de tels anticorps manguent de précision.
Dés lors, l'obtention d'anticorps monoclonaux spécifiques
du lysozyme et de la lactoferrine permettrait la mise au
point de systémes de dosage plus sensibles de ces antigénes
et conduirait & une amélioration de la détection des nombreu-
ses affections mentionnées précédemment. -
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L'invention concerne des ensembles d!'anticorps
monoclonaux dirigés contre des protéines de lait humain
purifiées, respectivement contre la lactoferrine et le
lysozyme,

Préparation :

La préparation des anticorps monoclonaux s'effectue
selon une technique de fusion cellulaire décrite par Kéhler
G. et Milstein C. (Eur. J. Immunol. 6 (1975), 511 et Nature
256 (1975) 495-497 et modifiée par Franssen J.D., Hérion P.
et Urbain J. (Protides of Biol. Fluids 29 (1981) 645, Ed.
Peeters, Pergamon Press).

La présente invention couvre également l'application,
pour la production des ensembles d'anticorps monoclonaux
précités, du procédé caractérisé par 1'immunisation de
souris au moyen de 1l'antigéne - soit la lactoferrine de lait
humain, soit le lysozyme de lait humain, par la fusion cellu-~
laire des cellules de rate de souris immunisée soit avec la
lactoferrine, soit avec le lysozyme avec des cellules de
myélome de souris sélectionnées, telles que des plasmacytomes
de souris BALB/c non sécréteurs, par la sélection des hybridomes
sécréteurs d'anticorps spécifiques, soit de la lactoferrine,
soit du lysozyme, par le clonage de ces hybridomes, par la
production in vivo des anticorps monoclonaux des deux spéci-
ficités en ascite, par 1l'identification des anticorps sécrétés
par ces clones et par la caractérisation des classes d'immuno-
globulines de ces anticorps, par l'étude de 1'affinité rela-
tive des anticorps monoclonaux et de leur spécificité épi;
topique,

Ltapplication du procédé susdit est décrite, a titre
non limitatif, dans l'exemple suivant :
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1.

Immunisation des souris

Les antigtnes ont été purifiés & partir de lait humsin
provenant de donneuses saines et leur homogénéité a &té
testée par électrophorése sur gel d'acrylamide,

Les préparations d'antigénes purifiés ont été utilisées
pour immuniser des souris femelles (souches BALR/c)
&gées de B semaines.

On immunise d'abord les souris avec 200 ug d'antigéne
émulsgifié dans l'adjuvant complet de Freund et on
injecte le mélange par moitié par voie sous-cutanée

en points multiples dans le dos et par moitié par voie
intra-péritonéale. Deux semaines plus tard, les souris
regoivent une injection de rappel identique. Aprés une
période de repos de 1 mois, les souris regoivent au
jour moins quatre avant la fusion, une injection de

20 ng d'antigéne (dans du NaCl 0,15 M) par voie intra-
veineuse,

Au Jour zéro, on sacrifie les souris et on préléve la
rate pour la préparation des cellules destinées aux
fusions cellulaires.

Cellules de myélome de souris

La méthode décrite par Franssen J.D., Hérion P. et

Urbain J. (Protides of Biol., Fluids 29 (1981) 645,

Ed. Peeters, Pergamon Press) a été utilisée,

On a sélectionné des cellules de myélome de souris
possédant les propriétés suivantes : croissance rapide

in vivo et in vitro, capacité de pouvoir &tre clonées

sans le support de cellules nourriciéres et en milieu
semi-solide, capacité de fusionner & taux élevé, Cette
lignée a été développée par Shulman M., Wilde C.D. et
Kohler G. (1978) Nature 276, 269-270.

Dans ce but, des cellules myélomateuses de souris, telles
que des plasmacytomes de souris BALB/c non sécréteurs, ont
été clondes en agar. Les cellules capables de pousser dans

ces conditions ont alors été reclonées en agar puis injec-

- S
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tées par voie intrapéritonéale dans des souris syngé-
nigues,

Apreés une & deux semaines, les cellules myélomateuses
se développent sous forme de tumeur dans les souris
injectées. Les cellules sont alors collectées dans la
cavité péritonéale, resélectionnées, reclonées en agar
et essayées dans une expérience de fusion cellulaire.
Le cycle décrit ci-dessus est recommencé trois fois.

