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Poly- und monoklonale Antikorper: Herstellung und
Bedeutung fur die medizinische Diagnostik *

L. Thomas

Zentrallabor des Krankenhauses Nordwest, Frankfurt

Zusammenfassung:

Der Basismechanismus immunchemischer Reaktionen ist die Antigen-Antikérper- Reaktion. Die nachzuwei-
senden Substanzen haben in der Bestimmungsreaktion Antigenfunktion. Die zur Bestimmung der Substanz
im Test eingesetzten Antikérper kénnen polyklonalen oder monoklonalen Ursprungs sein.

Polyklonal gebildete Antikérper werden technisch gewonnen durch die Reinigung der Immunglobulinfrak-
tion immunisierter Tiere. Trotz mehrerer Reinigungsschritte wird vielfach nicht ein spezifischer Antikérper
gewonnen, sondern eine heterogene Antikorperfraktion, die neben dem spezifischen Antikérper weitere
Antikorper mit unterschiedlicher Affinitat, Aviditdt und Spezifitdt gegen die immunchemisch zu analysierende
Substanz enthalt.

Die technische Gewinnung monoklonaler Antikorper verléuft im ersten Schritt dhnlich der auf polyklonalem
Wege; ein Tier wird immunisiert mit dem immundiagnostisch zu bestimmenden Antigen. Es wird jedoch
nachfolgend nicht Blut des immunisierten Tieres zur Antikérpergewinnung entnommen, sondern die Milz.
In vitro werden im nédchsten Schritt Antigen-sensibilisierte B-Lymphozyten aus der Milz mit Myelomzellen
der Maus unter Bildung von Hybridzellen fusioniert. Die Hybridzellen werden selektioniert und diejenigen
cloniert, die den gewtinschten spezifischen Antikorper bilden. Auf diesem Wege kénnen Antikérper einheit-
licher Affinitat, Aviditat und Spezifitat in groBeren Mengen gewonnen werden.

Die Vor- und Nachteile poly- und monoklonal gebildeter Antikérper fiir immunchemische Tests werden
dargestellt.

Schliisselworter:

Immunchemische Bestimmungsmethoden — polyklonale Antikérper — monoklonale Antikérper — Vor-
teile — Nachteile :

Summary:

The antigen-antibody-reaction is the basic mechanism in immunoassays. In the immunoassay the substance
of interest has antigen function. The corresponding antibody is manufactured either as polyclonal antiserum
or as a monoclonal antibody.

Polyclonal antisera are manufactured by the removal of antibodies with unwanted characteristics from the
antibody fraction of animals immunized with the antigen of interest. Even high purification will not rule out
the production of an antiserum fraction which contains antibodies of different affinity, avidity and specificity
directed against the antigen and highly immunogenic contaminants.

Monoclonal antibody generation starts with the same procedure as polyclonal manufactering: an animal is
immunized-with the antigen of interest. But after the immunization the spleen of the animal is removed rather
than blood. The antigen-sensitised B-cells of the spleen are fused with myeloma cells. The resulting antibody
producing hybridomas are selected and hybridomas which produce antibodies with the characteristics of
interest are cloned. By this way a homogenous antibody with definable affinity, avidity and specificity can
be produced.

The advantages for immunodiagnostics resulting from the monoclonal technology and some shortcomings
are discussed.

Keywords:
Immunoassay — polyclonal antibody — monoclonal antibody — advantages and shortcomings

* Vortrag, gehalten auf dem Symposium fiir Laboratoriumsmedizin, Wiesbaden, den 12. 5. 1984
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Medizinisch-diagnostische Testmethoden auf immun-
chemischer Basis arbeiten mit Antikorpern. Antikorper
sind Immunglobuline. Die zu bestimmende Substanz
wirkt im Test als Antigen, kann aber selbst ein Antikérper
sein. Reaktionsprodukt ist der Antigen-Antikorper-Kom-
plex, aus seiner Menge im Reaktionsansatz kann direkt
oder indirekt die Konzentration der zu bestimmenden an-
tigenen Substanz bestimmt werden.

