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erfindungsgemiRe Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, dal man Milzzellen von Balb/c-Mausen, die mit humanen
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Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikdrpern

gegen myeloische Leukémiezellen des Menschen

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
monoklonalen AntikOrpern gegen myeloische Leukimien des
Menschen. Anwendungsgebiet der Erfindung ist die medizini-
sche‘Diégnostik und Therapie. :

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Verschiedene Leukdmien humanen Ursprungs kénnen in der Zell-

kultur unbegrenzt gehalten werden. Die Linie K562 wurde ar-
sbrﬁnglich von einem Patienten mit chronisch-myeloischer
Leuksmie (CHML) angelegt (1L0ZZI0 wu. LOZZIO, Blood 1975, 45,
321). Sie besitzt Bigenschaften einer pluripotenten Stamm-
zelle.

Verschiedene monoklonale Antikorper gegen humane Leukémie-
zellen sind bekannt, es wurden auch schon derartige Anti-
korper gegen K562-Zellen beschrieben (YOUNG et &l., Proc.

- Nat.Acad.Sci. 1981, 78, 7073; SCHIENLE u. MULLER-RUCHHOLTZ,
J. Cancer Res.Clin.Oncol. 1981,_101, 109). Die Herstellung
der monoklonalen Antikdrper erfolgte durch die bekannten

Techniken der Zellfusion und Selektion antikdrperproduzie-

render Hybridome. Die bisher beschr¥benen Anti-K562~-Anti-

kdrper reagieren jedoch nicht ausschlieBlich mit Leukdmie-
zellen und sind daher fiir eine medizinische Diagnostik und
Therapie nur bedingt einsetzbar.



7iel der Brfindung
Die Erfindung hat das Ziel, monoklonale Antikdrper hoher

Spezifitdt gegen bestimmte Leukémiezellen herzustellen.
Diese AntikSrper sollen filir die immunhistologische und sero-
logische Diagnostik und mdglicherweilse nach Kopplung mit ei-
nem zytotoxischen Reagens fiir die Therapie derartiger -
Leukiémien geeignet sein.

Darlesung des Wesens der Erfindung

Das erfindungsgeméfe Verfahren zur Herstellung von mono-
klonalen Antikorpern gegen K562- und andere myeloilsche
TLeukimiezellen ist dadurch gekennzeichnet, daf man Milz-
zellen von Balb/c-Midusen, die mit K562-Zellen immunisiert
wurden, mit X63-Ag8.653 Myelomzellen in der Zellkulfur fu-
sioniert und die erhaltenen Hybridome in Mikrotestplatten
qussdt. Die antikdrperproduzierenden Hybridome werden mit
Radioimmun-, Immunofluoreszenz- und Rosettentests nachge-
wiegen. Die reaktiven Hybridome werden kloniert; ihre Spezi-
fitdt wird erfindungsgemiB mit einer Vielzahl von normalen
und leukimischen Zellen und mit Hilfe obengenannter serolo-
gischer Tests ermittelt. Die spezifischen Hybridome werden
ausgewdhlt, weitervermehrt, in fliissigem Stickstoff gelagert
und bei Bedarf zur Produktion griBerer Antikdrpermengen auf
Miusen in Aszitesform transplantiert.

Bei der Immunisierung von Miusen mit der Zellinie K562, die
zahlreiche Eigenschaften von Stammzellen besitzt, %gt die
Bildung von verschiedenen Antikdrpern zu erwarten,:ég unter-
schiedliche weiBe Blutzellen sowie Leukémiezellen verschie~
denen histologischen Ursprungs erkennen. Die Bildung von
Antikdrpern, die nur mit K562-Zellen oder nur mit bestimmten
Leukamiezellen‘reagieren, ist dabei sehr unwahrscheinlich.

Die Erfindung soll nachstehend an einen Ausfihrungsbeispiel
nidher erldutert werden:
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Ausfihrungsbeispiel:

1)

2)

3)

Herstellung der Hybridome aus Milzzellen von Balb/c-
M&usen und X63-4g8.653 Myelomzellen. PFusion, Kultivierung,
Klonierung etc. in Anlehnung an die Originalarbeit KCHLER‘
und MILSTEIN, Nature 1975, 256, 495. Die liyelomlinie
X63-Ag8.653 wurde von KEARNEY et al., J.Immunol. 1979,
123, 1547, hergestellt.

Die Selektion antikdrperproduzierender Hybridome erfblgte
mit einem Radioimmuntest, bei dem vitale K562-Zellen
nacheinander mit dem Kulturiiberstand der Hybridome und
anschlieBend mit 12SJ-markier‘cen Anti-Mans-Ig=-Antikdrpern

inkubiert wurden.

