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A  Zielsetzung und Anwendungsbereich

Ziel der Richtlinie ist es, dass bewilligungspflichtige Tierversuche zur Gewinnung von monoklonalen
Antikdrpern (Aszitesproduktion) nur mehr im Ausnahmefall durchgefuhrt werden.

Fur diese Ausnahmefélle legt die Richtlinie fest, welche Rahmenbedingungen bei der Durchfiihrung des
Aszitesverfahrens einzuhalten sind.

Die Richtlinie richtet sich an die kantonalen Behdrden, welche fir Tierversuche zustéandig sind, ihre
beratenden Kommissionen sowie an alle Personen, welche die Herstellung monoklonaler Anti-
korper beabsichtigen

Die vorliegende 3. Auflage unterscheidet sich in materieller Hinsicht nicht von der 2. Auflage. Sie enthalt
jedoch Teile der friheren Informationsschrift tber monoklonale Antikérper in Form eines Glossars.

B Rechtsgrundlagen

Tierversuche, die dem Tier Schmerzen, Leiden oder Schéaden zufiigen, es in schwere Angst versetzen
oder sein Allgemeinbefinden erheblich beeintréachtigen kdnnen, sind auf das unerlassliche Mass zu
beschranken (Art. 13 Abs. 1 Tierschutzgesetz vom 9. Méarz 1978, TSchG, SR 455). Solche belastenden
Tierversuche dirfen nur mit einer Bewilligung durchgefiihrt werden (vgl. Art. 13a Abs. 2 TSchG).

Bei der Durchflhrung eines Versuchs dirfen einem Tier Schmerzen, Leiden oder Schaden nur zugefiigt
werden, soweit dies fir den verfolgten Zweck unvermeidlich ist (vgl. Art. 16 Abs. 1 TSchG).

Nach Artikel 61 Absatz 3 Buchstabe a der Tierschutzverordnung vom 27. Mai 1981 (TSchV, SR 455.1)
darf die kantonale Behdrde einen Tierversuch nicht bewilligen, wenn sein Ziel mit Verfahren ohne Tier-
versuche erreicht werden kann, die nach dem jeweiligen Stand der Kenntnisse tauglich sind.

Monoklonale Antikérper kdnnen grundsatzlich aus Zellkulturen (in vitro) gewonnen werden und
mussen nicht mittels des Aszitesverfahrens im Tierversuch hergestellt werden. Die zur
Anwendung kommenden In-vitro-Methoden sind nach heutigem Stand der Kenntnisse in den
meisten Féllen als tauglich zu beurteilen. Es gibt jedoch Spezialfélle, wo die Zellkulturverfahren nicht
zum angestrebten Ziel fuhren. Es stellt sich somit die Frage, in welchen Ausnahmeféllen die Gewinnung
monoklonaler Antikdrper im Tierversuch nach der Gesetzgebung als zuléassig beurteilt wird und bewilligt
werden darf.

Im Jahr 1989 wurden alle Gesuchsteller und Gesuchstellerinnen informiert, dass die Herstellung
(Gewinnung) von monoklonalen Antikdrpern im Aszitesverfahren mit dem Tierschutzgesetz grundsatz-
lich nicht vereinbar ist und dass Bewilligungsgesuche zunehmend strenger beurteilt werden, mit dem
Ziel, bis in wenigen Jahren die In-vivo-Produktion unter Verwendung von Tieren zum Verschwinden zu




bringen. In der vorliegenden 3. Auflage der Richtlinie wird erneut festgehalten, was in der 2. Auflage
festgelegt worden ist, namlich welche Ausnahmen und Ubergangsfristen fiir die Einfiihrung der In-vitro-
Methode angebracht sind.

C Bewilligungsgrundséatze

1 Bewilligungsgesuche fir die Herstellung von monoklonalen Antikdrpern im Tierversuch
(Aszitesverfahren) sind in der Regel abzulehnen

2 Ausnahmeféalle: Gesuche zur Durchfihrung des Aszitesverfahrens kdnnen in folgenden Féllen

ausnahmsweise bewilligt werden:

a. Gewinnung monoklonaler Antikdrper zu diagnostischen oder therapeutischen Zwecken in der
Humanmedizin wenn es sich um Notfalle (z.B. Behandlung einzelner Patienten) handelt;

b. Erhalten von einzelnen Hybridomzellinien, wenn dokumentiert wird, dass diese in Zellkultur
nicht oder ungenigend wachsen oder infiziert sind.