Analysiert werden konnen nur Substanzen, die immuno-
gen sind oder immunogen gemacht wurden. Vorausset-
zung ist die Prasenz antigener Determinanten, auch Epi-
tope genannt (Abb. 1), sowie ein Molekulargewicht von
mindestens 10000 Dalton. Die Epitope bestehen typi-
scherweise aus 4—-8 Aminosaure- oder Zuckerresten. Der
Antikorper bindet spezifisch mit den antigenen Determi-
nanten uber eine oder beide Antigenbindungsstelien
(Abb. 2). Diese bestehen aus den variablen Regionen der
schweren und leichten Polypeptidketten. Die Antikorper-
spezifitditen einer Immunglobulinklasse unterscheiden
sich Antigen-abhangig in der Aminosduresequenz der
variablen Regionen. Antigen und korrespondierender An-
tikorper binden unter Bildung eines Antigen-Antikérper-
Komplexes. Ein Antikérper kann entweder mit 2 identi-
schen antigenen Determinanten eines Molekils oder mit
2 identischen antigenen Determinanten auf 2 Molekiilen
binden (Abb. 3). Letztere Reaktion ist die Voraussetzung
zur Bildung gréRerer Immunkomplexe. In Tab. 1 sind hdu-
fig im Labor angewendete immunchemische Bestim-
mungsmethoden und ihre Nachweisprinzipien darge-
stellt. .

Die fiir immunchemische Nachweismethoden erforderli-
chen Antikorper werden gewonnen durch die Immunisie-
rung von Tieren mit dem Antigen, das spater im Probengut
nachgewiesen werden soll. Die Technik der Immunisie-
rung unterscheidet sich nur unwesentlich, egal ob die
Antikorpergewinnung auf polyklonalem oder monoklo-
nalem Wege erfolgen soll.

Durch das Immunogen sensibilisiert werden der zellulare
und der humorale Schenkel des antigen-spezifischen Im-
munsystems (Abb. 4). Beide wirken gemeinsam bei der
Antigenverarbeitung und Antikorperbildung. - Wahr-
scheinlich sensibilisieren nur wenige Antigene allein den
humoralen Schenkel. Gewohnlich lauft die Antikorperbil-
dung erst ab, wenn die B-Zellen spezifisch getriggert
werden (Abb. 5). Das Antigen wird von Antigen prasen-
tierenden Zellen, z. B. Monozyten/Makrophagen, Uber
einen HLA-D/SB abhangigen T-Zell-Antigenrezeptor
den T4-Lymphozyten prasentiert (4). T4-Lymphozyten
sind Helfer-/Inducer-Zellen. Durch direkten Kontakt mit
einem B-Lymphozyten sowie lber stimulierende Fakto-
ren induzieren sie dessen Differenzierung in eine Plasma-
zelle, die Antikorpersekretion und die Bildung einer Plas-
mazellfamilie, den Clon.

Nach der Burnet'schen Selektionstheorie (6) bildet der
Antigen-stimulierte B-Lymphozyt nur Antikorper einer
Spezifitdt, also einer Schwerkettenklasse, eines Leicht-
kettentyps und funktionell gerichtet gegen eine be-
stimmte antigene Determinante. Erkennt das antigenspe-
zifische Immunsystem nach Verabreichung eines Immu-
nogens nur eine antigene Determinante, was praktisch
nie der Fall ist, kann eine monoklonal gebildete Antikér-
perfraktion vom immunisierten Tier gewonnen werden
(Abb. 6, rechts). Das SerumeiweiRbild des Tieres zeigt
die Dysproteindmie der monoklonalen Gammopathie,
vergleichbar der beim Plasmozytom. Meist besitzen Im-
munogene jedoch zahlreiche antigene Determinanten
oder durch die Funktion des Antigen-unspezifischen Im-
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Abb. 1: Peptidkette mit 113 Aminosduren und 10 antigenen
Determinanten (1)

