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(54) Verfahren zur Gewinnung von monoklonalen Antikérpern mit HCG-Kreuzaktivitat

(67) Ziel der Erfindung ist die Herstellung von Antikérpern hoher Bindungsfahigkeit in guten Ausbeuten. Das
erfindungsgemaRe Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, daB man Milzzellen von Balb/c-Méausen, die mit HCG
immunisiert wurden, mit X63-Ag8.653 Myelomzellen in der Zellkultur fusioniert, die Hybride mit kreuzreagierenden
Antikérpern selektiert, in der Zellkultur weiterziichtet und auf Mausen in der Aszitesform weitertransplantiert.
Anwendungsgebiet der Erfindung ist die medizinische Diagnostik.
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Erfindungsanspruch:

Verfahren zur Gewinnung von monokionalen Antikérpern mit HCG-Kreuzreaktivitit, dadurch gekennzeichnet, da man
Milzzellen von Balb/c-Méausen, die mit HCG immunisiert wurden, mit X 63-Ag 8.653 Myelomzellen in der Zellkuitur fusioniert, die
antikdrperproduzierenden Hybride bestimmt, die Hybride mit den entsprechenden kreuzreagierenden Antikdrpern selektiert
und in bekannter Weise kultiviert und auf Mausen in der Aszitesform weitertransplantiert.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von monoklonalen Antikérpern mit HCG-Kreuzreaktivitat, die also mit
humanem Choriogonadotropin (HCG) und den mit HCG verwandten Hormonen luteinisierendes Hormon {LH),
Follikelstimulierendes Hormon (FSH) und thyreotropes Hormon (TSH) reagieren.

Anwendungsgebiet der Erfindung ist die medizinische Diagnostik.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Die Hormone HCG, LH, FSH und TSH sind Glykoproteine, die aus zwei Untereinheiten, der - und der 8-Kette, aufgebaut sind.
Waéhrend die a-Kette bei allen vier Hormonen fast identisch ist, unterscheiden sich die 8-Ketten biochemisch und immunologisch
voneinander. :

"HCG ist ein Serum und im Urin wéhrend der Schwangerschaft nachweisbar, seine Anwesenheit ist deshalb ein ausgezeichneter
Schwangerschaftsindikator. Der HCG-Nachweis ist weiterhin in der Tumordiagnostik von Bedeutung, da HCG von
Trophoblastentumoren sowie einigen Tumoren anderen Ursprungs gebildet wird.

LH und FSH erscheinen im Serum und im Urin in hoher Konzentration in der Mitte des normalen Menstruationszyklus.

LH- bzw. FSH-Nachweise sind deshalb als Indikator fiir den Zeitpunkt der Befruchtung geeignet.

TSH kontrolliert die normale Schilddriisenfunktion. Abnorme TSH-Werte im Serum treten bei Hypothyreose und Myxédem
auf.

Die einfachsten und schnellsten Nachweismethoden erfolgen durch Immuntests mit spezifischen Antikérpern. Bei der
Anwendung von Zwei-Seiten-Bindungstests genligt ein spezifischer Antikérper, der das jeweilige Hormon von den anderen
unterscheidet, und ein universeller kreuzreagierender Antikérper, der fiir Immuntests zum Nachweis aller vier Hormone
eingesetzt werden kann.

Monoklonale Antikorper, die durch Zellfusion und Selektion antikérperproduzierender Hybridomklone gewonnen wurden und
entsprechende Kreuzreaktivitét besitzen, bieten sich fiir.den Nachweis der vier Hormone mit Hilfe von Zwei-Seiten-Bindungstests
an. Antikdrper mit entsprechender Kreuzreaktivitét sind bereits beschrieben und fiir Zwei-Seiten-Bindungstests eingesetzt
worden (J. G.WADA, R.J.DANISCH, S.R.BAXTER et al., Clin. Chem. 28, 1862, 1982). Da in zahlreichen Laboratorien intensive
Untersuchungen zur Herstellung weiterer Antikdrper erfolgen, geniigen diese Antikérper offensichtlich nicht allen
Anforderungen.