A 1t'issue du procédé, on obtient des sous-clones
sélectionnés de la lignée myélomateuse, SP 2/0 - Ag 14,
possédant les propriétés voulues pour leur fusion
cellulaire ultérieure.

Fusion cellulaire

Pour effectuer les fusions, on a utilisé les matiéres

et milieux suivants. On a obtenu chez GIBCO le milieu
DMEM que 1l'on a complété avec du sérum de cheval (10 %),
du sérum de veau (5 %), des acides aminés non essentiels,
du pyruvate de sodium (1 mM), de la pénicilline (100 U/ml)
et de la streptomycine (100 pg/ml).

Le milieu de sélection complet (HAT) se composait du
milieu décrit ci-dessus ainsi que d'hypoxanthine (10-4 M),
d'aminoptérine (4.1077) et de thymidine (1.5.1072 M).

Le milieu solide contenant 1l'agar (1,5 %) comportait

les ingrédients décrits ci-dessus. Les cellules ont été
cultivées & 37°C dans une atmospheére humide de 5 % co,
et 95 % d'air,

La fusion avec des cellules provenant d'une lignée
cellulaire de myélome de souris (sous-clones sélection-
nés SP 2/0 - Ag 14) a été réalisée selon le procédé de
Franssen J,D., Hérion P. et Urbain J. (1981), Proc.

XXIX Colloquium on Protides of the Biological Fluids,
Peeters Ed.

Selon ce protocole, 3.5 10° cellules de rate de souris
ont été fusionnées avec 3.106 cellules de myélome de

8
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souris de la lignée SP 2/0 - Ag 14. Pour chaque fusioh,
on distribue les cellules fusionnées dans des plagues
de microculture & 96 puits en effectuant des dilutions.
Les cultures sont réguliérement alimentées par du
milieu frais. Au jour 15 apres la fusion, 50 pl de
surnégeant de chaque culture est testé dans un immuno
essai en phase solide pour détecter la sécrétion 4!
anticorps.

Sélection d'hybridomes sécréteurs d'anticorps spéci-
fiques

Les anticorps spécifiques de la lactoferrine et les
anticorps spécifiques du lysozyme sont détectés par
le test ELISA Y"Enzyme-linked immunosorbent assay"
suivant : 50 yl d'une solution d'antigéne (2 pg/ml

de lactoferrine humaine purifiée ou 2 pg/ml de lysozyme
humain purifié) dans du tampon PBS (0,85 % de NaCl,
0,15 M phosphate) pH 7,4 sont incubés dans des puits
de plaques en PVC & 96 puits durant une nuit & 4°C,
Les sites d'absorption restant sont alors saturés par
incubation avec 50 pl de tampon PBS pH 7,4 contenant

1 % d'albumine bovine. Les plagues sont alors lavées

plusieurs fois avec du tampon PBS pH 7,4 contenant
0,1 % d'albumine bovine. Les surnageants de culture

" d'hybridomes ou les dilutions d'antisérum de souris

sont mis & réagir avec l'antigéne adsorbé dans les
cupules durant une nuit a 4°C,

Les anticorps fixés sont alors révélés par des immuno-
globulines de chévre anti-immunoglobulines de souris
marquées & la peroxydase (0'Sullivan M.J. et Marks V.,
Methods in Enzymology 73 (1981) 147) en solution a

1 ug par ml dans du tampon PBS pH 7,5 contenant 10 %
de sérum de cheval, 1 % d'albumine bovine et 0,1 % de
Tween 80 (Polyéthyléne Sorbitan monooléate, USB,
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5.

Cleveland, Ohio, U.S.A.). L'incubation des réactifs
précités se poursuit pendant 4 heures,

Aprés plusieurs lavages par du tampon PBS pH 7,5, la
peroxydase conjuguée est mise en évidence par addition
de 50 pl du substrat chromogtne (0,4 mg/ml d'ortho-
phénylénediamine contenant 0,2 mg/ml de peroxyde d'urée
dans du tampon citrate 0,1 M pH 5).

La réaction est arrétée par addition de 50 pl d'HCl 5N
et 1'absorbance est lue &4 492 nm dans un lecteur auto-
matique (Dynatech AM 120).

