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In vitro-Immunisierung
Bei einer in vitro-Immunisierung wird der 
Prozess der Immunisierung in die Kultur-
schale verlegt. Die entsprechenden Immun-
zellen werden isoliert und in Kultur mit dem 
Antigen stimuliert, um eine Antikörperant-
wort außerhalb des Organismus anzuregen. 
Die Notwendigkeit der in vivo-Immunisie-
rung wird so umgangen, die benötigte Menge 
an Antigen erheblich reduziert. Es können 
außerdem Antigene eingesetzt werden, die 
für die Anwendung am lebenden Organismus 
ungeeignet sind, z. B. toxische oder endo-
gene.

Ein solcher Ansatz wurde 1966 erstmals 
von Mishell und Dutton [4] publiziert, die 
Splenozyten einer nicht immunisierten (nai-
ven) Maus mit Schaf-Erythrozyten als Anti-
gen und einem Nährstoffcocktail kultivierten 
und so ex vivo eine Antikörperantwort indu-
zierten. Seitdem wurde die Methode in ver-
schiedenen Ansätzen mit variierenden Erfol-
gen adaptiert, von denen viele daran schei-
terten, spezifi sche IgG-Antikörper hervorzu-
bringen [5–7]. Die hinreichende Aktivierung 
der verwendeten Immunzellen ist dafür 
essenziell. Darüber hinaus muss die Interak-
tion der wenigen für das Antigen spezifi -
schen B- und T-Lymphozyten gewährleistet 
werden. Die individuelle Varianz von Aktivi-
tät und Spezifi tät der einzelnen Immunzell-
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ó Antikörper sind essenzielle Werkzeuge in 
der modernen Laboranalytik, der medizini-
schen Therapie und Diagnostik. Als Reaktion 
auf den Kontakt mit einem Pathogen resul-
tiert im Organismus aus dem komplexen 
Zusammenspiel der Immunzellen eine poly-
klonale Antikörperantwort. Diese heterogene 
Mischung unterschiedlicher Antikörper im 
Serum ist entscheidend für die effektive 
Beseitigung des Immunogens. Für biotechno-
logische Anwendungen hingegen werden 
meist monoklonale Antikörper von hoher 
Affi nität und Spezifi tät benötigt. Die Herstel-
lung solcher Antikörper ist ein zeit- und 
arbeitsintensiver Prozess.

Antikörperantwort in vivo
Im Organismus erkennen die auf der Ober-
fläche von B-Lymphozyten befindlichen 
B-Zell-Rezeptoren (BZR) freies oder von den-
dritischen Zellen (DCs) präsentiertes Antigen 
(Abb. 1, [2]). In einigen Fällen löst bereits die 
resultierende Quervernetzung der BZR eine 
Antikörperantwort aus, die man als T-Zell-
unabhängig bezeichnet und die wichtig für 
die frühe Immunreaktion ist. Dabei entste-
hen meist niedrig affi ne IgM-Antikörper. Die 
Produktion spezifischer IgG-Antikörper 
erfolgt in der Regel nach T-zell-abhängiger 
Aktivierung der B-Lymphozyten (Abb. 1). 
Aktivierte T-Helferzellen übermitteln dazu 
Aktivierungssignale in Form von Zytokinen 
und durch Expression des CD40-Liganden 
(CD40L) auf ihrer Oberfl äche [3]. Das Zusam-
menfi nden von B-Lymphozyten mit aktivier-

ten T-Lymphozyten, die spezifi sch für dassel-
be Antigen sind, ist dabei entscheidend für 
die Antikörperantwort. Die Kombination aus 
Antigen, DC- und T-Zell-Signalen führt zur 
Aktivierung der B-Lymphozyten, die mit 
massiver Proliferation und Mutation der 
Antikörpergene einhergeht. Dabei durchlau-
fen die Antikörper einen Reifungsprozess, 
sodass hoch affi ne Antikörper entstehen. Bei 
konventionellen Methoden zur Antikörper-
herstellung werden Versuchstiere über einen 
Zeitraum von mehreren Wochen oder Mona-
ten mit dem Antigen von Interesse immuni-
siert, um im Organismus eine solche Antikör-
perantwort auszulösen, die antikörperprodu-
zierenden B-Lymphozyten zu ernten und 
weiter zu verwerten.