Komplementbindungsstelle

Regulation des Katabolismus J Cr2

Bindungsstelle fur Rezeptoren
auf Zellmembran

Abb. 2: Antikérpermolekdil mit 2 identischen schweren (H) und
2 identischen leichten Peptidketten (L), sowie 2 Antigenbin-
dungsstellen. V = variable Regionen, C = konstante Regionen
(2) :

Abb. 3: Der Antikérper kann aufgrund seiner 2 Antigenbindungs-
stellen eritweder mit 2 identischen antigenen Determinanten ei-
nes Molekiils oder mit 2 identischen antigenen Determinanten
auf 2 Molekdilen binden (2)
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Abb. 4: Antigen-spezifisches Immunsystem mit zelluldrem Schenkel (oben) und humoralem Schenkel (unten) (3)

Makrgphage

Antigene
Aktivierung

Abb. 5: Das Antigen wird von einer Antigen-préasentierenden
Zelle, z. B. Makrophagen, Gber einen HLA-D/SB abhéngigen T-
Zell-Rezeptor der T4-Zelle prasentiert. Diese bewirkt die Aktivie-
rung einer B-Zelle, die zur Immunglobulin-bildenden Plasma-
zelle transformiert (4, 5) .
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Abb. 6: Bet Immunisierung eines Tieres mit einem Immunogen,
das nur 1 antigene Determinante besitzt, erfolgt hypothetisch
eine monoklonale Immunantwort (rechts), das SerumeiweiBbild
gleicht dem bei monoklonaler Gammopathie. Hat das Immuno-
gen zahlreiche Determinanten (links) ist die Immunantwort poly-
klonal (7)

Tab. 1: Haufig angewendete immunchemische Bestimmungsme-
thoden (oben) und ihre Nachweisprinzipien (unten)

Global qualitativ:
Selektiv qualitativ:

Immunelektrophorese

Blutgruppen-Bestimmung
Bakterien-Agglutination
Latex-Agglutinationstest
Héamagglutinationstest
Hamagglutinations-Hemmtest
Komplement-Bindungsreaktion
Immunfluoreszenz-Test

Radiale Immundiffusion
Laser-Nephelometrie
Turbidimetrie
Immunfluoreszenz-Test
Radioimmunoassay
Enzymimmunoassay
Fluoreszenzimmunoassay

Selektiv quantitativ:

direkt: Agglutination
(Blutgruppen, Widal-R.)
Radiale Immun-
diffusion

Immunelektro-

phorese

1. Prézipitation

indirekt: Latex-Agglutination
indirekte Hamag-
glutination
(Komplement-
Bindungsreaktion)
2. als gel6ster Immunkomplex: Laser-Nephelometrie
Turbidimetrie

3. Markierung eines Reaktionspartners (Radioaktivitat,
Fluoreszenz, Enzym)

kompetitiver RIA
Reaktionspartner gelbst<
EMIT

Reaktionspartner an fester Phase _

Lab.med. 8: 227 (1984) 227




munsystems, 2. B. von Granulozyten und Monozyten/
Makrophagen werden neue Determinanten gebildet.
Deshalb ist auch bei Gabe eines homogenen Immuno-
gens die Immunantwort polyklonal. Durch die unter-
schiedlichen antigenen Determinanten, wird eine grofe
Zahl von B-Lymphozyten stimuliert und die Immunant-
wort ist gekennzeichnet durch die Bildung vieler Antikér-
perspezifitaten (Abb. 6, links). Vom Tier wird keine ho-
mogene Antikérperfraktion gewonnen, sondern ein ge-
gen die verschiedenen Epitope des Immunogens gerich-
tetes Antiserum. Das Serumeiweifibild des immunisierten
Tieres zeigt die Dysproteinémie der polykionalen Gam-
mopathie.