3 Ubergangslésung: Gesuche zur Herstellung von monoklonalen Antikorpern im Tierversuch kon-
nen nach dem Grundsatz der Verhéltnisméssigkeit bis langstens Ende 1994 bewilligt werden
(Gewahren einer Ubergangsfrist zum Einfiihren der In-vitro-Methode in einem Labor), wenn der

Gesuchsteller oder die Gesuchstellerin

a. ausreichend begriinden kann, dass Mengen von monoklonalen Antikdrpern benétigt werden,
fur die einfache In-vitro-Methoden nicht ausreichen (stehende Kulturverfahren, Spinner-
und Rollerverfahren bis zu einer gewissen Flaschen-Anzahl) und

b. einen Plan zur Einfihrung der In-vitro-Methode vorlegt, welcher ausreichende und realisti-
sche Angaben Uber den zeitlichen Ablauf, die budgetierten Mittel und die vorgesehenen
R&aumlichkeiten enthalt.

D Gesuchstellung

1 Es sind getrennte Gesuche einzureichen fir:
a. Immunisierungsverfahren bei Versuchstieren zur Lymphozytengewinnung zur Hybridisierung;

b. Aszitesverfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikérpern zu diagnostischen oder the-
rapeutischen Zwecken beim Menschen;

c. Aszitesverfahren zum Erhalten einzelner Hybridomzellinien, wenn diese infiziert sind oder
nicht geniigend wachsen;



d.

Aszitesverfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikérpern als zeitlich befristete Uber-
gangslésung.

Die Gesuche durfen keine anderen Tierversuchsvorhaben (z.B. die Herstellung von polyklonalen
Seren beim Kaninchen) beinhalten.

2 Fur Gesuche betreffend Immunisierungsverfahren zur Lymphozytengewinnung sind Zusatz-
angaben nétig Uber (vgl. obige Ziff. 1 Bst. a):

a. verwendete Antigene;
b. Anzahl und genaue Bezeichnung (Tierstamme) der Tiere, welche fir die verschiedenen Anti-
gene verwendet werden;
c. genaues Immunisierungsprozedere (inkl. Adjuvantien) und ungeféhre Zeitdauer bis zur Milz-
gewinnung.
3 Fur Gesuche betreffend Aszitesverfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikérpern

sind Zusatzangaben nétig Uber (vgl. obige Ziff. 1 Bst. b):

a.

Zweck der Verwendung der monoklonalen Antikdrper und daftir benétigte Mengen (bezogen
auf Anzahl Tests) (vgl. Kap. C Ziff. 2);

Verwendung der Antikdrper im gleichen Institut bzw. zum Austausch/Verkauf;
Herstellung von neuen oder bekannten Antikdrpern;

Anzahl der verschiedenen monoklonalen Antikdrper (resp. Hybridoma) und Mengen, in
denen sie produziert werden sollen;

Anzahl Tiere und genaue Bezeichnung der Tierarten (inkl. Tierstdmme), welche fir die Her-
stellung der monoklonalen Antikérper verwendet werden;

Verwendung und Applikation von reizenden Substanzen zur Vorbehandlung der Bauchhdhle
(z.B. Pristan);

Zeitraum zwischen Vorbehandlung und Tumorinduktion;
vorgesehenen Zeitraum zwischen Tumorinduktion und Antikdrpergewinnung;

gegebenenfalls Plan zur Einfuhrung der In-vitro-Methode(vgl. Kap. C Ziff. 3).