Antikörperproduktion

Antigenspezifi sche Aktivierung von 
B-Lymphozyten in vitro

˚ Abb. 1: In vivo-Aktivierung von B-Lymphozyten. A, Dendritische Zellen (DCs) präsentieren Anti-
gen und sezernieren Zytokine. B, B-Lymphozyten präsentieren Antigenfragmente auf MHC-II-
Komple xen, die vom T-Zell-Rezeptor (TZR) aktivierter spezifi scher T-Lymphozyten erkannt wird. 
T-Lymphozyten senden Aktivierungssignale in Form von Zytokinen und CD40L auf ihrer Oberfl äche, 
die mit CD40-Rezeptoren auf B-Lymphozyten interagieren [1]. BZR: B-Zell-Rezeptor.
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(Abb. 2). Nach fünf Tagen erfolgte eine Resti-
mulation nach demselben Schema. Unstimu-
lierte B-Lymphozyten dienten als Kontrolle. 
Der Kulturüberstand der Zellen wurde täg-
lich auf die Produktion antigenspezifi scher 
Antikörper getestet. Im Gegensatz zu den 
Kontrollansätzen konnten in stimulierten 
Ansätzen antigenspezifi sche IgM-Antikörper 
ab dem dritten Tag der in vitro-Immunisie-
rung detektiert werden, spezifi sche IgG-Anti-
körper ab dem achten. Die Signalstärke 
nahm bis zum zehnten Tag zu und das ver-
wendete Antigen konnte mit den im Kultur-
überstand enthaltenen Antikörpern spezi-
fi sch nachgewiesen werden (Abb. 3). Als 
Indikatoren der erfolgreichen B-Zell-Aktivie-
rung wurden deren Proliferation und die 
Expression von Aktivierungsmarkern auf der 
Zelloberfl äche demonstriert. Die so stimulier-
ten B-Lymphozyten konnten demnach ohne 
das Zutun anderer Immunzellen aktiviert 
und zur Produktion antigenspezifi scher Anti-
körper angeregt werden. Aus den aktivierten 
B-Lymphozyten wurden durch Fusion mit 
Myelomzellen permanente antikörperprodu-
zierende Zelllinien generiert, um langfristig 
die stabile Produktion monoklonaler Antikör-
per zu sichern. In nachfolgenden Versuchen 
konnte die Übertragbarkeit des erarbeiteten 
Protokolls auf andere Antigentypen gezeigt 
werden: Es konnten spezifi sche IgG-Antwor-
ten in Folge der in vitro-Immunisierungen 
gegen hitzeinaktivierte Legionella pneumo-
phila und gegen ein Carrier-gekoppeltes Pep-
tid induziert werden.

Zusammenfassung und Ausblick
In der vorgestellten Studie demonstrieren 
wir die effektive Induktion einer spezifi schen 
IgG-Antikörperantwort durch in vitro-Akti-
vierung muriner B-Lymphozyten. In vivo ist 
die koordinierte Interaktion von DCs, T- und 
B-Lymphozyten nötig, um B-Lymphozyten 
spezifi sch zu aktivieren und eine IgG-Ant-
wort auszulösen. Subklasse und Spezifi tät 
der gebildeten Antikörper hängen dabei vom 
Antigen und den Signalen der DCs und 
T-Lymphozyten ab. Das kann bei Immunisie-
rungen am Tier dazu führen, dass die resul-
tierenden Antikörper nicht den Anforderun-
gen entsprechen und aufwendige Modifi ka-
tionen oder eine wiederholte Immunisierung 
mit veränderter Strategie vonnöten ist. Die 
in vitro-Immunisierung erlaubt die Induktion 
einer Antikörperantwort in kontrollierbarer 
Umgebung. Dennoch brachten viele bisheri-
ge Versuche lediglich IgM-Antikörper hervor 
[5–7]. Um die effi ziente Aktivierung und Rei-

einem Modellantigen und verschiedenen Sti-
muli kultiviert, die die Bedingungen der 
in vivo-Immunisierung nachahmen sollen. 
Nach wenigen Tagen Stimulation konnten in 
der Kultur antigenspezifi sche IgG-Antikörper 
nachgewiesen werden.

