Herstellung und Diversifizierung von monoklonalen Antikorpern

(Nobel-Vortrag)**

Von Georges Kéhler*

Eine Maus kann zehn Millionen verschiedene Antikor-
per produzieren, von denen jeder von einem eigenen B-
Lymphozyten hergestellt wird. Etwa tausend verschiedene
Antikorper sind in der Lage, eine einzige antigene Deter-
minante zu erkennen. Wenn man eine normale Immunant-
wort analysiert, die eine Maus auf eine solche Determi-
nante gibt, findet man nur finf bis zehn verschiedene Anti-
korper, die wahrscheinlich eine rein zufillige Auswahl aus
dem gesamten Repertoire sind. Selbst Seren, die nur Anti-
korper gegen eine einzige Determinante enthalten und die
man durch allogene Immunisierung und adsorptive Reini-
gung erhilt, zeigen noch vier Nachteile:

1. Die Titer sind niedrig.

2. Die Antikérperpopulation, obwohl spezifisch fiir nur
eine einzige Determinante, ist nichtsdestoweniger hete-
rogen.

3. Der Vorrat ist limitiert.

4. Es ist unmoglich, dieselbe Kombination spezifischer
Antikérper in einem anderen Tier zu reproduzieren.

Die Methode der Lymphozytenfusion, die zusammen
mit C. Milstein, MRC, Cambridge (England), entwickelt
wurde, liefert eine Handhabe, um diese Nachteile zu iiber-
winden (Abb. 1). Myelomzellen (Tumorzellen) einer Maus
werden mit Milzzellen aus einer vorher mit einem Antigen
immunisierten Maus fusioniert. Etwa 50% der Hybridzel-
len haben die erwiinschte Kombination parentaler Eigen-
schaften: Starkes Wachstum in Zellkultur ist die von der
Myelomzelle eingebrachte Eigenschaft, wihrend die Fi-
higkeit zur Antikdrperproduktion von der B-Zelle aus der
Milz stammt. Ein relativ hoher Anteil der Hybridomazel-
len sezerniert Antikérper, die fiir das zur Immunisierung
verwendete Antigen spezifisch sind"-?. Diese Technik hat
folgende Vorteile:

1. Nur eine Spezifitit. Jeder Hybrid-Zellklon produziert
nur einen Antikérper.

2. Unbegrenzter Vorrat an Antikdrpern. Die Hybridzellen
sind unsterblich wie Tumorzellen, kénnen eingefroren
werden, sezernieren 10-50 pg/mL Antikorper in das
Kulturmedium und produzieren, wenn sie in Miuse in-
jiziert werden, Titer in der GroBenordnung von 1-10 mg
Antikorper pro mL Korperflissigkeit.

3. Ungereinigte Antigene erbringen reine Antikdrperrea-
gentien. Der monoklonale Antikdrper charakterisiert
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definitionsgemaB nur eins aus der Vielzahl der in die
Maus injizierten Antigene.

4. Alle Spezifititen kdnnen erhalten bleiben. Es wurde be-

obachtet, daB spezifische Hybridome immer dann ent-
stehen, wenn eine Immunantwort in der Maus hervor-
gerufen werden kann.

S. Anreicherung spezifischer Hybridome. Spezifische B-

Zellen sind sogar in der Milzzellpopulation immunisier-
ter Miuse selten; in der entsprechenden Hybridomapo-
pulation sind sie jedoch um das 10- bis 100fache ange-
reichert.

6. Dominanz der Antikorpersekretion. B-Zell-Hybridome

sezernieren hohe Antikdrpermengen unabhingig davon,
ob auch die normale B-Zelle dies tat.

7. Antikérper werden manipulierbar. Die Hybridomazelli-

nien kénnen mutiert werden und produzieren dann An-
tikdrper, die man in der Natur nicht findet.

8. Es handelt sich um eine allgemein anwendbare Metho-

de. Bisher wurde die Zellfusion nur zur Rettung von T-
Zell-Funktionen angewendet; dadurch konnten T-Hy-
bridomazellinien erzeugt werden, die verschiedene
Lymphokine sezernieren und Killerfunktion oder Hel-
fer- und Suppressoraktivitdten ausiiben.

p2/0-Ag 16
HGPRT neg.
Sterben in
HAT-Medium,
produzieren
keine Ig

HAT-Selektion
durch Nihcmedium

260-480
unabhingige Kulturen

spezifische |g-Produktion

Zetlkultur
Kionisrung
Screening auf Spezifitit
Titer 102-%0%fach
héher als
Kulturilberstinde

Abb. 1. Die Hybridomatechnik. Die Fusionslinie Sp2/0-Agl4 stammt selbst
aus einer Hybridomalinie und produziert keine endogenen Immunglobutine
{61). HGPRT = Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosy!-Transferase, ein En-
zym, das fiir die DNA-Synthese bendtigt wird, wenn der normale Synthese-
weg durch Aminopterin blockiert ist. HAT = Nahrmedium aus Hypoxanthin,
Aminopterin und Thymidin [1. 62, 63). PEG = Polyethylenglycol.
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Einige ausgewihite Anwendungen monoklonaler Anti-
korper sind in Tabelle 1 zusammengefafit.