Ziel der Erfindung

Die Erfindung hat das Ziel, monoklonale Antikérper starker Bindungsfahigkeit gegen HCG, LH, FSH und TSH in groRen Ausbeuten
herzustellen. Diese Antikdrper sollen zum Aufbau eines Testsystems zum Nachweis dieser Hormone geeignet sein.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Das erfindungsgemafe Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikérpern, die mit HCG sowie mit LH, FSH und TSH
reagieren, ist dadurch gekennzeichnet, da man Milzzellen von Balb/c-M&usen, die mit HCG immunisiert wurden, mit X83-
Ag8.653 Myelomzellen in der Zellkultur fusioniert und die erhaltenen Hybride in Mikrotestplatten aussat. Die
antikorperproduzierenden Klone werden mit einem Festphasen-Radioimmuntest nachgewiesen und selektioniert.

Fir den Test wird Anti-Maus-Immunglobulin an PVC (Tablettenfolie) gebunden, danach erfolgt eine inkubation mit dem
Kulturiiberstand der Hybridklone und anschlieBend mit radioaktiv markiertem {%2J) HCG, LH, FSH bzw. TSH. Die kreuzreaktiven
Hybridklone werden ausgewahlt, weitervermehrt und danach in fliissigem Stickstoff gelagert, in bekannter Weise kultiviert und
auf M&usen in der Aszitesform transplantiert.

Die beschriebene Versuchsdurchfiihrung fiihrte zur Herstellung des kreuzreaktiven Hybridklons B9—AB9 in mehreren
Subklonen.

Der erfindungsgemanR hergestellte Antikérper reagiert identisch mit Vorteil HCG, LH, FSH und TSH, zeigt hohe
Bindungsintensitat, ist in groBen Ausbeuten gewinnbar und adsorbiert passiv an Plastmaterialien.

Mit dem durch den Hybridkion B9-ABS produzierten monokionalen Antikdrper besteht die Moglichkeit, einen Immuntest
aufzubauen, der sowohl HCG, LH, FSH als auch TSH nachweist oder in Kombination mit einem monoklonalen Antikérper, der
spezifisch gegen eines dieser Hormone gerichtet ist (Zwei-Seiten-Bindungstest), diese Hormone voneinander unterscheidet.
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Der Hybridklon B9-AB9 wurde unter der Nummer 0107 im Zentralinstitut fiir Molekularbiologie hinterlegt.

Ausfithrungsbeispiel

1) Herstellung der Hybride aus Milzzellen von mit HCG immunisierten Balb/c-Mausen und X63-Ag 8.653 Myelomzellen. Fusion,
Kultivierung, Klonierung etc. nach der Originalarbeit KOHLER, G. und C.MILSTEIN, Nature 1975, 256, 495-497.
Die Myelomlinie X 63-Ag8.653 wurde von KEARNY, J.F. etal., J. Immunol. 1979, 123, 1547-1557 hergestellt.

2) Die Selektion antikérperproduzierender Hybridome wurde nach MICHEEL, B. et al., J.Immunol. Meth. 1981, 46, 4146
durchgefiihrt.
Dabei wurde ein kreuzreaktiver Hybridklon erhalten, der mit B9-AB9 bezeichnet wurde.

3) Spezifitatsiiberprifung des monoklonalen AntikSrpers B9-AB9.

radioaktiv markiertes Intensitdtder
Hormon Bindung
HCG +++

LH +++

FSH +++

TSH ++

4) Produzierte Antikérpermengen
Der Hybridomklon BS-ABS produziert den entsprechenden Antikérper in hoher Quantitat. Wird er in der konventionellen
Zellkultur gehalten, ist der Antikdrper noch bei einer Verdiinnung von 1:1 0% nachweisbar. In der Aszitesfllissigkeit Hybridom-
tragender Méuse sind noch bei Verdiinnungen von grofer als 1:10° Antikérper nachweisbar.
Damit entspricht der Klon B9-AB9 den stark produzierenden Hybridzellen.
Der produzierte Antikérper 188t sich sehr gut an Plaste {Polyvenylchlorid, Polystyrol) adsorbieren, wodurch eine
Grundvoraussetzung zum Aufbau von Festphasen-Immuntests gegeben ist.
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