In vitro-Aktivierung von 
B-Lymphozyten
Für unsere Studie wurden die Milz-B-Lym-
phozyten einer naiven C57Bl/6-Maus iso-
liert. Die gereinigten B-Lymphozyten wurden 
mit dem Modellantigen VP1 (Hamster-Poly-
omavirus-Kapsidprotein) sowie einem Anti-
CD40-Antikörper, Interleukin 4 (IL4) und IL7 
oder Lipopolysaccharid (LPS) kultiviert 

populationen wiederum führt zu wechselhaf-
ten Ergebnissen und schlägt sich in einer 
geringen Reproduzierbarkeit der jeweiligen 
Protokolle nieder. Das komplexe Zusammen-
spiel der Immunzellen während der Antikör-
perantwort in vivo wird bei seiner Abbildung 
in vitro zur Schwierigkeit.

Um diesen Ansatz zu vereinfachen, haben 
wir eine Methode etabliert, die ausschließlich 
auf der Verwendung der eigentlichen Anti-
körperproduzenten, den B-Lymphozyten, 
basiert [8]. Die Zahl der involvierten Fakto-
ren wird dadurch reduziert und es entsteht 
eine kontrollierbare Umgebung für die 
in vitro-Immunantwort. Dazu wurden B-Lym-
phozyten aus naiven Mäusen isoliert und mit 

˚ Abb. 2: Ablauf der in vitro-Immunisierung von B-Lymphozyten. Milz-B-Lymphozyten werden aus 
naiven Mäusen isoliert und mit Antigen und Stimulantien kultiviert. Nach fünf Tagen erfolgt eine 
Restimulation. Am zehnten Tag der in vitro-Immunisierung produzieren die B-Lymphozyten antigen-
spezifi sche IgG-Antikörper.

˚ Abb. 3: Spezifi sche Antikörperproduktion im Verlauf der in vitro-Immunisierung. B-Lymphozyten 
aus naiven Mäusen wurden mit dem Modell-Antigen VP1 und verschiedenen Stimulantien in vitro 
immunisiert und nach fünf Tagen restimuliert (↓). Ab dem dritten Tag konnten in stimulierten 
Ansätzen antigenspezifi sche IgM-Antikörper nachgewiesen werden, spezifi sche IgG-Antikörper ab 
dem achten Tag.
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fung der B-Lymphozyten zu gewährleisten, 
war es unser Ziel, die Zahl der involvierten 
Variablen zu reduzieren. In unserer Studie 
[8] ist es gelungen, effi zient und spezifi sch 
murine B-Lymphozyten in vitro zu aktivie-
ren und zur Produktion von IgG-Antikör-
pern anzuregen. Die in vivo-Immunisierung 
kann so ersetzt und der Zeitaufwand von 
mehreren Monaten auf wenige Tage redu-
ziert werden. Gleichzeitig werden deutlich 
geringere Mengen Antigen benötigt, sodass 
sich die Methode besonders für rare Anti-
gene oder für in vivo-Immunisierungen 
ungeeignete Antigene anbietet. Welche 
molekularen Mechanismen der Aktivierung 
zugrunde liegen und ob dabei verschiedene 
Populationen von B-Lymphozyten unter-
schiedliche Funktionen ausführen, bleibt 
zu untersuchen. Die Methode ist möglicher-
weise ebenso an B-Lymphozyten anderer 
Spezies durchführbar und bietet eine 
Grundlage für eine universelle Immunisie-
rungsstrategie. Diese in vitro-Immunisie-
rung eignet sich für die Herstellung mono-
klonaler Antikörper mittels Hybridomtech-
nologie und bietet eine effi ziente Erweite-
rung zum Spektrum konventioneller 
Methoden der Antikörperentwicklung. ó
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