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Sekundarantikorper

ANWENDUNGEN & PRODUKTE

Multiklonale Antikorper als Ersatz fur
/Zweitantikorper aus Seren

ESTHER VERONIKA WENZEL, GIULIO RUSSO, STEFAN DUBEL

TU BRAUNSCHWEIG

Today, recombinant antibodies can replace animal-derived primary
antibodies in almost all applications. Due to their monoclonal origin
and always known sequence, they offer optimal reproducibility. In con-
trast, almost all secondary antibodies are still made from animal sera.
Multiclonal antibodies made by animal-free recombinant methods here
offer a higher quality replacement for serum-derived secondary anti-

bodies.
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B Der Bericht der EU (ECVAM) zu Ersatz-
methoden fiir Tierversuche [1, 2] zeigt, dass
rekombinante Antikorper, welche ohne
Immunisierung von Tieren erzeugt wurden,
mittlerweile in allen relevanten Anwen-
dungsgebieten der Forschung und Diagnos-
tik angewendet werden und sogar deutliche
Vorteile gegeniiber tierbasierten Reagenzien
bieten. In zahlreichen Veroffentlichungen
wurde der Wechsel zu besser definierten
Reagenzien bei Antikorperversuchen gefor-
dert [3]. Nur rekombinante Antikorper bieten
beides: tierversuchsfreie Herstellung und
eine unbegrenzte Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse, da sie durch ihre Sequenz mole-
kular stets exakt definiert und so unlimitiert
nachproduzierbar sind. Tierseren, die derzeit
noch den groBten Anteil der Forschungsan-
tikorper stellen, sind dagegen irgendwann
aufgebraucht. Auch kann ihre stets undefi-
nierte Zusammensetzung aus vielen ver-
schiedenen Antikorpern zu falsch-positiven
Ergebnissen fiihren [4]. Sogar monoklonale
Antikorper aus Hybridomen haben oft meh-
rere unbekannte Spezifititen, da etwa ein
Drittel der Hybridomklone natiirlicherweise
mehr als eine leichte IgG-Kette produziert
[5]. Zwar konnen die ,korrekten“ IgG-Mole-
kiile aus Hybridomen identifiziert werden,
dies ist aber aufwendig und bei Forschungs-
reagenzien nicht {iblich. Einfacher ist heute
die direkte Herstellung neuer Antikorper aus
universellen Genbibliotheken mithilfe von
Phagen-Display [6]. Damit gelang z. B. in
weniger als vier Wochen ohne Tierversuche

die Herstellung protektiver menschlicher
Antikorper gegen das Coronavirus SARS-
CoV-2 [1,7].

A

* aus Tieren

Multiklonale Antikorper kombinieren
die Vorteile polyklonaler, monoklo-
naler und rekombinanter Antikérper

Wihrend rekombinante, tierversuchsfreie
Primérantikorper schon von vielen Anbie-
tern verfiighar sind [2], war es bisher nicht
gelungen, so auch Zweitantikorper mit den
spolyklonalen® Eigenschaften von Tierseren
herzustellen. Die vorteilhaften Eigenschaften
der Antikorpergemische in Tierseren konnen
aber unter Vermeidung von deren Nachteilen
mit den Vorteilen rekombinanter Antikorper
kombiniert werden. Dazu wird eine komplett
definierte Mischung von rekombinanten Klo-
nen hergestellt: Diese neue Klasse von Anti-
korpern wird ,multiklonale Antikorper®
genannt (Abb. 1A). Jeder Einzelantikorper
des multiklonalen Gemisches wird dabei tier-

* aus Tieren

* keine langfristige Reprodu-

-y zierbarkeit der Ergebnisse
* erkennen nur ein o W
Epitop f s * undefinierbares Blutprodukt
||'|
* 1/3 der Hybridomas A * begrenzte Menge
produziert mehr als Monoclonal MULTICLONAL Polyclonal * enthalten stets weitere,

eine Spezifitat

* Kein Tierversuch

* Zusammensetzung exakt bekannt

= mehrere definierte Epitope

* enthalten keine AntikGrper mit unbekannten Spezifititen
» unlimitiert verfigbar

unbekannte Antikdrper

Vorteile der rekombinanten Herstellung
* genaue Sequenz stets bekannt
« freie Wahl der Spezies (Fc)