Tabelle 1. Anwendungsgebiete fiir monoklonale Antikérper.

Aufgabe Anwendung Erfolg/ Lit.
Beispiel
Definieren -~ auf Bakterien Klassifizierung  [3)
von antigenen Viren wird leichter [4]
Determinanten Parasiten {5}
~ auf Zellen elf menschli- [6)
che T-Zell-
Antigene ge-
funden
Typisierung M

von Histokom-
patibilitats-
Antigenen
Tumor-Anti- I8, 11]
gene
- Peptide, Proteine, Hormone  5000fache An-  [9)
reicherung von
Interferon
200fache An- 110)
reicherung des
Ia-Antigens
der Ratte
menschliches [y
Chorion-Go-
nadotropin
bei Schwan-
gerschaftstests
sieben Deter- [12]
minanten auf
Maus-pu-Ket-
ten (konstante
Region)
Sporozoiten [13}
von Plasmo-
dium berghei
Digoxin-Uber-  [14]
dosis
a Ly2 unter- {15)
driickt T-Zell-
Killerfunktion
a-Rhesusfak- (16)
tor
Verstirkung [17]
und Unter-
driickung der
anti-NP-Im-
munantwort
Histokompa- {18]
tibilitats-Anti-
gen
Influenza-A- {19)
Virus
Nervensystem [20]
des Blutegels
Tumordarstel- 211
lung im Men-
schen

Reinigen

~ Zellmembranen

Auffinden und
Quantifizieren

- in Rohgemischen

Kartieren - Epitopcharakterisierung

Modifizieren ~ Infektiositat

- Toxizitat

- Funktion

- Immunogenitit

Auswiihlen ~ a-Idiotyp

- Mutationen

Lokalisieren - in Organen

- im Kérper

Friither wurden konventionelle Seren benutzt, um Anti-
gene zu definieren, zu reinigen, zu quantifizieren, zu kar-
tieren, zu modifizieren, auszuwihlen und zu lokalisieren.
Von wenigen Ausnahmen abgesehen!'* '* haben die mono-
klonalen Antikérper also nicht zu Anwendungen gefiihrt,
iiber die vorher nicht nachgedacht worden war. Als spezi-
fisch reagierende, reine Chemikalien mit unbeschrinktem
Vorrat ersetzen sie jedoch die konventionellen Seren und
tragen dadurch zu einer weltweiten Standardisierung von
Reaktionen bei, die durch Antikdrper vermittelt werden.

Zu den grofien Vorteilen der Hybridomazellinien zihlt
nicht nur die Produktion monoklonaler Antikérper, son-
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dern auch die Verfiigbarkeit der Maschinerie, die sie pro-
duziert. Dies ermoglicht die Diversifizierung eines spezifi-
schen Antikdrpers: Man kann auf Mutationen selektio-
nieren, man kann neue immunglobulinspezifische schwere
und leichte Ketten in Hybridomazellinien einfiigen, man
kann die Antikdrpergene klonieren, in vitro mutieren und
in Zellinien oder in die Keimbahn einer Maus einfilthren.
Die Varianten geben einen Einblick in Struktur-Funktions-
Beziehungen bei Immunglobulinen sowie deren RNAs
und Genen. Aus der Analyse von Varianten wurden auch
eine recht spekulative Hypothese iiber die Wechselwirkung
von H- und L-Ketten in Multigenfamilien abgeleitet.

Diversifizierung von monoklonalen Antikérpern

Viele Forscher haben Varianten monoklonaler Antikor-
per erzeugt (Tabelle 2), die vielleicht interessantere Eigen-
schaften haben als die, welche ich hier beschreiben werde.
Dies ist jedoch eine Darstellung der Entwicklung aus per-
sonlicher Sicht und soll kein zusammenfassender Uber-
blick sein. Der Bericht konzentriert sich, wenn méglich,
auf Experimente mit der Hybridomazellinie Sp6/HLGK.
Die Linie stammt aus einer Balb/c-Maus, die mit Trini-
trophenyl-lipopolysaccharid (TNP-LPS) immunisiert wor-
den war. Sie sezerniert ein Immunglobulin aus einer
schweren p-Kette, die mit einer leichten x-Kette mit anti-
TNP-Spezifitit assoziiert ist (bei Sp6 und #quivalenten
Hybridomen mit HL bezeichnet), auflerdem eine y- und
eine %-Kette, die vom Myelom-Fusionspartner X63-Ag8
herriihren (bei Sp6 und dquivalenten Hybridomen mit GK
bezeichnet)'?.

Tabelle 2. Mutationen und Anderungen in Zellinien, die monoklonale Anti-
kérper produzieren.