Clonage et identification

Les cellules d'hybridomes donnant une réaction positive
soit dans 1'enzymoimmunoessai caractéristique de 1la
lactoferrine, soit dans 1l'enzymoimmunoessai caractéris-
tique du lysozyme sont propagées puis clonées en agarose
selon Franssen J.D. et al (1981) (cf. référence point 2).
Les clones qui sécrétent des immunoglobulines in situ
dans l‘'agarose sont retestés par l'enzymoimmunoessai
décrit au point 4 pour la sécrétion d'anticorps spéci-
fiques respectivement de la lactoferrine et du lysozyme
et soumis & un nouveau clonage afin d'assurer la mono-
clonalité. Ce protocole permet de récupérer au moins
deux hybridomes distincts sécrétant des anticorps
dirigés contre la lactoferrine humaine et au moins

deux hybridomes distincts sécrétant des anticorps
dirigés contre le lysozyme,

Production d'anticorps monoclonaux en ascite

2.106 cellules d'hybridomes clonées sont injectées

intrapéritonéalement dans des souris (syngéniques ou
F1 progeny) qui ont été traitées au pristane (2, 6, 10, 14
tétraméthyl-pentadécane).,
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Purification des anticorps monoclonaux

Le procédé déécrit par Stachelin T., Mobbs D.S.,
Hsiang-Fu K., Chu-yen L. et Petska 8. (1981),

J. Biol. Chem, 256, 9750-9754, a été suivi dans sa
totalité, si ce n'est gue la diéthylaminoéthyl (DEAE)~
cellulose a été remplacée par la DEAE - Affi-gel Blue

(Biorad) pour éliminer les protéases. Les opérations
se font & 4°C, Les fractions d'anticorps monoclonaux
sont recueillies, précipitées deux fois au sulfate de
sodium solide jusqu'a obtenir une concentration finale
de 18 % de ce sel et dialysées contre un tampon carbo-
nate 0,1 M pH 8,5.

Caractéristiques des anticorps monoclonaux

La classe d'immunoglobuline & laquelle appartiennent
les anticorps monoclonaux est déterminée par test
d!'Ouchterlony.
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REVENDICATIORS

1. Ensembles d'anticorps monoclonaux dirigés
respectivement contre la lactoferrine de lait humain
purifiée et contre le lysozyme humain purifié.

2. Ensemble d'anticorps monoclonaux selon la
revendication 1, caractérisé en ce qu'il contient au moins
deux anticorps monoclonaux dirigés contre la lactoferrine
humaine,

3., Ensemble dtanticorps monoclonaux selon la
revendication 1, caractérisé en ce qu'il contient au moins
deux anticorps monoclonaux dirigés contre le lysozyme
humain,

4, Application, pour la production d'ensembles
d'anticorps monoclonaux dirigés respectivement contre la
lactoferrine de lait humain purifiée et contre le lysozyme
de lait humain purifié selon l'une quelconque des reven-
dications 1 & 3, du procédé caractérisé par 1l'immunisation
de souris au moyen de l'antigéne -~ soit la lactoferrine de
lait humain, soit le lysozyme de lait humain, par la fusion
cellulaire des cellules de rate de souris immunisée soit
avec la lactoferrine, soit avec le lysozyme avec des cellu-
les de myélome de souris sélectionnées, telles que des plas-

macytomes de souris BALB/c non sécréteurs, par la sélection des

hybridomes sécréteurs d'anticorps spécifiques, soit de la
lactoferrine, soit du lysozyme, par le clonage de ces
hybridomes, par la production in vivo des anticorps mono-
clonaux des deux spécificités en ascite, par 1l'identifi-
cation des anticorps sécrétés par ces clones et ﬁar la
caractérisation des classes d'immunoglobulines de ces
anticorps, par l'étude de l'affinité relative des anticorps
monoclonaux et de leur spécificité épitopique.

5. Utilisation des ensembles d'anticorps mono-
clonaux suivant l'une quelcongue des revendications 1 a 3,
pour la détection d'infections bactériennes, de maladies

e,
——
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6, Utilisation des ensembles d'anticorps mono-
clonaux suivant lfune gquelconque des revendications 1 a 3,
pour la purification des antigénes - la lactoferrine et

le lysozyme.
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