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(567) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewirnung von bispezifischen monoklonalen Antikérpern, d. h.
Antikérpern mit zwei unterschiedlichen Bindungsstellen gegen verschiedene Antigene bzw. Antigendeterminanten.
Ziel der Erfindung ist die Herstellung von Hybrid-Hybridomen unter Nutzung eines Zellsortierers, wobei die
Hybrid-Hybridome zur Gewinnung bispezifischer Antikorper eingesetzt werden kénnen. Das erfindungsgemaRe
Verfahren ist dadurch gekennzeichnet, da man Hybridzallen, die unterschiedliche Antikorper produzieren, in an sich
bekannter Weise mit unterschiediichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, anschlieBend fusioniert, die fusionierten,
heterofluoreszenten, Zellen mit einem Fluoreszenzaktivierten Zellsortierer selektiert, die selektierten Zellen einige
Tage in Kulturmedium kultiviert, danach erfindungsgemaB mit einem DNS-Farbstoff markiert und die Zellen mit
einem erhohten DNS-Gehalt mit dem Zellsortierer selektiert, kloniert und die Tetradome, die bispezifische Antikorper
produzierc:, auswahit und danach in an sich bekannter Weise in der Zellkultur und auf Méusen zur
Antikorpergewinnung weitervermehrt. Das Verfahren wird am Beispiel von Tetradomklonen, die bispezifische
Antikorper gegen alkalische Phosphatase und Lipoprotein LDL (Low Density Lipoprotein) synthetisieren,
demonstriert. Anwendungsgebiet der Erfindung sind die verschiedensten Gebiete der Biowissenschaften, einschl. der
Medizin.
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Verfahren zur Herstellung bispezifischer monoklonaler Antikorper durch Markierung von zwei
Hybridzellinien, die unterschiedliche Antikorper produzieren, mit unterschiedlichen

Fluores® inzfarbstoffen, anschlieRende Fusion und Selektion der fusionierten, heterofiuoreszenten,
Zellen mit einem Fluoreszenzaktivierten Zellsortierer, dadurch gekennzeichnet, da man die
selektierten Zellen einige Tage in Kulturmedium kultiviert, mit einem DNS-Farbstoff markiert und die
Zellen mit einem erhohten DNS-Gehalt mit dem Zellsortierer selektiert, kloniertund die Tetradome, die
bispezifische Antikérper produzieren, auswéhlt und danach in an sich bekannter Weise in der Zellkultur
und auf Mausen zur Antikérpergewinnung weitervermehrt.

Anwendungsgebist der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von bispezifischen monoklonalen Antikdrpern.
Anwendungsgebiet der Erfindung sind die verschiedensten Gebiete der Biowissenschaften, einschl. der Medizin.

Charakteristik der bekannten technischen Losungen

Antikérper mit Doppelspezifitat lassen sich auf chemischem Wege durch reduktive Spaltung der bivalenten Antikrpermolekiile
in monovalente Fragmente und anschlieRende oxidative Vereinigung verschiedener monovalenter Fragmente gewinnen
(A.NISONOFF und M.M.RIVERS, Arch. Biochem. Biophys. 93, 460, 1961).

Eine prinzipiell andere Methode basiert auf der Produktion der bispezifischen monoklonalen Antikérper durch hybridisierte
Hybridome {Tetradome). Dabei werden zwei Hybridzellinien, die verschiedene monoklonale Antikorper produzieren, in der
Zellku'tur fusioniert und die hybridisierten Zellen selektiert. Die auf diesem Wege gewonnenen Tetradome produzieren neben
monospezifischen auch bispezifische Antikérper, die sich gegentiber den mit chemischen Methoden erzeugten durch wesentlich
hdheren Homogenitat und Nativitit auszeichnen. Die Selektion der fusionierten von den nichtfusionierten Zellen stellt bei dieser
Methode das groBte technisch Problem dar.

Eine der meistangewendeten Selektionsmethoden besteht darin, daf beide fiir die Fusion vorgesehene Hybridomzellinicn durch
zellziichterische Manipulationen mit einem jeweils anderen Enzymdefekt versehen werden und nach der Fusion die fusionierten
Zellen mittels z2wei entsprechender Selektionsmedien selektiert werden (C.MILSTEIN und A.C.CUELLO: Nature 305, 537, 1983;
U.D.SPAERZ und M.J.BEVAN: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83, 1453, 1986).

Die andere Methode nutzt die Vorteile des Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierers, um die fusionierten Zellen zu identifizieren und
diese herauszuselektieren. Dabei werden zwei Hybridzellinien, die unterschiedliche Antikérper produzieren, mit
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, anschlieRend fusioniert und die fusionierten, heterofluoreszenten Zellen mit
einem Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierer selektiert (L. KARAWAJEW, B. MICHEEL, O.BEHRSING und M. GAESTEL: J. mmunol.
Methods 96, 265, 1987; Patent DD 245902). Diese Methode erfordert verglichen mit dem Einsatzvon Selektionsmedien erheblich
weniger Arbeitsaufwand, hat jedoch Nachteil, daB damit Heterokarione gewonnen werden von denen sich nur ein Teil zu
stabilen Hybrid-Hybridomen entwickelt. Die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer Hybridzelle aus einem Heterokarion hangt
von mehreren wenig untersuchtzn Faktoren ab und kann unter Umstanden sehr gering sein.