Selektion Mutation/Anderung  Haufigkeit Lit.
Verlust des Isotyps Verlust der H- oder 1/10? 122)
L-Kette
Deletion von Domi- 1710} [23, 24]
nen
Verlust von A-Ket- >1/10* 125, 26}
ten-Sekretion auf-
grund von Punktmu-
tationen
Anderung des iso- Deletion von Domi- 1/10° [27
elektrischen Punkts nen
Rasterverschiebung,
Punktmutationen
Zellsorter, positive Anderung des Iso- ~1/10°-1/10"  [28-30]
Selektion auf verin- typs, oft mit Dele-
derten Isotyp tionen verbunden
Verlust des Idiotyps,  mogliche Genkon- 1/10%-1710°  [31-33)
Verlust und Gewinn version, Punktmu-
der Antigenbin- tationen
dungsfihigkeit
Verlust der lytischen Deletionen, Raster- 1710°-1/10*  [34-36]
Aktivitit verschiebung, Inser-
tionen
~Reverse Genetik* Chimare Antikérper {37, 38)
Vu-C,
VYMaus-Crmensen [39, 40)
Antikdrper-Enzym [41)
Sekundire Hybride Monovalente Anti- [41a]
korper
zwei Spezifititen [41b}
Komplementierung [49]

der Spezifitat
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Varianten mit Verlust von Immunglobulinketten
fithren zur Hypothese der Toxizitiit
der schweren Kette

Die ersten Hybridome produzierten alle zwei Immunglo-
buline: Das eine stammte vom spezifischen Lymphozyten,
das andere vom Myelom. Sie gehérten daher, wie Sp6, zum
HLGK-Typ. UmausschlieBlichspezifische Antikorperzu erhal-
ten, wurden Sublinien selektioniert, die die nicht-spezifischen
G- und K-Ketten des Myelom-Fusionspartners nicht mehr
produzierten'>*%. Es wurde beobachtet, daBl schwere Ket-
ten (H, G) leichter verlorengehen als leichte Ketten (L, K).
Beim Beispiel Sp6 vollzog sich der Kettenverlust in der
Reihenfolge Sp6/HLGK —Sp6/HLK —Sp6/HL und nicht
Sp6/HLGK—Sp6/HLG—Sp6/HL. Dies erinnerte an Re-
sultate von Coffino und Scharff et al.?>*!, die bei der My-
elomlinie MPC11 einen Verlust von 1-10~2 bis 2.10*
schweren Ketten pro Zelle und Generation beobachteten,
ein Verlust leichter Ketten fand jedoch noch nicht einmal
mit einer 100mal niedrigeren Haufigkeit statt. Nach ei-
nem Verlust von schweren Ketten gehen leichte Ketten je-
doch in dhnlichem AusmaB wie schwere Ketten verloren.

Um die Allgemeingiiltigkeit dieser Beobachtung zu prii-
fen, wurde eine Reihe von Hybridomalinien etabliert, die
drei, zwei und einen Antikorper produzieren, und ihre Va-
rianten mit Kettenverlust wurden iiberwacht (Tabelle 31,
L-Ketten-Verlust wurde zunehmend nur in solchen Kombi-
nationen unterbunden, die einen ansteigenden UberschuB
an H-Ketten produzierten. Daraus wird geschlossen, daB
schwere Ketten, die nicht mit genug leichten Ketten aufge-
wogen werden, toxisch fir die Zellen sind. Die Zellinien,
die schwere Ketten im UberschuB produzieren, haben ein
vermindertes Wachstum und kénnen nicht aus der Zellpo-
pulation ,herauskloniert* werden. Eine zusitzliche Stiitze
fir die Hypothese der Toxizitdt schwerer Ketten lieferte
die Analyse von Sp6-Varianten. Eine Sublinie (Sp6/HLk)
wurde etabliert, die eine verinderte K-Kette produzierte,
welche mit geringerer Effizienz mit der H-Kette kombinierte
(diese Eigenschaft wird durch den kleinen Buchstaben k in
Sp6/HLk symbolisiert). Die Sp6/HLk-Linie verlor L mit
eine tausendmal niedrigeren Frequenz als die urspriingli-
che Sp6/HLK-Linie®®**%, Wir schlossen daraus, daB die
Variante k die parentale K-Kette nicht darin ersetzen
konnte, eine toxische Anhiufung freier H-Ketten zu ver-
hindern. Wir haben die H- und L-Ketten-Gene von Sp6
kloniert und sie getrennt oder miteinander verbunden wie-
der in die Myelomlinie X63Ag8.6.5.3. eingefiihrt, die kein

Tabelle 3. Toxizitit der H-Kette,

1g-Ketten der Verlust der H- _ Haufigkeits-
Ausgangslinie oder L-Ketten Verhaltnis

2H+3L 2
SH+3L 3H+2L =T

1H+2L 8
" T |

OH+ 1L 100

— 2 —

fH+1L 1H+0L 1
2H+3L
IH+2L} L-Verlust so haufig wie H-Verlust
OH+1L
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Tabelle 4. Expression klonierter Sp6-p- und -x-Gene in X63Ag8.6.5.3-B-My-
elomzellen {a].

Gen DNA- RNA [%)] (bezogen Protein [%] (bezogen
Kopien- auf Sp6-Eltern) auf Sp6-Eltern)
zahl " % " %

3 50 (41) — 62 (10) — 50 (4)

n 7(8) 1.3(9) - 1(9) -

p+x 5(11) 6 (8) 4(8) 13 (12) 13 (12)

ptx =1 5 13

N

[a] Daten von J. McCubrey, unveroffentlicht. - In Klammern: Anzahl der un-
tersuchten stabilen Zellinien.