Die Ermittlung der Reaktionsspezifitdt der identifizierten
Antikorper erfolgte durch Austesten von verschiedenen kul-
tivierten Zellinien, normalen weiflen Blutzellen und
Leukdmiezellen unterschiedlichen histologischen Ursprungs
mit dem Radioimmuntest, dem Rosettenimmuntest (Inkubation
der vitalen Zellen mit den Antikodrpern und anschlieBend
mit Protein-A-markierten Rinder- oder Schaferythrozyten)
und in erster Linie mit dem indirekten Immunofluoreszenz-
test an fixierten Zellen (Inkubation der auf Objekttriger
angetrockneten und Azeton-fixierten Zellen mit den Anti-
kOrpern und anschliefledd mit FluoresXin-markierten Anti-
Maus~-Ig~Antikorpern). Die Auswertung erfolgte mit einem
Gammastrahlen-Z&hlgerit unter dem Lichimikroskop oder un-
ter dem Fluoreszenzmikroskop entsprechend dem angewendeten
Test.
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Erhaltene wichtigste monoklonale Antikdrper

Bezeichnung der

Antikorper | Spezifitdt Bemerkungen .
ZIK~C1-A/D9 ausschlieBlich K562 Dieser Antikorper
(Laborbezeichnung J; und myelaische bietet sich da-
Ig-Subklasse: Leuk&miezellen mit fir eine An-
wendung in der

IgG 1) © (von 35 getesteten
. Leukdmien zeigten
24 eine positive
Reaktion, d.h.
etwa TO0 %)

7ZIK-C1=-4/C5 K562 und weiBe )
(Laborbezeichnung C; Blutzellen der )
Ig-Subklasse: lymphatischen )
IgG 2a Reihe g
7TK-C1-A/H5 . K562 und weiBe g
(Laborbezeichnung H) Blutzellen der )
granulozytédren )

Reihe )

Diagnostik und
Therapie myeloi-
scher Leuk&mien
geradezu an.

Diese Antikorper
sind fir immun-

“higtologische

Untersuchungen
in der Hima=-
tologie anwend=-
bare.

4)

5)

Herstellung der Antikdrper

Die Gewinnung der Antikdrper erfolgte aus der Kulturfliissig-

keit der kultivierten bzw. aus der Aszitesflissigkeit der

transplantierten Hybridome entsprechend Ublicher Methoden
(KENNETT, McKEARN u. BECHTOL: Monoclonal Antibodies. Hybri-
domas: A New Dimension in Biological Analyses. Plenum Press,

New York u. London 1981).

Anwendungsméglichkeiten der erhaltenen Antikorper:

Alle erhaltenen Antikdrper konnen flr immunhistologische
Tests bei himatologischen Untersuchungen herangezogen werden.
Besonders der Antikérper ZIK-C1-4/D9 bietet sich fir eine |
immunhistologische bzw. serologische Differenzierung von mye-

loischen Leukimien an. Nach Kopplung mit toxischen Substan-

zen erscheint eine Anwendung in der Therapie myeloischer

Leukdmien ebenfalls sinnvoll, entweder durch In;viVO-Injek-

tion oder durch In-vitro-~Behandlung autologer Knochenmark-
transplantate bei Patienten mit diesen Erkrankungen.



Erfindungsanspruch

1. Verfahren zur Herstellung von monoklonalen AntikOrpern
gegen myeloische LeukZmiezellen des Menschen,
dadurch gekennzeichnet,

daB man Milzzellen von Balb/c-Miusen, die mit
humaenen myeloischen Leukimiezellen (in diesem Fall.
der Zellinie K562) immunisiert wurden, mit
X63-Ag8.653 Myelomzellen in der Zellkultur fusio-
niert, die antikSrperproduzierenden Hybridome se-
lektiert, ihre Bindungsspezifitdt an verschiedene
Zelltypen bestimmt, die spezifischen Hybridome
auswidhlt und in bekannter Weise kultiviert odexr
auf Miusen in Aszifesform transplantiert.

2. Verfahren nach Punkt 1.,
dadurch gekennzeichnet,

daB man durch Immunisierung mit einer Zellinie
mit Stemmzellcharakter (X 562) monoklonale Anti-
kOrper erhdlt, die unterschiedliche weifBle Blut-
zellen sowie Leukdmiezellen einer ganz bestimmten
histologischen Spezifit&dt (myeloische Leukimien)
erkennen kdnnen.
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