Bei der Herstellung spezifischer Antikorper auf polyklo-
nalem Wege wird die y-Globulinfraktion des Plasmas im-
munisierter Tiere unterschiedlichen Trennverfahren un-
terworfen, so daR Antigen-spezifische Antikérper ange-
reichert und Antigen-unspezifische weitgehend entfernt
werden. Haufig kann eine fiir diagnostische Zwecke funk-
tionell einheitliche Antikdrperfraktion jedoch nicht Gber
lingere Zeit gewonnen werden. AuBerdem sind die Anti-
korperfraktionen von wechselnder Qualitdt. Insgesamt
weisen polyklonal gewonnene Antikorper fiir diagnosti-
sche Tests folgende Nachteile auf (Tab. 2):

1. Trotz guter Spezifitét ist die Antikorperfunktion fiir die
antigene Determinante heterogen, das heiBt es existieren
Antikorper verschiedener Spezifitaten, Affinititen, Klas-
sen und Subklassen mit den damit verbundenen biologi-
schen Aktivititen, z. B. Komplementbindung, Agglutina-
tion, Bindung-an Zellen.

2. Auch bei guter Reinigung sind noch in geringen Men-
gen Antikorper gegen weitere antigene Determinanten
vorhanden.

3. Das gleiche Antikérperspektrum kann in einem ande-
ren Tier nicht reproduziert werden, oft auch schon nicht
zu verschiedenen Blutentnahmezeiten beim gleichen Tier.

4, Unterschiedliche Antikérperkonzentration.

Die genannten Punkte sind Ursache fiir die bisher nicht
mogliche Standardisierung immunchemischer Tests.

Die Verwendung monoklonal synthetisierter Antikorper
weist neue Wege zur Losung dieser Probleme. Theore-
tisch kdnnen monoklonale Antikérper gewonnen werden
durch die Isolierung Antikorper-produzierender B-Lym-
phozyten aus immunisierten Tieren und die anschlie-
Rende Klonierung in ,.in-vitro-Kulturen®.

Praktisch ist das nicht moglich, da Antikérper-bildende
B-Zellen in vitro nicht kultiviert werden kénnen.

Die Idee von Kohler und Milstein (8) bestand darin, durch
die Verschmelzung eines B-Lymphozyten mit einer Tu-
morzelle zu einer Hybridzelle, den B-Lymphozyten un-
sterblich zu machen. Die Hybridzelle hat die Eigenschaf-
ten beider Elternzellen, die spezifische Antikorperbildung
des B-Lymphozyten und die Unsterblichkeit der perma-

Tab. 2: Nachteile polyklonal gewonnener Antikérper fir die im-

munchemische Diagnostik

-

. Heterogene Antikérperfraktion, trotz guter Spezifitat fiir eine
antigene Determinante

2. Trotz Reinigung noch Antikérper gegen andere Epitope vor-
handen

3. Mangelnde Reproduzierbarkeit von Entnahme zu Entnahme
und von Tier zu Tier

4. Unterschiedliche Antikérperkonzentration
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nent in Zellkultur wachsenden Tumorzelle. Als Tumorzelle
wird die Myelomzelle von Mausen verwendet, die B-
Zellen stammen aus der Milz immunisierter Tiere.

Das Prinzip der Produktion monoklonaler Antikdrper be-
steht vereinfacht dargestellt aus folgenden Schritten
(Abb. 7).

Immunisierung: ein Tier wird mit dem Antigen immuni-
siert gegen das Antikrper gewiinscht werden und die
Milz, die sensibilisierte B-Lymphozyten enthalt, entnom-
men.

Hybridisierung: Milzhomogenat wird inkubiert mit Mye-
lomzellen der Maus, dabei fusioniert eine Maus-Mye-
lomzelle mit einer Antigen-sensibilisierten B-Zelle zur
Hybridzelle. Gewdhnlich werden mehrere verschiedene
Hybridzellen gebildet.

Selektionierung der Hybridzellen: sie erfolgt vermittels
eines Mediums, in dem nur die Hybridzellen, nicht aber
die Mutterzellen wachsen.

Testung auf Antikérperbildung: im Uberstand wird unter-
sucht, ob die Hybridzelle Antikorper bildet.

Clonierung: wenn die Hybridzellen Antikorper bilden, 1aRt
man davon Zellfamilien heranwachsen.