Immunglobulin produziert (Tabelle 4). Falls freie schwere
Ketten toxisch fiir die Zelle sind, sollten wir erwarten, dal3
,»Nur-g-Transformanden* selektioniert werden, die niedri-
gere Mengen an p-Ketten als (pundz)-Transformanden
produzieren. Zwischen diesen beiden Transformanden-
gruppen wurde ein fiinf- bis dreizehnfacher Unterschied
beobachtet. Durchschnittlich findet man in den Nur-p-
Transformanden hundertmal weniger u-RNA oder Protein
als in den Sp6-Eltern. Dieser niedrige Anteil ist vergleich-
bar mit dem, der in nur p exprimierenden Pri-B-Zellen ge-
funden wurde™, und er ist moglicherweise fiir die Zellen
nicht mehr toxisch. Bei Proteinen, die so wie H und L in
Immunglobulinen aus zwei verschiedenen Untereinheiten
bestehen, wird eine Kette oft im UberschuB produziert (L-
Ketten in Zellen, die Immunglobulin produzieren). Gegen
potentiell toxische Effekte von freien leichten, jedoch
nicht von freien schweren Ketten wird daher selektioniert
werden. In der multigenen Ig-Familie mit etwa 5000-
10000 H- und 250 L-Ketten kénnte die Eliminierung von
Zellen, die H-L-Paare mit zu geringen Affinititen fir eine
Antikorperbildung produzieren, ein wichtiger Kontrollme-
chanismus sein.

Somatische Mutanten von H- und L-Ketten dominieren
spite Immunantworten!***, Es ist vorstellbar, da8 Muta-
tionen in den variablen Regionen von H- und L-Paaren
mit urspriinglich niedriger Affinitat deren Paarungsaffini-
tat erhéhen. Solche Zellen verhindern eine durch die Toxi-
zitiit freier H-Ketten hervorgerufene Eliminierung und tra-
gen zur somatischen Diversifizierung von Antikdrpermole-

igML1
pra-B-Zelle kieine B-Zelle

N Xe;

Intrazeltulare lgGL1
H-L-Selektion
maoglich
Q(,

Zelle mit
Geddchtnis

Abb. 2. Schematische Darstellung der Entwicklung von B-Zellen. Die Punk-
te, an denen eine erhdhte Produktion schwerer Ketten oder die Produktion
verschiedener Isotypen der schweren Kette toxisch fir die Zelle werden
kdnnte, sind gekennzeichnet. Mutationen in den variablen Regionen, die die
Paarungsaffinititen von schweren (H) und leichten (L) Ketten erhShen,
k8nnten die Toxizitit der freien schweren Ketten verhindern; soiche Mutan-
ten k8nnten angereichert werden.
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kiilen bei. Erhéhung der Ig-Produktion oder Ubergang zu
anderen Ig-Klassen konnten neue Selektionsrunden indu-
zieren (Abb. 2). Die bevorzugte Assoziation urspriinglicher
H-L-Paare in Kompetitionsexperimenten™”** sind durch
diesen intrazelluliren Selektionsmechanismus leicht er-
klarbar.

Antikorperserien mit einer einzigen Spezifitit,
die durch sekundire Fusionen erzeugt werden

Die Sp6/HK- und Sp6/LK-Linien (Abkémmlinge von
Sp6/HLGK mit Kettenverlusten) produzieren keine Anti-
korper mit anti-TNP-Spezifitit mehr (eine Eigenschaft, die
auf die HL-Kombination beschridnkt ist). Beide Linien
wurden mit nichtimmunisierten Mausmilzzellen fusioniert,
die vier Tage mit dem Mitogen Lipopolysaccharid stimu-
liert worden waren. Die resultierenden Hybride wurden
auf die urspriingliche anti-TNP-Spezifitit getestet“l. In
etwa jedem hundertsten Hybridom der Sp6/HK-Linie und
in ungefihr jedem zweitausendsten Hybridom der Sp6/
LK-Linie war die anti-TNP-Aktivitit wieder hergestelit;
der zweite Wert war nicht von Werten der Hybridlinie
Sp2/0 zu unterscheiden, welche iiberhaupt keine Ig-Ketten
beisteuert. Die Allgemeingiiltigkeit dieser Aussage wurde
durch dhnliche Resultate an drei weiteren Hybridompaa-
ren des HK- oder L-Typs bestitigt. Die HK-Linien konn-
ten leicht komplementiert werden, die L-Linien ergaben
,Hintergrund*-Komplementierung. Aus diesen Ergebnis-
sen wurden folgende Schliisse gezogen™!:

1. Etwa 40 Gene fiir die variable Region der leichten Kette
tragen zum Repertoire an leichten Ketten in der Maus
bei.

2. Etwa 250 verschiedene leichte Ketten findet man in
nichtstimulierten Milzzellen, was auf die Kombination
von 40 V-Region-Genen mit vier J(,,Joining* = verbin-
denden) Segmenten und ihre frithe somatische Diversi-
fizierung zuriickzufiihren ist.