E Rahmenbedingungen zur Durchflihrung des Aszitesverfahrens

Die Bewilligung muss mit folgenden Bedingungen (Auflagen in Ziff. 22 auf Formular B) verbunden

werden:

a. Haufige Kontrolle der Tiere bezlglich ihres Allgemeinbefindens, mindestens einmal pro Tag, auch
an Wochenenden und Feiertagen.



b. Toétung der Tiere in der Regel vor der Aszitesgewinnung (keine wiederholte Punktion der Bauch-
héhle). Eine oder zwei Punktionen am lebenden Tier kénnen ausnahmsweise in jenen Fallen zuge-
lassen werden, wo der Gesuchsteller resp. die Gesuchstellerin ausreichend begriinden kann, dass
unverhaltnismassig viele Tiere eingesetzt werden mussten.

c. Im Fall einer Bewilligung der Aszitespunktion beim lebenden Tier sind die Daten der Durchfihrung
der Einzelversuche den Behdrden mitzuteilen (Méglichkeit der Kontrolle).

d. Sofortige Totung der Versuchstiere bei deutlichen Anzeichen eines gestorten Allgemeinbefindens
(Apathie, Inappetenz, Schmerzanzeichen).

e. Tiere, bei welchen die Zunahme des Kdérpergewichts wéahrend des Versuchs 20 % Uberschreitet,
sind unverziglich zur Aszitesgewinnung zu téten.

F  Kontrolle der Versuchsdurchflihrung

Die kantonalen Vollzugsbehtrden sind gehalten, die Durchfithrung von Aszitesverfahren beziglich
des Einhaltens der Rahmenbedingungen haufig zu kontrollieren.
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Anhang
Glossar

Monoklonale Antikorper

Monoklonale Antikdrper sind immunbiologische Stoffe, welche hochspezifisch mit bestimmten Zell-
strukturen reagieren. Sie werden in der Immunologie, der Virologie und der Biochemie sowie in weiteren
Forschungsgebieten fir viele Testmethoden bendtigt. Die moderne Diagnostik kommt ohne sie gar nicht
mehr aus (ELISA). lhre Bedeutung wird in Zukunft noch steigen. Gewichtigen Anliegen wie dem geziel-
ten Bekdmpfen von Krebszellen, der Friherkennung von Krebs und anderen Erkrankungen sowie der
Méoglichkeit zur Herstellung reiner Immunglobuline (spezifisches Serum) fur therapeutische Zwecke ist
man durch die Mdglichkeit, monoklonale Antikdrper zu produzieren, ndher gekommen. Tausende ver-
schiedener monoklonaler Antikdrper (darunter viele Konjugate) werden von verschiedenen Firmen vor
allem aus den USA, aus England und Holland angeboten. Darliber hinaus entwickeln aber viele For-
schergruppen eigene monoklonale Antikorper fur spezifische Fragestellungen. Je nach Einsatzgebiet
werden verschiedene Mengen monoklonaler Antikrper benétigt.

Hybridomatechnik

1975 verdffentlichten Kéhler und Milstein ihre Arbeit Uber das Prinzip der Herstellung monoklonaler Anti-
korper: Das Tier, meistens eine Maus, wird wiederholt mit Antigen immunisiert. Nach Wochen bis Mona-
ten wird das Tier getdtet und die Milz entnommen. Unter den Milzzellen befinden sich B-Lymphozyten,
welche Antikdrper, unter anderen auch Antikorper gegen das verwendete Antigen, produzieren. Die
Milzzellen werden mit Myelomazellen (Krebszellen des Blutsystems) zu Hybridzellen verschmolzen.
Durch verschiedene chemische Selektionsverfahren wird bewirkt, dass nur Hybridzellen (antikbrperpro-
duzierende Krebszellen) in Kultur Gberleben. Sie kdnnen vereinzelt (kloniert) werden, so dass die aus
einer Zelle entstandene Kultur nur einen bestimmten Antikérper produziert. Die Hybridzellklone, welche
mit dem Antigen reagieren, werden angezlchtet. Da es sich bei den Hybridomas (Hybridzellinien) um
konstante Zellinien handelt, kann mit ihnen weitergezichtet werden, um auf diese Weise monoklonale
Antikorper zu erhalten.