Selektionierung der Clone: diejenige Zellfamilie, die den
gewiinschten Antikorper bildet, wird herausselektioniert.

Kultur der Hybridzellclone: wird durchgefiihrt zur Anti-
korperbildung in groBerem AusmaB, entweder als in vitro-
Zellkultur oder in vivo durch Injektion des Clons in die
Bauchhdhle von Mausen.

Maus immunisiert
gegen Antigen X

Myelom-Kulturzellen, Maus,
Antikdrper ohne Antigen®

lon
(HAT-Medium)
Immunglobulin positive
Hybridzellen in einzelnen
Mikrokulturen

Einzelzellen,

Analyse auf spezifische
~monoklonale* Antikorper
gegen Antigen X

Produktion
Hybridom

Jnvitro*

or o b e e bl
Abb. 7: Prinzip der Produktion monoklonaler Antikrper (9).
Folgende Schritte sind notwendig: Immunisierung des Tieres.
Entnahme der Milz und Fusionierung der Milzlymphozyten mit
Myelomzellen (Hybridisierung). Aufteilung und Anziichtung der
Hybridzellen in Mikrokulturen. Selektionierung der Ig-bildenden
Hybridzellen. Anziichten von Hybridzellfamilien, die den ge-
wiinschten Antikorper bilden (Clonierung). Produktion von spe-
zifischen Antikérpern im gréBeren AusmaB, entweder im Aszites
der Maus oder in der ,,in vitro*-Massenkultur :

Reldonlerung



Im einzelnen Fall lauft die Produktion monoklonaler Anti-
kdrper folgendermaRen ab:

Ratten oder Méuse werden mit dem gewiinschten Anti-
gen mehrmals immunisiert und die Milz 3—4 Tage nach
der letzten Immunisierung entnommen., Sie ist jetzt reich
an Antigen-sensibilisierten B-Zellen. Die Milz wird zer-
kleinert und Milzzellen mit Myelomzellen zur Fusionie-
rung inkubiert.

Die Fusionierung von Myelomzelle und sensibilisierten
B-Lymphozyten lduft spontan ab und wird begiinstigt
durch eine kurzzeitige Inkubation in Polyithylenglykol
mit nachfolgender 24stiindiger Inkubation in Zellkultur-
medium. ’

Drei wichtige Voraussetzungen zur erfolgreichen Bildung
monoklonaler Antikorper sind:

1. daB die Hybridzelle nur Antikérper sezerniert, die von
den Genomen der Antigen-sensibilisierten B-Zelle co-
diert werden. Der Myelomzellanteil, er ist ja auch eine
Immunglobulin-bildende Zelle, soll aber stumm sein, also
keine schweren und leichten Ketten zur Antikérperbil-
dung der Hybridzelle beisteuern, da sonst kein homoge-
ner Antikérper, sondern ein Antikérpergemisch gebildet
wirde. Das Problem wird dadurch gelost, daR Myelom-
zellmutanten der Maus zur Fusionierung eingesetzt wer-
den, die keine Antikorperbestandteile mehr sezernieren,
sogenannte Non-Producer.

2. Die Aufteilung des Fusionierungsansatzes in Mikro-
kulturen, denn die Fusionsrate Antigen-sensibilisierter B-
Lymphozyten mit Myelomzellen ist unterschiedlich
(Tab. 3). Sie betrdgt zwischen 1 auf 50000 bis 1 auf
1 Million eingesetzter B-Zellen. Aus der Immunisierung
mit einem starken Immunogen entstehen etwa 200 bis
1 Hybridzelle. Die Hybridzellen produzieren natiirlich
nicht alle den gleichen Antikorper, da bei der Immunisie-
rung B-Zellen mit unterschiedlichen antigenen Determi-
nanten sensibilisiert wurden. Der Fusionierungsansatz
wird deshalb i Mikrokulturen aufgeteilt, damit in einer
Mikrokultur nur eine Hybridzelle wachst.