3. Etwa 20- bis 40mal mehr schwere als leichte Ketten
werden in friihen, nichtstimulierten Milzlymphozyten
exprimiert.

4. Eine statistische Analyse der Daten fiihrt zu der Verall-
gemeinerung, da man eine vorgegebene Antikérper-
spezifitdt finden wiirde, wenn man alle Kombinationen
einer bestimmten leichten Kette mit simtlichen schwe-
ren Ketten testen konnte. Konnte man alle Kombinatio-
nen einer bestimmten schweren Kette mit allen leichten
Ketten testen, so wiirde man eine vorgegebene Antikor-
perspezifitit nur in jedem zwanzigsten Fall erhalten.

Die obigen Aussagen miissen mit Vorsicht betrachtet
werden, da sie an einer begrenzten Anzahl von Hybrido-
men gewonnen wurden. Trotzdem meine ich, da} die Hy-
bridomatechnik einen neuen Weg zur Analyse des Pro-
blems der Antikorperdiversitit eroffnet hat. Sie ermoglicht
die getrennte Analyse von H- und L-Ketten, wodurch die
enorme Heterogenitit, welche die Kombination von
schweren und leichten Ketten in Antikdrpermolekiilen er-
zeugt, vermieden wird. Die Sp6-Linie ist in zehn Sublinien
diversifiziert worden, von denen jede eine andere leichte
Kette produziert, die zusammen mit der schweren Kette
von Sp6 die urspriingliche anti-TNP-Aktivitit wiederher-
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stellt. An solchen Zellinien kénnen Einsichten iiber jene
Wechselwirkungen zwischen den variablen Regionen von
schweren und leichten Ketten gewonnen werden, welche
notwendig sind, um eine bestimmte antigenspezifische
Bindung zu gewihrleisten. Ein praktischer Aspekt solch
sekunddrer Serien von Antikérpern mit einer einzigen Spe-
zifitidt wire die Isolierung von Antikérpern mit niedrigerer
Affinitdt als diejenige der Ausganglinie. Solche Antikorper
konnten fiir die affinititschromatographische Reinigung
von Antigenen vorteilhaft sein.

Diversifizierung durch Mutantenselektion

Wir haben Mutanten der Sp6- und der PC700(1gM-anti-
Phosphorylcholin(PC))-Linien untersucht. Die Selektions-
methode war einfach. Das Hapten TNP oder PC wurde
kovalent an die Zellmembranen gebunden. Die Zellen
wurden verdiinnt und in Gegenwart von Komplement in-
kubiert. Zellen, die Wildtyp-1gM sezernieren, binden vor-
nehmlich ihre eigenen Antikdrper und sterben ab. Zellen,
die weniger Wildtyp-IgM oder weniger lytisches IgM aus-
scheiden, reichern sich an. Drei bis vier Selektionsrunden
fithren zu einer fast ,,reinen* Zellmutantenpopulation. Ta-
belle 5 fafit die bisher fiir die Sp6-Linie charakterisierten

Tabelle 5. Mutationen mit Einflul auf Sp6-Immunglobulin M.

Defekt Anzahl Beschreibung Lit.

nicht bestimmt, ver- 2 10fach niedrigere Affinitét (34)

mutlich Punktmuta- 200fach verringerte lytische Ak-

tionen tivitdt

Insertion 2 Verlust der L-Produktion oder 136]
vermringerte L-Produktion

Deletion 4 Verlust von Cpl, Cu2, Cul [a] {351

Rasterverschiebung 16 Verlust von C-terminalen Frag- [50]
menten

[a] Nur im PC700-System [52] gefunden,

Mutanten zusammen. Die Deletionsvarianten wurden be-
nutzt, um eine Reihe monoklonaler Antikdrper zu kartie-
ren''?, Abbildung 3 zeigt die IgM-Struktur von einigen der
Deletionsvarianten und die Zuordnung der monoklonalen
Antikorper zu jeder der fiinf u-Dominen. Die monoklona-
len Antikdrper gegen acht definierte, nicht kreuzreagie-
rende Determinanten von Maus-p-Ketten wurden benutzt,
um neue IgM-Varianten zu definieren®, um die Clg-Bin-
dung im Areal der Bindung des monoklonalen Antikérpers
C2-23 zu kartieren (** unverdffentlicht) und um die
Quaternérstruktur einiger der IgM-Mutanten zu bestim-
men!'2],

Diversifizierung durch reverse Genetik

Das Gen fiir die leichte Kette von Spé ist kloniert und
sequenziert worden™. Das Gen fiir die variable Region
der schweren Kette von Sp6 wurde in das V,-C,-Intron
eingefiigt, wobei von den HindI1I- und Xbal-Restriktions-
schnittstellen Gebrauch gemacht wurde. Nach Transfek-
tion in die X63 Ag 8.6.5.3(X63/0)-Myelomlinie®" fand
man ein chiméres Vu-C,-Protein (Abb. 4). Eine Fusion die-
ser Linie mit Sp6/L (igm 10) ergab Hybride, die kovalent
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Name u-Protein IgM Struktur

L

Sp6, PCT00 Vi, 2 3H nd Mio-Lyo
IgM12,43 —  ——— Ho-Lw
lgM692,27 PC128 | — H-L
PC 208 b — H-L
IgM 482 —t—— Hp-La
IgM 662 ———p Hy-Lp
IgM 440,210 ,___,___,_ ?

igM810,919 ?