* Mixtur kann an Assay angepasst werden

Antikdrper- Phagen- Addition von Fe-Teil Optimale Mischung Enzym-/ Farbstoff-
Genepertoire der display frefer Wahl (Kaninchen, bestimmen Konjugation
Weilt Ratte, Maus atc..)
o Sequenz-
i - o - Fe-Teil definierte
» ¢ * ® [ B ZweitantikGrper
PR, e N ) fockennany
. ' .____ verschiedene
= = y - Epitope des
4 rekombinantes multi- e An
Wl figen  mc 166 196 »~Multiclonals* figacs)

A Abb. 1: Eigenschaften und Herstellung multiklonaler Antikorper. A, Multiklonale Antikérper
vereinen die Vorteile der drei bisherigen Antikérperkategorien (polyklonale, monoklonale und
rekombinante), vermeiden aber dabei deren jeweilige Nachteile. B, Herstellung multiklonaler
Antikorper. Aus universellen Genbibliotheken, welche die genetische Gesamtheit der Antikdrper-
sequenzen aus mehr als 100 Spendern enthalten, werden zunéchst per Phagen-Display Anti-
korper gegen verschiedene Epitope des Zielmolekiils hergestellt. Diese werden dann einzeln auf

essenzielle Eigenschaften (hohe Affinitat, keine
bestimmten Assays) getestet. Genau definierte

Kreuzreaktivitat, hohe Stabilitat, Funktionalitat in
Gemische solcher monoklonaler, sequenzdefi-

nierter Antikdrper werden dann gemischt und mit einem Nachweismarker wie Meerrettichperoxi-
dase (horseradish peroxidase, HRP) oder Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert. Der so entstandene
Sekundérantikérper ist im Gegensatz zu den bisher eingesetzten polyklonalen Seren unlimitiert
reproduzierbar und enthélt keinerlei unbekannte IgGs. Der gesamte Prozess ist zudem komplett

tierversuchsfrei.
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A Abb. 2: Biochemische Eigenschaften multiklonaler Antikérper. A, Bei gleicher Signalstarke
erzeugen multiklonale Antikérper ein geringeres Hintergrundsignal als Tierseren (Assay: Capture-
ELISA). B, Spezies-Kreuzreaktivitat und C, Erhalt der Reaktivitdt nach Lagerung eines Maus-anti-
human-IgG multiklonalen Antikdrpers (ELISA). D, Die Lagerung fiir einen Monat bei Raumtempera-
tur (RT), Erhitzung oder Einfrier-Auftau-Zyklen beeintréchtigen nicht die Qualitét eines multiklo-
nalen Antikoérpers gegen humanes I1gG (Assay: GroBenausschluss-Chromatographie).

versuchsfrei durch Phagen-Display aus uni-
versellen Genbibliotheken gewonnen,
sequenziert und individuell charakterisiert
(Abb. 1B). Dadurch lassen sich Gemische mit
exakt definierten Spezifititsprofilen zusam-
menstellen.

Der Vorteil der multiklonalen Antikorper
[8] liegt zum einen in der vollstandigen Ver-
meidung von Nebenreaktionen durch die in
polyklonalen Seren stets vorhandenen Anti-
korper unbekannter Spezifititen, welche zu
unerwiinschter Hintergrundreaktivitat fiih-
ren konnen (Abb. 2A). Zum anderen kann
jeder Antikorper im multiklonalen Gemisch
individuell zunédchst auf zahlreiche andere
relevante Parameter optimiert werden, z. B.
auf Kreuzreaktivitat mit homologen Pro-
teinen (Abb. 2B) oder Stabilitdt (Abb. 2C),
um daraus multiklonale Antikorper mit

BIOspektrum | 04.20 | 26.Jahrgang ) Springer

exakt definierter Spezifitdt zu erzeugen, die
nicht aggregieren und lange haltbar sind
(Abb. 2D).

Die Analyse der EU (ECVAM) zeigt, dass
tierbasierte Seren in allen typischen Anwen-
dungen durch tierversuchsfreie und unlimi-
tiert verfligbare rekombinante monoklonale
oder multiklonale Antikorper ersetzt werden
konnen. In der Forschung wird die vermehr-
te Verwendung rekombinanter Antikorper
die Reproduzierbarkeit von Versuchen ver-
bessern - mit dem sehr wiinschenswerten
Nebeneffekt der kompletten Einsparung der
heute noch notwendigen Tierversuche zur
Antikorperherstellung. In der Diagnostik
hdngen von der Reproduzierbarkeit der
Assays Behandlungsentscheidungen ab -
hier sollte sich die Verwendung von Zweitan-
tikorpern mit stets identischem Spezifitits-

profil, die zudem unbegrenzt verfiigbar sind,
schnell durchsetzen.
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