3. Die Selektionierung der Hybridzelien von den Eltern-
zellen. Hybridzellen wachsen langsam und teilen sich nur
alle 24-48 Std. Sie wiirden von den schnellwachsenden
Myelomzellen Gberwuchert. Deshalb miissen sie von den
Elternzellen selektioniert werden. Die Selektionierung er-
folgt durch Absterbenlassen der Elternzellen im Wachs-
tumsmedium. Das ist bei den Antigen-sensibilisierten B-
Lymphozyten der Milz recht einfach, sie sterben sowieso
nach wenigen Tagen ab- Das Absterben der Myelomzellen
erfolgt durch die Hemmung ihrer DNA-Synthese. Des-
halb werden im Fusionsansatz Myelomzell-Mutanten
eingesetzt, denen das Enzym Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyl-Transferase fehit.

Wachstum und Vermehrung von Zellen geht mit gestei-
gerter DNA-Synthese einher. Der Aufbau zur DNA-Syn-
these erforderlicher Nucleotide wie AMP, GMP, CMP,

Tab. 3: Ausbeute an Hybridzellen durch kulturelle Fusionierung

108 B-Lymphozyten in der Milz

10% Antigen-sensibilisierte B-Lymphozyten
107 Myelomzellen

Fusionsrate 1:5x10% bis 1:1x108

200 bis 1 AK-bildende Hybridzellen

TMP erfolgt aus Purin- und Pyrimidinnucleotid-Vorstu-
fen in enzymatischen Schritten, bei denen Folsiure das
Coenzym ist (Abb. 8). Die Wege iiber die Hypoxanthin-
Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HG PRT) und die
Thymidinkinase (TK) werden vorwiegend beschritten,
wenn die Hauptwege geblockt sind, z. B. nach Gabe des
Folsaureantagonisten Aminopterin in das Kulturmedium.
Myelomzell-Mutanten mit HGPRT-Mangel kénnen in ei-
nem Hypoxanthin-, Aminopterin-, Thymidin-haltigen
Kulturmedium (HAT-Medium) keine DNA bilden, also
nicht wachsen, da alle Syntheseschritte blockiert sind und
der Thymidinkinase-Schritt allein nicht ausreicht.

Bei Hybridzellen ist die DNA-Synthese méglich, da ja die
Antigen-stimulierte B-Zelle einen intakten HGPRT-Weg
in die Fusion mit eingebracht hat.

Die Kultivierung der Hybridzellen im HAT-Medium erfolgt
Uber mehrere Wochen auf Mikrotiterplatten (Abb. 7,
Schritt 3). 2—4 Wochen nach der Fusionierung werden
Hybridzellklone sichtbar. Die Kulturiiberstinde der Napf-
chen werden auf die Anwesenheit von Antikérpern tiber-
priift. Ist das der Fall, erfolgt im nachsten Schritt die Kio-
nierung. Dabei werden durch Serienverdiinnungen die
Primarkulturen auf Mikrotiterplatten so verteilt, daR theo-
retisch nur eine Hybridzelle pro Népfchen vorliegen kann.

Somit soll sichergestellt werden, daR die gebildete Anti-
korperspezifitat nur einem Hybridzellklon entstammt. Im
nachsten Schritt werden die von diesen Hybridzellklonen
sezernierten Antikorper auf ihre Spezifitit gepriift. Dies
ist eine aufwendige Arbeit, da Ubersténde vieler Hybrid-
zellklone getestet werden miissen. Die Testtechniken be-
ruhen auf dem Prinzip der Inkubation Antigen ,,beladener
Zielzellen” mit den Antikérper-haltigen Uberstinden der
Kulturen (Abb. 9). Der Nachweis des zum Antigen korre-
spondierenden Antikérpers erfolgt unter Anwendung
eines markierten Antiimmunglobulins oder im Rosetten-
test (9, 12).

Die Produktion gréRerer Antikdrpermengen erfolgt ent-
weder in der ,,in vitro”-Massenkultur oder in vivo in Form
eines Aszites. Bis zu 20 mg Antikdrper kénnen pro ml
Aszites gewonnen werden, in vitro nur bis 10 ug/ml. Falls
erforderlich, kdnnen Hybridzellklone tiefgefroren aufbe-
wahrt werden.