-
wn| o~ ,_,_m;-
S A 3 1o
Nl m NIE|NIE

i

Domdnen-definierende
monoklonale Antikdrper

Abb. 3. Deletionen in Maus-y-Ketten, Beim Wildtyp-p-Protein (Sp6 und PC
700) ist die Dominenstruktur dargestellt und die Disulfidbriicken zu den
leichten (L) oder schweren (H) Ketten sind angegeben. Die leichte Kette von
igm 12 und igm 43 ist nicht kovalent an die p-Kette gebunden, was in allen
anderen Mutanten mit bekannter IgM-Struktur der Falt ist. Die monoklona-
len Ratte-anti-Maus-p-Antikérper wurden aus etwa 20 Antikdrpern ausge-

wihit und definieren unabhingige Bindungsstellen. Die Linie 20-5 produ-

ziert einen Maus-anti-Idiotyp-Antikérper, der mit Sp6-, aber nicht mit
PC 700-1gM reagiert.

gebundene Dimere mit der V,-C,- und der chimiren V-
C,-Kette produzierten. Die von der Anwesenheit der
schweren Kette abhidngige Bindung des anti-Idiotyp-spezi-
fischen AntikSrpers 20-5 war wiederhergestellt. Wegen der
niedrigen anti-TNP-Affinitit von Spé6-IgM (10~* MPY)
konnten wir keine Antigenbindungsaktivitit bestimmen.
Ein Ahnliches chimires Protein, das ein Arsonylderivat
bindet, wurde jedoch beschrieben®”.. Kleine, antigenbin-
dende Molekiile, denen die Determinanten der konstanten
Region der schweren Kette fehlen, kénnten niitzlich sein,
wenn nur eine Bindungsstelle notwendig ist (um die Mo-
dulierung von Zelloberflichenantigenen zu vermeiden)
und wenn ein kleineres Molekiil mit weniger unspezifi-
schen Wechselwirkungen (iiber die Fc-Rezeptoren) und
moéglicherweise einer hheren Eliminierungsrate gebraucht
wird. Auch kénnten solche Molekiile weniger immunogen
sein. Da die meisten therapeutisch interessanten Antikor-
per aus der Maus stammen, kénnte die Konstruktion chi-
mirer Antikorper aus menschlichen konstanten Regionen
und variablen Regionen der Maus eine Ldsung sein, um
Immunogenitit zu vermeiden, die Effektorfunktionen des
Antikorpers jedoch beizubehalten. Daf3 dies moglich ist,
wurde kiirzlich mit Sp6-IgM gezeigt®®®\. Die variablen Re-
gionen der schweren und der leichten Kette aus der Maus
wurden vor die entsprechenden menschlichen konstanten
p- und %-Regionen gesetzt. Chiméres Maus-Mensch-1gM
wurde aus den Uberstinden einer plasmidtragenden My-
elomlinie gewonnen. Das IgM war pentamer und insofern
funktionsfihig, als es TNP-gekoppelte Schaferythrozyten
lysieren konnte.
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Abb. 4. Produktion chimirer Antikdrper. Oben: Das Plasmid pK,,V, 14 trigt
das Gen fiir Kanamycin-Resistenz (Kan', schattiert), pBR322-Sequenzen
(Ring gestrichelt) und eine Insertion des Sp6-x-Gens von der BamH]I- bis zur
Sall-Restriktionsstelle. Das Sp6-Gen fiir den variablen Teil der schweren
Kette (VDJ) wurde zwischen den Schnittstellen der Restriktionsendonuclea-
sen Xbal und Hindiil vor dem 2-Enhancerelement eingefiigt. Unten: Redu-
zierende SDS-Gelelektrophorese von Produkten, die nach Transfektion des
pKmVnl4-Plasmids in X63/0-Myelomzellen gebildet wurden. Die stabil
transformierten Linien 3 und 15 zeigen jeweils eine Bande, deren Laufweite
geringfiigig kleiner ist als diejenige der leichten Kette von Sp6. In den
(15 x igm10)-Hybridlinien 8 und 21 wird sowohl die leichte Kette von Sp6 als
auch das vom pK., V14 gesteuerte V,;Cy-Protein beobachtet. Nur in diesen
Hybridlinien wird die vom 20-5-Antikdrper erkannte, anti-idiotypische
Struktur wieder hergestelit.

Das Modell der transgenen Maus

Bis heute haben drei Arbeitsgruppen rearrangierte Im-
munglobulingene in die Keimbahn der Maus eingefiihrt,
und zwar sowohl ein p- und ein %-Gen allein als auch eine
Kombination beider Gene, die aus der Sp6-Linie stammen
(Tabelle 6).

Tabelle 6. Immunglobulingene, die in Keimzellen der Maus eingefiihrt wur-
den.