Ziel der Erfindung

Die Erfindung hat das Ziel, Hybrid-Hybridome, die zur Gewinnung bispezifischer Antikérper eingesetzt werden kénnen, mit
einem effektiven Verfahren unter Nutzung eines Zellsortierers herzustelien.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Das erfindungsgemaRe Verfahren zur Hersteliung von bispezifischen monoklonalen Antikérpern ist dadurch gekennzeichnet,
dal man zunachst in an sich bekainnter Weise Hybridzellen, die unterschiedliche Antikdrper produzieren, mit unterschiedlichen
Fluoreszenfarbstoffen markiert, anschlieRend fusionia-tund die fusionierten, heterofluoreszenten Zellen mit einem Fluoreszenz-
aktivierten Zailsortierer selektiert. Danach werden die selektierten Zellen erfindungsgeman 3-7 Tage in einem Kulturmedium
kultiviert und mit sinem DNS-Farbstoff markiert. Die Zellen mit einem erhdhten DNS-Gehalt werden dann mit dem Zellsortierer
selektiert, kloniert und die Tetradome, die bispezifische Antikdrper produzieren, werden ausgewdéhltundin der Zellkultur bzw.
auf Méusen zur Antikérpergewinnung weit srvermehrt. Das erfindungsgemaBe Verfahren, dessen Kernstiick die
DNS-Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff und eine Zellselektierung entsprechend dem DNS-Gehalt darstellt, erhdht
wesentlich die Effektivitat der Gewinnung der Tetradome mit Hilfe des Zellsoriterers.

Das eifindungegemaRe Verfahren wird nachfolgend am Beispiel van Tetradomklonen, die bispezifische Antikdrper gegen
aikalische Phosphatase und Lipoprotein LDL (Low Density Lipoprotein) synthetisieren, demonstriert. Die erhaltenen Klone



-2- 277086

wurden in der Hinterlegungsstelle fiir Zellinien im Zentralinstitut fir Molekularbiologie unter folgenden Nummer hinterlegt:

NamedesKlons Registriernummer
T11-C9E?7 ZIM-0425
T11-C9F2 ZIM-0424
T11-C9H4 ZIM-0423

Die Erfindung soll nachstehend an einem Ausfiihrungsteispiel naher erlautert werden.

Ausfiihrungsbeispiel

1.Hybridzellen, die monoklonale Antikdrper gegen ApoproteinBals Bestandteil des Lipoproteins LDL (Low Density Lipoprotein)
produzieren, wurden in der Zellkultur mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC {Fluoreszein-lsothiozyanat) markiert, der eine griine
Fluoreszenz ergibt. Andere Hybridzellen, die monoklonale Antikérper gegen das fiir Immuntests verwendete Enzym AP
(alkalische Phosphatase) produzieren, wurden in der Zellkultur mit dem Fluoreszenzfarbstoff TRITC {Trimethyl-Rhodamin-
Isothiozyanat) markiert, der eine rote Fluoreszenz ergibt.

Die geférbten antikérper-produzierenden Hybridzellen wurden in der Zellkultur mit Hilfe von PEG {Polyathylenglykol) fusioniert.
2. Zellen mit der rot-griinen Doppelfluoreszenz wurden mit Hilfe des Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierers {*ACS I, Becton
Dickinson) herausselektiert, in die Zellkultur autgenommen und 3-7 Tage kultiviert.

3. Nach der Kultivierung wurden die Zellen mit dem DNS-spezifischen Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 markiert, und die
Zellen mit einem DNS-Gehalt, der groReralsder DNS-Gehait der Elternzellen in der mitotischen Phase des Zellzyklus ist, wurden
mit Hilfe eines FACS herausselektiert und in der Zellkultur kloniert.

4. Alle daraus entstandenden Kione wurden auf ihre Produktion von Antikérpern gegen LDL und AP getestet. Diejenigen Klone,
die Antikorper gegen beide Antigene produzieren, wurden anschiieBend auf die Produktion von bispezifischen Antikérpern
gepriift. Dazu wurde an einem festen Tréger (Mikrotestplatt) gereinigtes LDL adsorbiert und danach mit den zu testenden
Kulturitberstinden und AP inkubiert. AnschlieRend wurde die AP-Nachweisreaktion mit dem entsprechenden Substrat
durchgefihrt, das durch die Enzymreaktion in ein farbiges Produkt umgewandelt wird.

5. Die Tetradome, die in dem Doppelspezifitatstest positiv reagierten, wurden in bekannter Weise in flussigem Stickstoff
eingefroren bzw. in der Zellkultur und in inzuchtméausen zur Antikdrpergewinnung weitervermehrt.

Die spezifischen Tetradomklone wurden in der Hinterlegungsstelle fiir Zellinien im Zentralinstitut fur Molekularbiologiz unter
folgenden Nummern hinterlegt:

NamedesKlons Registriernummer
T11-C9E7 2iM-0425
T31-C9F2 ZIM-0424

T11-C9H4 ZIM-0423
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