Die Vorteile monokionaler Antikérpergewinnung fiir
immunchemische Bestimmungsmethoden (12) sind
(Tab. 4):

1. Es kénnen Antikrper gegen einzelne Determinanten
eines Immunogens selektioniert werden, wahrend poly-
klonal gewonnene Antikérper sich doch immer nur, wenn
auch in unterschiedlichem AusmaR, gegen zusammenge-

DNA-Synthese

Purin-Nukleotid Pyrimidin-Nukleotid
Vorstufe Vorstufe

(Folsiureantagonis!

HGPRT

TK .
Hypoxanthin———a= AMP, GMP CMP, TMP ««———— Thymidin

_ o y,
Abb. 8: DNA-Synthese-Wege (10). Die Synthesewege (tiber die
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase = (HGPRT)
und die Thymidinkinase werden nur beschritten, wenn die
Hauptsynthesewege der Nucleotide durch die Wirkung des Fol-
séureantagonisten Aminopterin blockiert sind
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setzte Antigenmuster richten. Der gewonnene monoklo-
nale Antikorper ist homagen in seinen Funktionen und
einheitlich in Spezifitat, Affinitat, Aviditit und Bindungs-
kinetik. Besonders wichtig ist das fiir den immunchemi-
schen Nachweis von nahezu identischen Substanzen wie
Steroiden oder Digitalisglykosiden. Bei Anwendung po-
lyklonal gewonnener Antikorper ist die Kreuzreaktivitét
groB.

2. Gegen viele Determinanten eines komplexen fmmu-
nogens, z. B. Lymphozyten, ist die Erzeugung monospe-
zifischer Antikorper moglich. Oberflichenstrukturen von

Ziotzene
mit Oberflachen:
Antgenen

"n Antikérper, monokional
A spezifisch gegen P -Anugen

J antig

|
antlg i
l i beladen (oder
Protein A beschichtet)
Rosettentechnik

Radioaktivitat «Enzym Assay* FACS

Abb. 9: Testtechniken zum Nachweis monoklonal gebildeter spe-
zifischer Antikérper in den Kulturiiberstinden. Werden Fluores-
cein markierte Antikorper gegen Immunglobuline angewendet,
kénnen Fluoreszenz aktivierbare Zellsortierer (FACS) zum Nach-
weis der spezifischen Antikérper eingesetzt werden (9)

Tab. 4: Vorteile monoklonal gewonnener Antikorper fir die im-
munchemische Diagnostik

1. Antikorper gegen 1 Determinante, damit einheitliche Spezifi-
tat, Affinitat, Aviditat und Bindungskinetik

2. Antikorper gegen alle Determinanten eines Immunogens sind
moglich

3. Gewinnung groBer Antikérpermengen — konstante Chargen
— Standardisierung '

4. Hohe Antikorper-Titer
. Reinigung von Antigenen

(3]

6. Antikorper einer Klasse und Subklasse

Tab. 5: Nachteile monoklonal gewonnener Antikorper fiir die
immunchemische Diagnostik

1. Kreuzreaktive Antikorper sind unbrauchbar

2. Zu geringe Affinitdt gegen die gewiinschte Determinante

3. Titerbedingte Kreuzreaktivitaten

4, U?e!speziﬁ\ét .

5. Gewisse Reaktionen nicht méglich aufgrund zu groBer Rein-
heit (RID, Immun-Epho., KBR)
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Lymphozytenpopulationen konnen dadurch erkannt und
die Zellen differenziert werden.

3. Durch die Produktion und Reinigung groer Mengen
kénnen die Chargeneigenschaften konstant gehalten
werden und die Standardisierung von Immunoassays
riickt naher.

4. Hohe Antikorpertiter stehen zur Verfiigung.

5. Wird mit einem Antigengemisch immunisiert, ist es
méglich, mit Hilfe der gebildeten Antikérper die ge-
wiinschten Antigene zu selektionieren.