Gen Inji- Implan-  Nach- Anzabl  Gene Lit.
(Spezifitit) zierte tierte kommen Kopien in

Mole-  Zygoten (mit dem pro Keim-

kiile Transgen) Genom  bahn
n (NP) 50 284 13 (5) 17-140 3 i53)
%20 (1) 440 197 11 (6) 20-200 6 [54-56)
u, % (TNP) 50 13 5(1) 4 1 I57)

Im Falle von Sp6 wurden etwa 50 Molekiile der Gene
fiir die schwere und die leichte Kette, die beide in einem
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pBR322-Plasmidvektor (pRHLyne) kloniert waren, in be-
fruchtete Eier von Swiss-Albino-Maiusen injiziert. Aus 13
implantierten Zygoten erhielt man fiinf Nachkommen, von
denen einer das Gen trug. Die Analyse des Keimbahnver-
erbungsmusters ergab, dall vier Kopien des pRHLyne-
Plasmids in ein autosomales Chromosom integriert wa-
ren.

Expression von trans-Immunglobulinen

In all den Fiillen, in denen die Immunglobulingene ver-
erbt wurden, beobachtete man auch die Expression der je-
weiligen Ketten. Expression von x%,;-Ketten war auf Zellen
des B-Zell-Stammbaums beschrinkt, wobei Abelson-Virus-
transformierte Pria-B-Zellen ausgeschlossen waren®®. Ex-
pression von pnp-Ketten fand man in B- und T-Zellen!*.
In anderen Organen wie Niere, Gehirn, Herz, Lunge und
Leber wurden die Gene nicht transkribiert. Eine Fluores-
zenzanalyse ergab, daBl Spé6-ys- und -xe-Ketten auf der
Membran von B-, aber nicht von T-Zellen exprimiert wa-
ren, obwohl die y,-Kette (die %¢-Kette konnte nicht gete-
stet werden) in etwa einem Viertel Con-A-stimulierter
Milz-T-Zellen exprimiert wurde. Das Sp6-Immunglobulin
wurde im Serum der transgenen Miuse als pentameres,
funktionsfiahiges IgM gefunden, wo es etwa ein Fiinftel bis
ein Drittel der gesamten IgM-Menge ausmachte. Es diirfte
interessant sein zu sehen, ob eine solch massive Produk-
tion einer Spezifitit die Wechselwirkungen des idiotypi-
schen Netzwerkes veridndert. Die Einfithrung von Antikor-
pern mit Spezifititen, die gegen Eigendeterminanten ge-
richtet sind, in die Keimbahn der Maus kdnnte einen Ein-
blick geben, wie Selbsttoleranz auf der Ebene der B-Zellen
erreicht wird. Mit den bisher eingefithrten Genen wurde
eine weitere immunologische Frage, nimlich die der alle-
len Exklusion, analysiert. Wie ist es moglich, daB B-Zellen
schwere und leichte Ketten von nur einem der beiden ho-
mologen Chromosomen produzieren, was eine Vorausset-
zung effektiver klonaler Selektion ist?

Einfluf} transgener p- und x-Ketten auf
die allele Exklusion

Damit ein funktionstiichtiges Gen fiir die schwere Kette
geschaffen wird, miissen drei rdumlich getrennte DNA-
Segmente, das fiir die variable Region (Vy), das Diversi-
tats- (D) und das ,,Joining“-Segment (J4), zusammenkom-
men. Um ein funktionstiichtiges Gen fiir die leichte Kette
zu schaffen, miissen ein V| - und ein J, -Segment verbunden
werden. In ungefihr einem Viertel der B-Zellen wird allele
Exklusion dadurch erreicht, daB funktionstiichtig rearran-
gierte VDJj- und VJ-Einheiten in einem Allel und
nicht-funktionstiichtig rearrangierte VDJ - und VJ T-Ein-
heiten im anderen Allel vorliegen, das aufgrund von Feh-
lern wihrend des Rearrangierens die jeweiligen Ketten
nicht mehr produzieren kann. In etwa 75% der B-Zellen ist
die variable Region der schweren und/oder der leichten
Kette nicht vollstindig rearrangiert worden. Um dieses Re-
sultat erkldren zu konnen, ist ein regulatorischer Riick-
kopplungsmechanismus der Immunglobulinketten auf den
ProzeB des Rearrangierens postuliert worden!*®),
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Um den Effekt rearrangierter und exprimierter Immun-
globulin-Transgene auf das Rearrangieren endogener Ig-
Gene studieren zu kénnen, wurde eine Reihe von B-Zell-
Hybridomen hergestellt und die Expression ihrer endoge-
nen schweren und leichten Ketten untersucht. In Tabelle 7

Tabelle 7. Alleler AusschluB} in trans-Hybridomen.