Aszitesverfahren

Im Hinblick auf das Gewinnen grosserer Mengen monoklonaler Antikdrper wird M&usen Pristan (Mineral-
0l) intraperitoneal gespritzt, wodurch eine Bauchhdhlenreizung, aber noch kein Aszites (Ansammliung
von Flussigkeit in der Bauchhdohle) entsteht. Meistens werden immundefiziente M&use stamme (Nackt-
mause) verwendet, da bei diesen die spéater implantierten Tumore besser angehen. 1 - 3 Wochen nach
der Pristaninjektion werden den Mausen Hybridomazellen (108 - 107 Zellen) in die Bauchhéhle appliziert.
Im Lauf der ndchsten 10 - 25 Tage entwickelt sich der Tumor im gesamten Peritonealbereich und produ-
ziert wahrend des Vermehrungsprozesses grosse Mengen monoklonaler Antikdrper, welche von den
Zellen in die jetzt entstandene Aszitesflissigkeit abgegeben werden. Wenn der Umfang des Aszites ein
gewisses Mass erreicht hat, wird die Bauchhthle mit einer Kanile punktiert (man nennt dies auch
"Melken"), und die Flussigkeit wird abgesaugt. Dieses Prozedere kann ungeféahr zweimal wdchentlich
Uber 2 - 3 Wochen fortgefuihrt werden, bis der Tumor so zugenommen hat, dass das Ueberleben der



Maus nicht mehr gewéhrleistet ist. Je nach verwendeter Myelomazellinie entwickelt sich der Tumor
schneller und aggressiver, so dass schneller Aszitesfliissigkeit geerntet werden kann und die Mause
friiher getdtet werden missen. Bei einem gewissen Prozentsatz entsteht keine Aszitesflissigkeit, so dass
keine Antikorper gewonnen werden kdnnen. Die gewonnene Aszitesflissigkeit enthalt in konzentrierter
Form die monoklonalen Antikorper, welche oft verwendet werden kdnnen, ohne gereinigt zu werden. Das
Aszitesverfahren stellt einen hochbelastenden Tierversuch dar.

Zellkulturverfahren

Die selektionierten Hybridomazellen, welche den gewlnschten Antikdrper produzieren, werden je nach
bendtigter Menge Antikorper in kleinerem oder grosserem Umfang in vitro weitergeziichtet. Das zuge-
setzte Medium zur Erndhrung der Zellen enthélt in vielen Fallen fotales Kalberserum. Nach Adaptation
der Zellinien kann vielfach serumfreies Medium verwendet werden. Zum Zichten der Zellinien
verwendet man Flaschen (Rollerkulturen mit 0,51 - 11 Inhalt, Spinnerkulturen mit 1 - 101 Inhalt),
Kapillarreaktoren (Dialyseprinzip) oder Fermenter mit unterschiedlicher Kapazitat (10 - 1000 I).
Neuerdings sind Kleinfermenter erhdltlich, welche speziell auf die Produktion von im Labor benétigten
Mengen ausgerichtet sind (Mini-Bioreaktoren mit Hohlfasersystemen). Die Antikérpermenge, welche eine
Zelle pro Zeiteinheit maximal produzieren kann und die in den Uberstand abgegeben wird, ist limitiert.
Deshalb ist es wichtig, in den Zellkultursystemen eine mdglichst hohe Zelldichte zu erreichen. Diese
erreicht man nur, wenn die Wachstumsbedingungen fiir das betreffende Hybridom optimiert worden sind
und dieses auch mit gentigend Néahrstoffen versorgt wird. Nicht jede Hybridomalinie lasst sich gleich gut
in vitro ziichten. Einige stellen hohe Anspriiche an das Nahrmedium sowie an Wachstumsfaktoren. Auch
ist je nach verwendeter Myelomalinie die Produktionsrate an Antikérpern verschieden. Der Uberstand
der Zellkulturen enthalt die Antikdrper, wenn auch in weit geringerer Konzentration als die
Aszitesflussigkeit. Verunreinigungen (Fremdproteine, z.B. aus dem fotalen Kélberserum) und der geringe
Antikorpergehalt bedingen die Reinigung und das Konzentrieren des Uberstandes, was technisch
aufwendig und teuer ist.