6. Antikorper einer Klasse und Subklasse kdnnen ge-
wonnen werden, dadurch sind auch die biologischen Ak-
tivititen einer Antikorpercharge bezugnehmend auf Kom-
plementbindung, Agglutination und Prézipitation ein-
heitlich.

Neben den genannten Vorteilen sollen gewisse Nachteile
monoklonaler Antikérper (13, 14) nicht verschwiegen
werden (Tab. 5):

1. Kreuzreaktivitdten konnen bei monokionalen Antikor-
pern nicht wie bei polyklonal gewonnenen Antiseren ab-
sorbiert werden. Kreuzreaktive monoklonale Antikorper
sind deshalb unbrauchbar.

2. Ein polyklonal gewonnenes Antiserum setzt sich aus
einer Mischung von Antikérpern zusammen, die gegen
ein Antigenmuster gerichtet sind. Zu jeder Determinanten
des Musters existieren Antikorper unterschiedlicher Affi-
nitat, insgesamt ist aber die Affinitat aller Antikorper so
gut, daB eine ausreichende Antigen-AntikGrper-Bindung
vorliegt. Bei einem monoklonalen homogenen Antikorper
kann die Affinitat so schwach sein, daR eine fiir diagnosti-
sche Zwecke erforderliche Antigen-Antikérper-Bindung
ausbleibt. .

3. Bei der Anwendung hochtitriger monoklonaler Anti-
korper an komplexen Strukturen, z. B. Geweben, kénnen
unerwartete Kreuzreaktivititen auftreten, die bei bisher
verwendeten niedrigtitrigen polykionalen Antiseren nicht
erkennbar waren. Der Ersatz eines polyklonal gewonne-

‘nen Antiserums durch einen monoklonalen Antikérper ist

deshalb nicht einfach méglich, ohne, daR eine Anderung
des Untersuchungsergebnisses auftritt.

4. Die Uberspezifitit eines mit monoklonalen Antikér-
pern arbeitenden Testsystems kann dann vorliegen, wenn
nur eine antigene Determinante, z. B. einer Virusvariante
erfalt und alle anderen Biovarianten einer Virusgruppe
nicht erkannt werden. Hier miiBte dann ein Cocktail mo-
noklonaler Antikorper eingesetzt werden (15).

5. Fur die radiale Immundiffusion, Immunelektrophorese
und andere Immunprazipitationstechniken ist die Bildung
groRer Immunkomplexe erforderlich. Monoklonale Anti-
kérper sind dazu nicht in der Lage. Sie erkennen nur
eine antigene Determinante des Antigens und kénnen ein
komplexes Netzwerk, das Voraussetzung fir die Immun-
prazipitation ist, nicht bilden. Fiir die Anwendung dieser
Techniken miissen Gemische monoklonaler Antikorper
gegen verschiedene Determinanten des Antigens herge-
stellt werden.

Komplementbindungsreaktionen sind nur moglich, wenn
der monoklonale Antikérper Komplement zu binden ver-
mag.

Die Anwendungsbereiche monoklonaler Antikdrper in
der Laboratoriumsdiagnostik sind vielféltig. Sie werden
eingesetzt fiir Testmethoden fir die



1. Quantitative Bestimmung von bakteriellen und viralen
Antigenen bzw. der korrespondierenden Antikdrper, von
Tumormarkern, Hormonen, Medikamenten, Plasmapro-
teinen und organ-spezifischen Proteinen.

2. Bestimmung der Blutgruppenantigene.

3. Gewebe- und Zelltypisierung, z. B. Analyse des HLA-
Systems und Bestimmung von Lymphozytenrezeptoren.

Monoklionale Antikorper werden in den nachsten Jahren
bei vielen immunchemischen Nachweismethoden die po-
lyklonal gebildeten Antikérper verdrangen. Ob ihre An-
wendung, wie jetzt schon auf Herstellerprospekten auf-
gefiihrt, wirklich der neue und damit bessere Weg fiir die
Laboratoriumsdiagnostik von Krankheiten ist, wird die
Zukunft zeigen.
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