%21 [56]: 24 Hybride

1}

H#,, — (Keimbahn) [a}

2 H-L

7 —xnL

2 —#21 ~— (Keimbahn) [a]

2 —#,; — (rearrangiert) [a]
oo [571: 11 Hybride

3 Pets—HL

8 Hes—L [b]

5 Linien haben noch —— 10 Allele;: VDJ~ DJ Keimbahn
beide fiir H codie- 1 8 1
rende Chromosomen

[a] H=endogene schwere Kette; L =endogene leichte Kette; in Klammern
die Konfiguration des Gens fiir die leichte Kette. {b] Die Konfiguration des
Gens fiir die schwere Kette ist fiir finf der acht Hybride ohne H-Kette nach-
gewiesen,

sind unsere Resultate und Resultate an transgenen Méusen
zusammengefaBt, die nur das rearrangierte x-Gen tra-
gen®***"l (Ergebnisse an transgenen Miusen, die nur das p-
Gen enthalten, sind noch nicht verfiigbar). Von 24 Hybri-
domen, die sich von x,,-transgenen Méusen herleiten, ex-
primierte keins eine schwere Kette mit zwei leichten Ket-
ten. In sieben Fillen, in denen keine Produktion schwerer
Ketten beobachtet wird, sind zwei leichte Ketten, die en-
dogene und die transgene, exprimiert. Diese Resultate be-
finden sich in Einklang mit einem negativen Riickkopp-
lungsmechanismus von H-L-Molekiilen auf das Rearran-
gieren des Gens fiir die leichte Kette.

Die Expression der transgenen - und x¢-Ketten sollte
daher das Rearrangieren der Gene fiir endogene leichte
Ketten verhindern, das in keinem der elf Hybridome ent-
deckt wurde. Die trans-z,-Kette wurde jedoch nur zu ei-
nem Zehntel der fiir die endogenen leichten Ketten gefun-
denen Menge exprimiert, wohingegen die p.-Kette im
UberschuB produziert wurde. Somit sind niedrige Anteile
an |,-%,-Molekiilen bei einem UberschuBl von freien p,-
Ketten kein Riickkopplungssignal, das das Rearrangieren
des Gens fiir die leichte Kette stoppt. Die Beobachtung ist
in Einklang mit der Entdeckung der auBergew6hnlichen
Doppelproduzenten leichter Ketten in Myelomzellinien
wie etwa S107, in der eine der leichten x-Ketten nicht mit
der schweren a-Kette kombinieren konnte®”, oder wie in
der MOPC315-Linie, in der eine verkiirzte A,-Kette, die zur
Bindung an ihre schwere Kette nicht fihig ist, zusammen
mit einer funktionsfihigen leichten A,-Kette gefunden
wird"®. Ein hoher Anteil (8/11) der Hybridome der p-%,-
exprimierenden Maus zeigte keine Expression einer zwei-
ten endogenen schweren Kette. Fiinf dieser Linien enthiel-
ten noch beide fiir die schwere Kette codierenden Chro-
mosomen. Nur in einem der zehn Allele fiir die schwere
Kette wurde eine komplette (aber inaktive) VDJ -Einheit
gefunden. Ein Allel war offensichtlich in der Keimbahn-
Konfiguration eingefroren, und acht stoppten das Rear-
rangieren im unreifen DJ,;-Zustand. Auch dieses Resultat
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ist also mit einer (lickenhaften) Regulation des Rearran-
gierens des fiir die schwere Kette codierenden Gens iiber
Riickkopplung durch die y-Kette selbst vereinbar. Ob auch
die leichten Ketten in diesen ProzeB einbezogen sind, muB
durch die Analyse von Pri-B-Zellinien geklirt werden. An-
dere Interpretationen sind jedoch méglich, so etwa die An-
nahme, daB in transgenen Miusen andere zelluldre Selek-
tionsprozesse als in normalen Miusen stattfinden. Den-
noch ist die Bedeutung transgener M4use fiir das Studium
immunologischer Phinomene klar aufgezeigt.

Lassen Sie mich nun zum allgemeinen Thema dieser Ab-
handlung zuriickkehren und die Frage stellen, ob eine Di-
versifizierung unseres Sp6-Antikérpers durch Einfiihren
seiner Gene in die Maus erreicht werden konnte oder
nicht. Momentan kann man nur spekulieren. Somatische
Mutationen finden bei Genen fiir leichte und schwere Ket-
ten von Immunglobulinen ungefihr 10 ~>mal pro Base und
Generation statt!**-**. Es erscheint mdglich, daB die einge-
fiihrten Gene von diesem Mechanismus profitieren und
daB} wir eine ganze Serie von somatisch mutierten Sp6-
IgM-Molekiilen erzeugen werden. Abbildung 5 fafit die
bisher mit mehreren Techniken erhaltenen Mutanten der

l Diversifizierung |

,,revefse transgene
(&) I Genefik"| lVarianten | o :
Aktivitatskomple-
mentierung

Varianten mit | 3)
Kettenverlust
R - .
(16)],,2,5:5'.‘;!.,.;] (Delehonenl {5)

42 Varianten

(10

Punkt-
@n mutationen

Abb. 5. Zusammenstellung der Sp6-Varianten.

Sp6-Linie zusammen und unterstreicht meine Uberzeu-
gung, daB} ein einzelner monoklonaler Antikorper nur der
Ausgangspunkt einer Vielzahl von kiinstlichen sekundiren
Antikdrpern sein wird, die alle produziert werden, um je-
weils eine spezielle Anforderung zu erfiillen.
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